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« A la lumiére de la connaissance, I'heureux résultat semble presque aller de soi; tout
étudiant (...) peut l'appréhender sans trop de difficulté. Mais les longues années de
tatonnements, de recherches dans le noir, avec leur lancinante tension, l'alternance des
périodes de confiance et de découragement, puis finalement la sortie vers la lumiere, seuls

ceux qui ont prouvé cela peuvent le comprendre. »

A. Einstein (1934).

« Moi, je sais, sans étre sorciére, a quoi sont bonnes les moindres herbes que tu écrases
sous tes pieds ; et quand je sais leur usage, je les regarde et ne méprise ni leur odeur ni leur
figure. (...) 'on méprise trop souvent ce qui ne parait ni beau ni bon, et que, par la, on se

prive de ce qui est secourable et salutaire. »

La petite Fadette. George Sand (2014).
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Résumeé

Les travaux présentés dans cette these contribuent a la valorisation des deux plantes médicinales
sahariennes (Anvillea radiata Coss. & Dur. (Asteraceae) et Rumex vesicarius L. (Polygonaceae)) en les
caractérisant par un screening phytochimique, une évaluation des activités antimicrobienne et antioxydante
et une identification de certains composés phénoliques par chromatographie.

L'évaluation préliminaire de la composition phytochimique des différentes parties traitées a permis de mettre
en évidence la présence de quelques groupes chimiques. Ceci a été confirmé par une analyse quantitative
basée sur le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavonols et des tanins condensés. Nous
avons démontré que le méthanol aqueux est le meilleur extracteur des flavonoides, tandis que I'acétone
posséde la capacité d’extraire plus de tanins. Considérant les organes, les fleurs d’A. radiata accusent les
teneurs les plus élevées en ces composés. Ainsi, afin d’obtenir un extrait enrichi en métabolites d’intérét —
les flavonoides, nous avons opté pour une extraction liquide-liquide en utilisant différents solvants de polarité
croissante. La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode au trichlorure d’aluminium
révele que les fractions butanolique et acétate d’'éthyle sont les plus riches avec des teneurs respectives de
(55.910 + 1.022 mg EC/g MS) et (47.394 + 1.497 mg EC/g MS) pour les fleurs d’A. radiata et de (5.597 +
0.038 mg EC/g MS) et (4.648 + 0.068 mg EC/g MS) pour la partie aérienne de R. vesicarius. Par ailleurs, la
détermination de la teneur en pigments liposolubles révéle la richesse de Rumex vesicarius en B-caroténe
(116.893 + 1.602 pg/g MS), en lycopene (156.403 + 1.592 ug/g MS) et en chlorophylle a (271.447 + 3.457
pg/g MS). Par contre, en comparant les différents organes d’A. radiata, nous remarquons que les fleurs
contiennent une teneur élevée en B-carotene (38.831 + 0.927 ug/g MS) et en lycopéne (48.911 + 0.567 ug/g
MS), tandis que les feuilles sont riches en chlorophylle a (131.844 + 1.267 ug/g MS). Ces composés mineurs
conferent aux deux plantes des qualités nutritionnelles et thérapeutiques importantes.

L'évaluation, in vitro, de l'activité antioxydante des différents extraits et fractions a été réalisée par six
méthodes, a savoir : la réduction du phosphomolybdate (ou capacité antioxydante totale (CAT)), le pouvoir
réducteur de l'ion ferrique (FRAP), le piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHs), le piégeage
du radical-cation ABTS™ (acide 2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), le blanchiment du -
carotene et le pouvoir chélateur des ions ferreux. Ainsi, ils présentent des activités antiradicalaires et
antioxydantes intéressentes, dépendantes du contenu en polyphénols totaux et en flavonoides. La meilleure
activité, par rapport a l'antioxydant de synthése (a-tocophérol), est obtenue avec les fractions acétate
d’éthyle des deux espéces et cela en réduisant les ions du fer ferrique en fer ferreux avec des valeurs de
CEsq égales a 0.161 £+ 0.005 mg/ml pour les fleurs d’A. radiata et 0.233 + 0.001 mg/ml pour la partie
aérienne de R. vesicarius. Une relation linéaire a été établie ; les fractions les plus riches en flavonoides
étant les plus actives. Inversement, une trés forte inhibition de I'oxydation lipidique a été obtenue par la
fraction hexanique des fleurs d’A. radiata (Clsg < 0.094 mg/ml), pourtant trés peu concentrée en polyphénaols.
Ceci est du probablement a la présence d'autres substances qui peuvent agir indépendamment ou en
synergie.

Les différents extraits et fractions ont été également soumis a un criblage pour leur possible activité
antimicrobienne. Les fractions chloroformique, acétate d'éthyle et butanolique des feuilles d’A. radiata ont
révélé une forte activité antibactérienne vis-a-vis de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus, avec des
CMI situées entre 0.156 - 0.625 mg/ml. Par contre, les extraits obtenus a partir de la partie aérienne de
Rumex vesicarius se sont révélés inactifs vis-a-vis de toutes les souches microbiennes testées. De méme,
une tendence a été montrée indiquant que les extraits les plus riches en flavonoides présentent des activités
antibactériennes les plus élevées.

L'identification chromatographique menée sur les deux espéces a permis de caractériser les principaux
composés phénoliques. Quatre grandes familles de composés ont été mises en évidence : il s’agit de deux
acides phénols (I'acide procatéchique (3.21%) et l'acide caféique (3.83%)), deux flavonoides (la
naringénine-7-0O-glucoside (1.46%) et la morine (27.09%)) et une coumarine (1.64%) dans la FAE des fleurs
d’A. radiata et de I'acide tannique (0.65%), le résorcinol (2.93%), cing acides phénols (I'acide gentisique
(6.54%), I'acide vanillique (1.40%), I'acide chlorogénique (9.13%), I'acide syringique (2.02%) et I'acide 3-(4-
méthoxyphényl) propanoique (2.20%)), une coumarine (1.06%) et trois composés flavoniques (la
naringénine (1.05%), la naringénine-7-O-glucoside (2.91%) et la lutéoline (0.27%)) dans la FAE de la partie
aérienne de R. vesicarius. Ces principes actifs majeurs possédent diverses activités biologiques et jouent
un réle reconnu dans le maintien d’un bon état de santé.

Mots clés: Anvillea radiata, Rumex vesicarius, Composés phénoliques, Activité antioxydante, Pouvoir
antimicrobien, CCM, CLHP.




Abstract

The work presented in this thesis contributes in the valorization of both Saharan medicinal plants: Anvillea
radiata Coss. & Dur. (Asteraceae) and Rumex vesicarius L. (Polygonaceae)) by characterizing them with
phytochemical screening, evaluating their antimicrobial and antioxidant activities and identifying some of
their phenolic compounds by chromatography.

The preliminary evaluation of the phytochemical composition of the different treated parts highlighted the
presence of some chemical groups. This was confirmed by a quantitative analysis based on the
measurement of total phenolics, flavonoids, flavonols and condensed tannins content. We have shown that
aqueous methanol is the best extractor of flavonoids, while acetone has the ability to extract more of tannins.
Considering organs, flowers of A. radiata have the highest levels of these compounds. Thus, in order to
obtain an extract enriched with metabolites of interest - flavonoids, we opted for a liquid-liquid extraction
using different solvents with increasing polarity. The quantitative determination of total flavonoids by the
aluminum trichloride method revealed that butanol and ethyl acetate fractions were the richest with
respective holders of (55.910 + 1.022 mg CE/g DW) and (47.394 + 1.497 mg CE/g DW) for A. radiata flowers
and (5.597 + 0.038 mg CE/g DW) and (4.648 + 0.068 mg CE/g DW) for the aerial part of R. vesicarius.
Furthermore, the determination of the liposoluble pigments content revealed the richness of Rumex
vesicarius in B-carotene (116.893 + 1.602 ug/g DW), in lycopene (156.403 + 1.592 ug/g DW) and in
chlorophyll a (271.447 + 3.457 ug/g DW). However, by comparing the various organs of A. radiata, we
noticed that the flowers have a high content of B-carotene (38.831 + 0.927 ug/g DW) and lycopene (48.911 +
0.567 pg/g DW), while the leaves are rich on chlorophyll a (131.844 + 1.267 ug/g DW). These minor
compounds give to these plants important nutritional and therapeutic qualities.

The in vitro evaluation of the different extracts and fractions antioxidant activity was performed by six
methods, namely: total antioxidant capacity by phosphomolybdenum assay, iron reducing power, DPPH
radical-scavenging activity, ABTS radical-scavenging activity, B-carotene bleaching test and chelating effect
on ferrous ions. Thus, they have interesting radical scavenging and antioxidant activities, dependent on the
content of total phenolics and flavonoids. The greatest activity relative to the synthetic antioxidant (a-
tocopherol) is obtained with ethyl acetate fractions by reducing power through the transformation of ferrous
to ferric ions with ECsy values of 0.161 + 0.005 mg/ml for A. radiata flowers and 0.233 + 0.001 mg/ml for the
aerial part of R. vesicarius. A linear relationship has been established; the richest fractions in flavonoids
being the most active. Conversely, a very high inhibition of lipid oxidation was obtained in the hexane fraction
of A. radiata flowers (ICsq < 0.094 mg/ml), yet very low concentrated on polyphenols. This is probably due to
the presence of other substances which may act independently or synergistically.

The various extracts and fractions were also subjected to a screening for their potential antimicrobial activity.
The chloroform, the ethyl acetate and the butanol fractions of A. radiata sheets showed a high antibacterial
activity towards Bacillus cereus and Staphylococcus aureus, with a MIC between 0.156 and 0.625 mg/ml.
However, the extracts obtained from the aerial part of Rumex vesicarius were inactive towards all tested
microbial strains. Similarly, a tendency was shown indicating that the richest extracts on flavonoids exhibit
the higher antibacterial activities.

The chromatographic identification conducted on the two species allowed us to characterize the main
phenolic compounds. Four major families of compounds have been identified: two phenolic acids
(procatechique acid (3.21%) and caffeic acid (3.83%)), two flavonoids (naringenin-7-O-glucoside (1.46%)
and morin (27.09%)) and coumarin (1.64%) in the EAF of A. radiata flowers and tannic acid (0.65%),
resorcinol (2.93%), five phenolic acids (gentisic acid (6.54%), vanillic acid (1.40%), chlorogenic acid (9.13%),
syringic acid (2.02%) and 3- (4-methoxyphenyl) propanoic acid (2.20%)), coumarin (1.06%) and three
flavonoid compounds (naringenin (1.05%), naringenin-7-O-glucoside (2.91%) and luteolin (0.27%)) in the
EAF of the aerial part of R. vesicarius. These major active ingredients possess various biological activities
and play an important and acknowledged role in maintaining good health.

Keywords: Anvillea radiata, Rumex vesicarius, phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial
power, TLC, HPLC.
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Introduction générale

ujourd’hui comme jadis, la médecine moderne dépend beaucoup des plantes. Les
laboratoires de chimie et de biologie a travers le monde ont emboité le pas a la
médecine traditionnelle pour la recherche des voies et moyens de venir a bout des
pathologies diverses, ceci par la recherche de nouveaux principes actifs et la compréhension

de leurs modes d’action.

Est-il nécessaire de rappeler que des « remedes » aussi efficaces que la quinine, chef de file
des antimalariques, la morphine, analgésique majeur, l'ergot de seigle aux vertus
antimigraineuses ou le curare aux propriétés myorelaxantes sont d’origine végétale!
(Clément, 2005) Trouver un traitement pour certaines maladies telle que les cancers, les
maladies neurodégénératives, les maladies cardiovasculaires ou le VIH/SIDA constituent un

challenge important pour les scientifiques.

Dans un pays regorgeant d'une richesse tres importante en flore comme ['Algérie, la
valorisation de la filiere des plantes aromatiques et médicinales est devenue indispensable.
Le Sahara, le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde, posséde dans sa partie
Nord, le Sahara septentrional, une végétation diffuse et clairsemée (UNESCO, 1960 ;
Ozenda, 1991). L'état de la flore spontanée dans cette zone ainsi que les relations entre

’homme et les espéces végétales, méritent une attention particuliere.

Plusieurs plantes sahariennes, fréquemment utilisées dans la pharmacopée traditionnelle, se
sont vues reconnaitre un effet thérapeutique au cours des siecles. Certaines d’entre elles ont
fait I'objet d’études phytochimiques et ont abouti a I'isolement et a 'identification de principes
actifs (Moussaoui et al., 2010 ; Babaamer et al., 2012 ; Sekkoum et al., 2014). C’est dans
le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel que s'inscrit notre étude. La démarche
poursuivie dans la réalisation de cette thése consiste a faire une étude ethnobotanique,
suivie par une extraction et une analyse qualitative et quantitative de différents composés
chimiques susceptibles d’avoir une activité pharmacologique. Parmi ces composés, nous
nous sommes plus particulierement intéressés a ceux doués d’une activité antioxydante

et/ou antimicrobienne.

Les especes que nous avons étudiées sont : Anvillea radiata Coss. & Dur. de la famille des
Asteraceae et Rumex vesicarius L. de la famille des Polygonaceae. Ces deux plantes sont
surtout reconnues en thérapeutique traditionnelle pour leurs propriétés remarquables (la
pathologie digestive « indigestion, constipation et maux d'estomac » est lindication

thérapeutique majeure). Cette information a été obtenue a travers des entrevues
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ethnobotaniques avec des personnes nées et/ou ayant vécu longtemps dans les régions de
Ghardaia et d’Ain Sefra.

Ce travail de recherche, réalisé au sein du Laboratoire de Produits Naturels (LAPRONA), est
centré sur les composés phénoliques, source importante de molécules utilisables par
’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire. Le
but est d'apporter des éléments pour la validation de certaines propriétés des plantes
étudiées, l'identification de leurs principes actifs et la mise au point des méthodes de dosage
et d’évaluation des activités biologiques. En particulier, notre équipe conduit des études
portant sur les composés volatils (huiles essentielles) et les composés phénoliques
(flavonoides) (Bekkara et al., 1998 ; Bendimerad et al., 2005 ; Benhammou et al., 2009 ;
Bekhechi et al., 2012 ; Haddouchi etal., 2013 ; El-Haci et al., 2014 ; Gherib et al., 2014).

Dans une premiére partie, nous présentons une mise au point bibliographique décrivant les
notions essentielles a la compréhension de notre travail (classification et intérét des
composeés phénoliques, description et travaux antérieurs des espéces étudiées, les oxydants
et les antioxydants, la résistance bactérienne et les phytomolécules antimicrobiennes). La
seconde décrit la partie expérimentale, avec une présentation des techniques d’extraction,
des dosages spectrophotométriques, des tests d’activités antioxydante et antimicrobienne et
des techniques d’analyse chromatographique, a savoir la chromatographie sur couche mince
et la chromatographie en phase liquide a haute performance. La troisieme partie consiste en
une analyse des résultats obtenus et une discussion qui mettra I'emphase sur leur
signification par rapport aux données de la littérature. Enfin, le manuscrit se terminera par
une conclusion générale qui permettra de tirer quelques perspectives de prolongement a ce

travail.
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1.1. Les plantes médicinales

Pourquoi se soigner par les plantes ? Intuitivement nous sommes tous capables de répondre
a cette question. Parce que se soigner par les plantes, c'est se soigner de maniere naturelle,
en respectant son corps et surtout son cerveau; parce que cela est plus doux et plus
profond a la fois.

La phytothérapie, du grec Phyto et Therapeia, est I'art de se soigner par les plantes ; mais
pas n'importe quelles plantes, les plantes médicinales. Ce sont toutes les plantes qui
contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui
sont des précurseurs dans la synthese de drogues utiles. Une telle définition devrait inclure,

d’apres Sofowora (2010) , les cas suivants :

» Plantes ou parties de plantes a usage meédicinal dans des préparations galéniques
(décoctions, infusions, etc.), comme I'écorce de bourdaine ;

* Plantes utilisées pour I'extraction des substances pures soit pour usage médicinal
direct ou pour 'hémi-synthese de composés médicinaux (par exemple hémi-synthese
d’hormones sexuelles a partir de la diosgénine obtenue de tubercules de Dioscorea) ;

» Aliments, épices et plantes de parfumerie a usage médicinal, comme le gingembre ;

» Plantes microscopiques (champignons, actinomycetes) employées pour l'isolement
de produits pharmaceutiques, en particulier d’antibiotiques. On peut citer I'ergot du
seigle (Claviceps purpurea) ou Streptomyces griseus ;

e Plantes a fibres (comme le coton, le lin, le jute) utilisées pour la préparation de

pansements chirurgicaux.

La phytothérapie est profonde, douce et respectueuse du corps ; tout cela est vrai, mais

pourquoi ?
L'action de la plante selon Scimeca en 2006, est :

* Pharmacologique et rationnelle, car c'est par la présence de molécules trés
complexes (les principes actifs) que la plante agit ;

» Systémique et holistique, car une plante n’agit pas sur un seul organe ou une seule
cellule mais sur un organisme entier ;

e Globale par cette notion de totum qui est le terme propre a la phytothérapie pour
indiquer que dans une plante, tout agit. La plante entiere a toujours une action plus

douce, plus large et plus profonde que la substance dite active isolée (Tétau, 2005).
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1.1.1. Apercu historique sur l'utilisation des plan tes médicinales

Les propriétés des plantes médicinales figurent dans de nombreux livres et permettent a tout
un chacun de choisir en connaissance de cause la plante dont il a besoin. Le plus souvent,
ces propriétés n'ont pas été découvertes par les recherches modernes, mais font partie d’'un
savoir ancien, accumulé pendant plusieurs millénaires.

Dés son apparition, il y a 3 millions d’années seulement, ’homme a utilisé les plantes a
d’autres fins que de la nourriture. Que la plante soit comestible ou toxique, qu’elle serve a
tuer le gibier et 'ennemi ou a soigner, I’'hnomme a découvert par une suite d’échecs et de

réussites, I'utilisation des plantes pour son mieux-étre.

Le tout premier témoignage de I'utilisation des plantes médicinales figure sur un papyrus
égyptien, daté d’environ 2 000 ans avant J.-C. Ainsi, en Inde et en Chine, la médecine faisait
amplement appel aux herbes. Plus tard, la Gréce antique se distingue avec les 1°°
thérapeutes, comme HIPPOCRATE. Ce médecin dispensa son enseignement sur I'lle de
Cos, il fut le 1* a mentionner des observations cliniques avec plus de 230 plantes. Puis les
plantes furent classées par degré de toxicité, et THEOPHRASTE devint le botaniste le plus
marquant de I'antiquité. Il nomma plus de 500 plantes et se livra a des expérimentations...
Par la suite, DIOSCORIDE (herboriste grec) écrivit un recueil de plus de 500 plantes en 5
volumes. Cet ouvrage connu sous le nom de « Materia Medica », fut publié pour la premiéere
fois en 1478 par I'imprimeur de Venise Ald6 Manuce. Il constitua la référence principale en
Europe jusqu’au XVIII® siécle, en rassemblant environ 600 plantes (genévrier, orme, pivoine,
bardane, etc.). Une illustration est fournie avec le « Juliania Anicia Codex », qui présente des
descriptions bréves de plantes, mais surtout des données concernant l'utilisation pratique de
végétaux, le type d’indications et les médications. Au moyen age, les écrits de GALIEN
devinrent populaires. Beaucoup de ses 500 livres et manuscrits furent détruits par un
incendie, mais quelque 80 ceuvres furent sauvées des flammes. Aujourd’hui, GALIEN est
considéré comme I'un des médecins les plus renommés de I'Antiquité aprées HIPPOCRATE.
Il traitait les maladies essentiellement par les plantes médicinales, et ceux qui suivaient ses
méthodes constituérent une secte appelée les « Eclectiques » (Callery, 1998 ; Wichtl et
Anton, 1999 ; Sofowora, 2010) .

Partout dans le monde, les plantes médicinales furent utilisées : les MAYAS, AZTEQUES et
INCAS utilisaient la salsepareille, le tabac et le poivre. Puis vint la période du commerce
entre 'Europe, le Moyen-Orient, I'Inde et I'Asie... Le développement des explorations furent a

l'origine de découvertes importantes.
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En 1692, paraissait la premiére « Pharmacopée Royale Galénique et Chimique » rédigée par
M. CHARAS, véritable recueil de préparations médicamenteuses. En 1778, le premier
dipldme d’herboriste était décerné par la Faculté de Médecine de Paris. Le premier codex
francais parut en 1818 et les éditions se sont succédées jusqu’a la parution de la derniere

édition de la pharmacopée européenne par Wichtl et Anton en 1999.

Aujourd’hui, des progrés immenses ont été réalisés par des pharmaciens et des chimistes
qui ont étudié des plantes de notre environnement et d’autres plantes exotiques. Les secrets
des remédes d’autrefois commencent a étre découverts. Prenons I'exemple du pavot, la
morphine fut isolée par SERTURNER en 1817, la codéine par ROBIQUET en 1832 (il isola
aussi l'asparagine de l'asperge), et la papavérine par MERCK en 1848. Bien entendu, les

structures chimiques complétes de ces composés furent élucidées bien plus tard.

L’'usage des plantes médicinales totales tombe peu a peu en désuétude au profit du principe
actif isolé. On pense ainsi obtenir une action plus nette, plus rapide, mieux ciblée. L'industrie
chimique intervient en inventant par synthése des dérivés toujours plus actifs mais aussi plus
toxiques. Il faut attendre le XX*™ siécle pour que des médecins, désabusés par la toxicité de
ces nouveaux remedes, reviennent a l'usage des plantes entiéres, bien connues de la
médecine populaire. Les travaux de I'école francaise de phytothérapie, avec, en téte le
merveilleux Dr. Henri LECLERC, ont réactualisé I'emploi des plantes « naturelles » en
médecine (Scimeca et Tétau, 2005) . Cela exprime bien le désir des patients qui veulent étre
soignés efficacement par des méthodes non agressives, naturelles, épaulant les forces de la
nature. La médecine par les pantes a un avenir admirable et de haut rang. Si elle ne peut

tout soigner, elle peut soigner beaucoup (Tétau, 2005).
1.1.2. De la plante au médicament
Comment extraire ce que la plante peut nous apporter afin d’en faire un médicament ?

Les connaissances empiriques accumulées depuis des milliers d'années ont permis la
sélection de plantes pour soigner diverses maladies. Certains de ces usages anciens sont
aujourd'hui vérifiés par des études scientifiques et ont conduit a l'isolement de nouveaux
principes actifs et/ou a la mise sur le marché de médicaments a base de plantes ou d'extraits
standardisés. De la plante entiére ou partie de plante utilisée au départ, on a ensuite utilisé
des extraits totaux (obtenus par décoction, macération, infusion ou percolation avec
différents solvants) liquides ou secs pour faciliter la prise et standardiser les traitements. Les
recherches pharmacologiques et chimiques menées pour identifier les effets de ces extraits

et en isoler les molécules actives ont mené a la préparation, souvent par les apothicaires de
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I'époque, de mélanges de constituants actifs, puis a la purification et a la détermination de
structure des composeés les plus actifs qui ont alors été commercialisés sous forme purifiée
(Figure 1) (Quetin-Leclercq, 2002) . Ces molécules naturelles ont ensuite servi de modéles
pour la synthése ou I'hémi-synthese de nouveaux médicaments plus spécifiques, plus actifs,

présentant moins d’effets secondaires ou plus facilement brevetables.

Parmi les médicaments les plus utiles en médecine et qui ont été isolés récemment de
plantes, on se doit de citer le paclitaxel (taxol), un antitumoral isolé de I'’écorce de l'if du
pacifique (Taxus brevifolia), ainsi que l'artémisinine, un antipaludique isolé d’'une plante

chinoise (Artemisia annua) (Graham et Depovere, 2002) .

Plante entiere ou partie de la
plante

—‘ Extraction |

Extrait

Essais bioloagiques }——‘ Purifications |

Mélange de constituants actifs

Purifications
Détermination de structures
Essais pharmacologiques

Principes actifs Extraits standardisés
Essais cliniques, toxicologiques, Biotechnologie
pharmacocinétiques Synthése Médicaments
Relations structure-activité Extractions
[ 1
Dérivés synthétiques ou hémi- Médicaments

synthétiques

Médicaments

Figure 1. De la plante au médicament (Quetin-Leclercq, 2002)

De la molécule au médicament, les étapes sont nombreuses, les risques d'échec
augmentent au fur et a mesure que I'on approche des derniers tests cliniques : a partir du
principe actif qui constitue la découverte et qui pourra étre breveté (durée de validité du

brevet : 20 ans), des premiers tests d'affinité, de sélectivité et de toxicité, de la mise au point
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d’'une synthese industrielle efficace et reproductible aux tests précliniques puis cliniques, il se
passera 10 a 15 ans. L’investissement nécessaire varie de 500 millions a 1 milliard d’euros,
avec une probabilité d’échec proche de 95 a 99% (Albericio, 2010) . Ces difficultés
techniques peuvent étre surmontées par la mise en place de méthodes adaptées et de
nouvelles stratégies de recherche (Koehn et Carter, 2005) . Parmi ces stratégies, se
trouvent en particulier les « criblages intelligents », par exemple en utilisant des cibles
résistantes aux antibiotiques connus pour éviter un « bruit de fond » (Baltz, 2008),
lintervention de la robotique par couplage des techniques de séparation par CLHP,
d'analyse par spectrométrie de masse ou RMN et de criblage haut-débit (Shapiro et
Gounarides, 1999 ; Isbell et al., 2002 ; Corcoran et Spraul, 2003; Kingston, 2011) , la
métabolomique (Verpoorte et al., 2007) ou le développement d’outils biologiques comme la
métagénomique, qui étudie les génes et leur fonction dans des échantillons provenant
directement de I'environnement, en particulier dans le cas de I'étude des micro-organismes
du sol. Cette approche couplée a des techniques de criblage automatisé, permettrait de
tester pour une activité biologique de nombreux micro-organismes non encore étudiés
(Handelsman et al., 1998; Mocali et Benedetti, 2010) . Ce type d'outils et de stratégies
permettent ainsi a la chimie des substances naturelles de s’inscrire clairement dans le cadre

des sciences de pointe, ouvertes vers l'avenir.

1.2. Les substances naturelles viennent du métaboli sme secondaire

Les produits naturels constituent une banque de molécules caractérisées par des structures
riches, complexes et fort variées que les chimistes auraient bien du mal a synthétiser dans
leurs laboratoires (Graham et Depovere, 2002) . Les plantes synthétisent de nombreux
composés appelés métabolites primaires qui sont indispensables a leur existence. Ceux-ci
englobent des protéines, des lipides, des acides nucléiques et des hydrates de carbone qui
sont généralement inoffensifs, sauf quelques rares protéines toxiques ou des hydrates de
carbone immunomodulateurs, et gu’ils sont par conséquent peu intéressants pour ceux qui
étudient 'activité médicinale des plantes. De plus, les plantes contiennent une grande variété
de composés secondaires dont la fonction est loin de faire 'unanimité (Small et Catling,

2000). Leurs roles sont encore mal connus, mais il est clair qu’ils interviennent de maniére
interactive dans les relations entre la plante et son environnement : molécules servant a la
défense contre des prédateurs ou des agents pathogénes, a la prédation, a I'adaptation de la
plante & son environnement (ex : les molécules piégeant les métaux lourds pour que la
plante puisse pousser sur un terrain minier), a la communication, etc. lls sont les éléments
essentiels de la coévolution des étres vivants ce qui explique leur trés grande diversité et

leur intérét particulier pour la recherche de nouveaux médicaments. lls peuvent étre classés
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en plusieurs grandes familles (Figure 2) , dont les plus importantes en termes de nombre de
structures connues sont les composés phénoliques (tanins, flavonoides, ...), les composés

azotés, avec en particulier les alcaloides, et les composés terpéniques.
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Figure 2. Relations biogénétiques entre les principales classes de métabolites secondaires,
sources de principes actifs (Vercauteren, 2011)
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1.2.1. Les métabolites secondaires : Une immense di  versité de structures chimiques
1.2.1.1. Les composés phénoliques

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés jusqu’a aujourd’hui chez les
végétaux. Bien gqu’étant trés diversifiés, ils ont tous en commun la présence d'un ou de
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Macheix et al.,
2005). Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies

d’aromagénese (Bruneton, 2009) :

* La voie la plus courante est celle qui, via le shikimate (I'acide shikimique), conduit
des oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par
désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux
dérivés : acides benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines, etc. ;

» L’autre voie, par de I'acétate et conduit & des poly-B-cétoesters de longueur variable
« les polyacétates » qui engendrent, par cyclisation (réaction de Claisen ou
condensation aldolique), des composés souvent polycycliques : chromones,

isocoumarines, orcinols, depsides, depsidones, xanthones, quinones, etc.

La pluralité structurale des composés phénoliques due a cette double origine biosynthétique
est encore accrue par la possibilité, trées fréquente, d’'une participation simultanée du
shikimate et de I'acétate a I'élaboration de composés d’origine mixte (flavonoides lato sensu,
stilbénes, pyrones, xanthones, etc.). La participation d’un troisieme synthon élémentaire « le
mévalonate » est également possible bien que moins fréquente : dérivés mixtes du shikimate
et du mévalonate comme certaines quinones ou comme les furano- et pyranocoumarines,
composés mixtes acétate mévalonate comme les cannabinoides. Dans quelques cas, les
trois précurseurs concourent a I'élaboration de la méme structure : c’est, entre autres, celui

des roténoides (Bruneton, 2009) .

Il est classiquement admis que les dérivés des aminoacides qui conservent I'atome d'azote
sont des alcaloides ou des substances apparentées (amines aromatiques, bétalaines). De la
méme fagon, certains mono-, sesqui- et diterpénes peuvent étre partiellement désaturés et
posséder un hydroxyle phénolique : ils sont considérés comme des terpénes, I'aromatisation

n’étant qu’un phénomeéne secondaire (Bruneton, 2009) .
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a. Flavonoides

by

Les flavonoides sont formés d'un squelette a 15 atomes de carbone (Cg-Cs-Co),
correspondant a la structure du diphénylpropane (Santos- Buelga et Scalbert , 2000). Deux
cycles aromatiques (A et B) sont liés par une chaine de 3 carbones formant un hétérocycle
oxygéné (C) (Figure 3) .

1
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Figure 3. Squelette moléculaire de base des flavonoides avec la numération classique

L'ensemble des flavonoides comprend a lui seul plusieurs milliers de molécules regroupées
en plus de dix classes dont certaines ont une trés grande importance biologique et
technologique. C’est d’abord la structure de I'hétérocycle central et son degré d’oxydation qui
permettent de distinguer les différentes classes de flavonoides. On distingue alors les 4-
oxoflavonoides (flavones, isoflavones, flavonols et flavanones), les flavanols et les
proanthocyanidines, les anthocyanes ainsi que des composés plus minoritaires, les

chalcones et dihydrochalcones (Crozier et al., 2009).

Tous les flavonoides sont formés via un intermédiaire commun: la 24,46
tétrahydroxychalcone (Figure 4). Ce précurseur dérive de la condensation de trois
molécules d’acétylcoenzyme A, qui correspondront au cycle A, et d’'une molécule de 4-
hydroxycinnamatecoenzyme A, permettant la formation des cycles B et C. Ce mécanisme
est catalysé par la chalcone synthase. La cyclisation de cette chalcone stéréospécifique par
la chalcone isomérase forme la (S)-4',5,7-trihydroxyflavanone conduisant au squelette de
base des flavonoides. Plusieurs enzymes (synthase, réductase, hydroxylase) contribuent a
'apparition des différentes classes de flavonoides. Dans chaque classe de flavonoide, les
molécules sont ensuite diversifiées par hydroxylation (flavonoide 3’-hydrolase, flavonoide
3',5’-hydroxylase), méthylation (O-méthyltransférase), glycosylation (rhamnosyl transférase,
flavonoide glycosyl transférase), acylation (acyl-CoA transférase) ou polymérisation (Chebil,
2006).
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AS : aurone synthase, CHI : chalcone isomerase, CHS : chalcone synthase, DFR : dihydroflavonol 4-
reductase, FHT : flavanone 3-hydrolase, FLS : flavonol synthase, FNSI/FNSII : flavone synthase, IFS :
isoflavone synthase, LDOX : leucoanthocyanidin dioxygenase, LCR : leucoanthocyanidin reductase

Figure 4. Voies de biosynthese des flavonoides (adaptées de Forkmann et Martens, 2001 ;

Winkel-Shirley, 2002 )
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b. Phénols, Acides phénoliques

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en
phytochimie conduit & réserver I'emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des acides
benzoiques et cinnamiques. Certains auteurs sont cependant plus restrictifs : ils n'utilisent le
terme d’acide-phénol que pour les dérivés en Cq-C; et incluent les dérivés cinnamiques dans

le groupe, plus large, des phénylpropanoides (Bruneton, 2009) .

Phénols simples. Les phénols simples (catéchol, guaiacol, phloroglucinol) sont plutét rares
dans la nature a I'exception de I'hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae,
Rosaceae), le plus souvent a l'état de glucoside du diphénol (arbutoside) ou de son
monomeéthyléther (Figure 5) . Les alkylphénols et leurs depsides, issus du métabolisme d’'un
poly-B-cétoester, sont caractéristiques des lichens. On connait également des

alcénylphénols (urushiol) et des monoterpenes phénoliques (thymol).

OH @ Ll"” - :‘:‘:J
' ” H()
HO™ N ou S L

OH

gaiacol phloroglucinol g urushiol
; hydroquinone
{Zygophyllaceae) (Dryopteridaceae) ke [Anarcadiaceae)

Figure 5. Structures chimiques de quelques phénols simples

Acides- phénols dérivés de I'acide benzoique. Les acides-phénols en C4-Cy, dérivés
hydroxylés de l'acide benzoique, sont trées communs aussi bien sous forme libre que

combinés a I'état d’ester ou d’hétéroside (Figure 6) .

R,=R,=R,=R,=H acide benroigue (non phénalique

& R R,=R,=R, =H R, =0H ;n'.'%t:lc ln-hj..'-:.lrln}-‘]‘1»'::nv.ni:.|m:
R,=R,=H.R,=K,=0H actde protocatéchique

. R,=R,=H,R.=0CH,, R, =0H acide vanillique
3 O0OH ! + - A : i
. ¢ R,=H R,=R,=R,=0H acide gallique

" R, =ILR,=R,=0CIH,, R, =0H acide svringique

o R,=01LR.=R,=R,=1H acide salicyligue
R =R;,=0H.R,=R,;=H acide gentisigue

Figure 6. Structures chimiques de quelques acides hydroxybenzoique (Macheix et al .,
2005)
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Acides-phénols dérivés de I'acide cinnamique. La figure 7 illustre la structure des
principaux acides hydroxycinnamiques (Cg-Cs) présents dans les plantes. Alors que les
acides hydroxybenzoiques se présentent majoritairement sous forme libre, les acides
hydroxycinnamiques peuvent exister sous une forme estérifiée par I'acide quinique (Jalal et
Collin, 1977; Borchers et al., 2000). lls peuvent également étre amidifiés (dérivés de la
spermidine, de la tyramine ou de la putrescine), ou combinés avec des sucres : esters de
glucose (c'est le cas le plus fréquent) ou éthers du glucose (en particulier chez les Apiaceae

et les Brassicaceae) (Bruneton, 2009) .

e CO0OH R, =R,=R,=H acide cinnamigue {non phénolique)
R, R,=R;=H.R,=0H acide p-coumarigue
R,=R,=OH.R,=H acide caféique
R; R,=0CH, R, =0H.R,=H acide férulique
R; R,=R,=0CH, R,=0H acide sinapique

Figure 7. Structures chimigues de quelques acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2005)
c. Coumarines

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones
gue I'on peut considérer, en premiére approximation, comme étant les lactones des acides
2-hydroxy-Z-cinnamiques (Bruneton, 2009) . Elles sont produites en grande quantité en
réponse a une attaque biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen de défense de
type phytoalexine (Vivas de Gaulejac, 2001) . La figure 8 présente la structure de quelques
coumarines (ex. : Aesculétine, Scopolétine, Umbelliférone, ...) et glycosides de coumarines
(ex. : Aesculine, Scopoline, ...). Ces composés sont connus pour leurs propriétés anti-

coagulantes (Vivas de Gaulejac, 2001) .

R, R, =R, = H : umbelliférone (hydroxy-T-coumarinc)

= R, =0H, R, = H: aesculétine (dihydroxy-6,7-coumarine)
R, = OCH,, R, = H : scopalétine
ihym'ar.y-f-m thox y-G-coumarine)

R, = OH, R, = OCH, : méthyl-4-umbelliférone
(hydroxy-7-méthox y-d-coumarine)

Ry R, =R,=H: skimmine
(hydroxy-7-coumarine-§- D-monoglucoside)

| R, =0H, R, = H : aesculine
l:dll hydmxy-%.?-i;uumari ne-B-D-monoglucoside)

P o 0 R, = OCH,, R, = H : scopoline
glucose thydmxy-?-’-m thox y-B-coumarine-B-D-monoglucoside)

R, =0H, R, =0CH

f; i hjlrdm:-.yﬁ'~ri1é|l‘my-'f11~'cwmarine-ﬂ-n-n:umghmside
o psoraléne

Figure 8. Structures chimigues de quelques coumarines (Vivas de Gaulejac, 2002)
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d. Lignanes, néolighanes et composés apparentés

Les lignanes résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques (Figure 9). Quatre
groupes peuvent étre considérés : les lignanes (liaison entre deux carbones 3 des chaines
latérales de deux unités dérivées du phénylpropane), les néolignanes (un seul carbone 3 est
en jeu), les "oligomeres", (condensation de 2 a 5 unités phénylpropaniques) et enfin les
norlignanes avec un squelette en C;;. Les néolignanes sont surtout présents chez les
espéces primitives (Magnoliales, Pipérales) alors que les lignanes se trouvent souvent dans
le bois des gymnospermes et dans les tissus soumis a lignification chez les angiospermes
(Krief, 2003) .

(2)

Figure 9. Structure et numération des atomes de carbone du phénylpropane (1) et des
lignanes (2) (liaison B-B’ ou 8,8’) (Moss, 2000)

e. Anthocyanosides

Les anthocyanes ou pigments anthocyaniques sont des composeés hydrosolubles, de teinte
rouge, violette ou bleue, qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Les
anthocyanes sont présents dans la nature uniquement sous forme d’hétérosides appelés
anthocyanosides. Ces pigments sont trés répandus dans le regne végétal et proche des
flavonoides sur le plan de l'origine, de la structure et des propriétés pharmacologiques
(Catier et Roux, 2007) . Leur structure de base (Figure 10) est caractérisée par un noyau

« flavon » généralement glucosylé en position C; (Ribéreau-Gayon, 1968) .

Les anthocyanosides, dont les couleurs vives attirent insectes et oiseaux, jouent un rble
majeur dans la pollinisation et la dispersion des graines. Un fort pouvoir colorant et 'absence
de toxicité font de ces hétérosides des colorants naturels susceptibles de remplacer, dans
l'industrie alimentaire, les colorants synthétiques : leur innocuité et leur acceptabilité par le
consommateur compensent leur instabilité (pH, température, lumiére) et leur colt de

production parfois élevé (Bruneton, 2009) .
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A1 R=H
¥ _OH R: = R, = H: Pélargonidine

R1 = OH, R, = H: Cyanidine
+ X R; = OCHg, Rz = H, Péonidine
HO . O = “R2 R; = R, = OH: Delphinidine

= =
A R; = OCHj, R, = OH: Pétunidine
=~ 0R R: = R, = OCHs : Malvidine
R = Glucose : Si la forme est monoglucoside
OH

Figure 10. Structures chimiques de quelgues anthocyanidines (Collin et Crouzet, 2011)

f. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en
effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.

Tres répandus dans le regne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note
une accumulation plus particulierement dans les tissus agés ou d'origine pathologique. lls
sont localisés dans les vacuoles, quelquefois combinés aux protéines et aux alcaloides
(Catier et Roux, 2007) .

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins

différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénique :

Tanins hydrolysables: Ce sont des oligo- ou des polyesters d'un sucre (ou d'un polyol
apparenté) et d'un nombre variable de molécules d’acide-phénol (Figure 11). Le sucre est
trés généralement le glucose. L’acide phénol est soit I'acide gallique dans le cas des tanins
galliques, soit l'acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation
(déhydrohexahydroxydiphénique = DHHDP ; acide chébulique) dans le cas des tanins

classiguement (mais improprement) dénommés tanins ellagiques (Bruneton, 2009) .

COsH HO HO OH OH COzH COsH
HO ¢ L oH HO4C OH
HO OH — HO
oH HO.C CO;H —0 OH
o
acide gallique acide (R )-hexahydroxydiphénigua acide chébuligue

Figure 11. Structures chimiques de quelques acides phénols (Bruneton, 2009)
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Tanins condensés (Proanthocyanidols) : Ce sont des polyméres flavaniques. Ils sont
constitués d'unités de flavan-3-ols (Figure 12) liées entre elles par des liaisons carbone-
carbone le plus souvent 4—8 ou 4—6, résultante du couplage entre le C-4 électrophile d’'un
flavanyle issu d’'un flavan-4-ol ou d'un flavan-3,4-diol et une position nucléophile (C-8, plus
rarement C-6) d’'une autre unité, généralement un flavan-3-ol (Bruneton, 2009) .

(1]
£

Figure 12. Squelette moléculaire d’un flavan-3-ol (Bruneton, 2009)

g. Quinones

Les quinones sont des composés oxygénés qui résultent de l'oxydation de dérivés
aromatiques caractérisés par un motif 1,4-dicétocyclohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou
par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3,5-diénique (ortho-quinones) (Figure 13). La dione peut
étre conjuguée aux doubles liaisons d'un noyau benzénique (benzoquinones) ou a celles
d'un systeme aromatique polycyclique condensé : naphtalene (naphtoquinones), anthracene
(anthraquinones), naphtodianthrene (naphtodianthrone)... (Krief, 2003 ; Bruneton, 2009) .

o
.._..____- o o H':\-':."'\-
o . . ]
o o
P I 2 L PN 0]
E“ ”2 [r g 7 |»f-«’ I ~|~2 7 “m|-’ ]]: T 2 e e
§ ., 3 e R [':--\,_ o o .-'.::'J - .-.| |
1 =y i ey u 3 g T " T 3 "-QH A . u, -'_L-'-""
I I s o |
0 0 o
p-quinone o-quinone naphloguinone anthragquinone naphtodianthrone

Figure 13. Quelques motifs quinoniques (Bruneton, 2009)

1.2.1.2. Les terpénoides et les stéroides

Elaborés a partir des mémes précurseurs, les terpénoides et les stéroides constituent sans
doute le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux (Bruneton,

2009). Les terpénoides sont des substances généralement lipophiles, formés par la réunion
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BN

d’'unités pyrophosphate isopenténoides a cing carbones provenant de la voie de I'acide
mévalonique (Judd et al., 2002 ; Hopkins, 2003) . Leur grande diversité trouve son origine
dans le nombre d'unités de base qui composent la chaine ainsi que dans les divers modes
d’assemblage (Figure 14). La formation de structures cycliques, I'addition de fonctions
comprenant de I'oxygene et la conjugaison avec des sucres ou d’autres molécules peuvent
rendre leurs structures complexes. La famille des terpenes comprend des hormones
(gibbérellines et acide abscissique), des pigments caroténoides (carotene et xanthophylle),
des stérols (ex. ergostérol, sitostérol, cholestérol), des dérives de stérols (ex. des
hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la base du caoutchouc naturel) ainsi qu’'une
grande partie des huiles essentielles qui conferent aux plantes leur parfum ou leur goQt
(Hopkins, 2003) .

1scpantanyl Dinéthylallyl  — Cytokinings
“‘“‘;W diphosphale diphesphate {chaine latérale)
HO ! £H I
/{:' ! |—F'F\
Hydraymatty-
”e"*l" CH, lutany-CoA
|

CH
HOOC CO-CoA e :
Garanyl pyrophosphate ——  Monolerpénes
2 MADFH @ iC 4p)

2 NADP+ CoA

A . .
Hi‘c CH; Acide rmgvaloniquea

2 ATP
i —_—
2 ADP \‘T CH, Famésyl diphosphate  — Sasquilepénes
Hﬂ,}_{ fDH] HC (C,y) :2\ |@x., Boide abscissigue)
A Asstde Mivalemiaue | Triterpénes (Co)
Hztlz CH, S-diphosphate CH, (Sebroides)
I
HOOG  CH, OPP \ -
- HC L MO
" Y CH,OPP
ADP4CO, i [
c C 3
I 1 k\rw Géranyigliany| diphosphate  — Dierpénes
c CHOPP &= C CHOPP H Gy ) (ex, glibdnellngs;
Gé‘ e ) I £ GE“FP - phytol, etz )
e o Dimétnyiab Tetraterpanes
diphosphate diphosphate A
(4MPP) [AMAP, e¢ AZiPP) fox,, carotinoides)

A gauche : Synthése de l'isopentényldiphosphate a partir de I'acétyl-CoA. A droite : Addition séquentielle d'unités
d’isopentényldiphosphate produisant des terpénes dont le nombre d’atomes de carbone va en augmentant. Tous
les terpénes sont des multiples d’'unités a 5 atomes de carbone.

Figure 14. Voie de I'acide mévalonique et synthése des terpénoides (Hopkins, 2003)

Les monoterpénoides (Figure 15) et les sesquiterpénoides volatils (Figure 16),

substances a 10 et 15 carbones, sont les principaux composants des huiles essentielles
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caractéristiques des Magnoliales, des Laurales, des llliciales et des Pipérales, ainsi que de
clades sans relations directes avec ces ordres, comme les Myrtaceae, les Lamiaceae, les
Verbenaceae et les Asteraceae. Ces composés ne se trouvent pas seulement dans les
tissus végétatifs (dans les cellules sphériques ou dans différents canaux ou lacunes situés
dans les tissus parenchymateux), mais aussi dans les glandes florales odoriférantes (ou ils

sont libérés et fonctionnent souvent comme attractifs floraux).

) e

Limonéne Menthaol Carvone

Figure 15. Exemples de monoterpenes (Turner et al., 1999)
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Figure 16. Quelques exemples de sesquiterpénes caractéristiques des huiles essentielles
(Bruneton, 2009)

Un autre type de terpénoides, les lactones sesquiterpéniques  (Figure 17), est surtout
connu chez les Asteraceae (ou ces lactones sont diversifiés et utiles pour la taxonomie),
mais on le trouve aussi dans quelques autres familles, comme les Apiaceae, les
Magnoliaceae et les Lauraceae.
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Figure 17. Filiation (schématique) des principaux groupes de lactones sesquiterpéniques
(Bruneton, 2009)

Différents diterpénoides (20 carbones), triterpenes (30 carbones) et stéroides (triterpénes
basés sur un cycle cyclopentane perhydrophénanthrene) sont trés répandus et ils ont
également une importance systématique (Figure 18) . Le triterpénoides, bétuline se retrouve
dans l'écorce des bouleaux blancs (Betula papyrifera et especes voisines); il est
imperméable, tres inflammable et pratiquement inconnu en dehors de ce groupe. Les
saponines triterpéniques  se rencontrent chez les Apiaceae et les Pittosporaceae et
confortent I'hnypothése d’'une relation phylogénétique étroite entre ces deux familles. Les
limonoides et les quassinoides , dérivés de triterpénoides apparentés au point de vue de
leur biosynthése, se limitent aux Rutaceae, Meliaceae et Simaroubaceae. Chez les
Sapindales ; les quassinoides constituent une synapomorphie propre aux Simaroubaceae.
Les cardénolides sont des glycosides trés toxiques d’'un type de stéroide a 23 carbones,
présents chez les Ranunculaceae, les Euphorbiaceae, les Apocynaceae, les Liliaceae et les

Plantaginaceae.

Figure 18. Exemples de structures : (1) Taxane (diterpene) ; (2) Squaléne (triterpéne) ; (3)
Cholesterol (stérols) ; (4) Cardénolides (Bruneton, 2009)
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Les iridoides (Figure 19) sont des dérivés monoterpénoides a 9 ou 10 carbones
généralement présents sous forme de glycosides unis par un oxygéne. On rencontre des
iridoides dans beaucoup de familles du clade des astéridées, et les types d'iridoides ont été
utilisés pour confirmer les relations au sein de ce groupe. Les séco-iridoides , par exemple,
type chimiquement dérivé d’'une molécule iridoide dépourvue de cycle carbocyclique,
existent chez les Gentianales, les Dipsacales et de nombreuses familles de Cornales et
d’'Astérales. Par contre, les iridoides carbocycliques & deux cycles, dont I'un est formé
exclusivement de carbone, sont caractéristiques des Lamiales (a I'exception des Oleaceae).
La présence d'iridoides chez les Ericales et les Cornales prouve que ces taxons
appartiennent effectivement au clade des asteridées, bien qu’ils aient été frequemment

exclus de ce groupe (Judd et al., 2002).

0 o
COOH
- -
o] o
| 7oH l
HO O Gle CH, 0O Glc
La monotropéine, Le sweroside,
un iridoide carbocyclique  un séco-iridotde
(Vaccinium, Ericaceae) (Swertia, Gentianaceae)

Figure 19. Exemples de quelques iridoides (Judd et al., 2002)
1.2.1.3. Les alcaloides

Le terme d'alcaloide a été introduit par W. MEISNER au début du XIX*™ siécle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de
l'arabe al kaly, la soude et du grec eidos, I'aspect) (Bruneton, 2009) . Il n'existe pas de
définition simple et précise des alcaloides et il est parfois difficile de situer les frontieres qui

séparent les alcaloides des autres métabolites azotés naturels.

La définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910 : « Un
alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d'origine végétale),
hétérocyclique avec I'azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose »
(Zenk et Juenger, 2007) . Représentant un groupe fascinant de produits naturels, ils
constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires avec prés de 10 000 a
12 000 différentes structures (Roberts et Wink 1998 ; Stockigt et al., 2002).
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On distingue généralement :

* Les alcaloides vrais, qui sont d'un point de vue de la biosynthese dérivés d’acides
aminés, et qui présentent au moins un hétérocycle ;

* Les proto-alcaloides, qui dérivent d’acides aminés, dont I'azote n’est pas inclus dans
le systéme hétérocyclique ;

« Les pseudo-alcaloides, qui présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

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

Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine), certains
sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme la morphine, la
codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine) souvent
accompagnés des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou
agents anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine). La figure ci-dessous présente quelques

structures alcaloidiques a usage thérapeutique.

HO N “_H
¥ ‘ i O
OH
E )
0 N-CH, H
H 5 (4]
HO N
Morphine Atropine Quinine Taxol

Figure 20. Exemples de structures alcaloidiques (Badiaga, 2011)
1.2.2. Les composés phénoliques et la santé de I'homme

Des recherches importantes sur les métabolites secondaires sont en cours, compte tenu des
bénéfices considérables qu’elles permettent d’escompter, mais aussi des dangers que ces

substances comportent pour la santé des hommes.

Comme cela a déja été signalé, les trés nombreuses variations chimiques simples
(hydroxylations, méthylations, glycosylations, acétylations, etc..) autour des structures de
base (exemples de l'acide caféique, du kaempférol ou de la quercétine) conduisent a une
énorme diversité des composés phénoliques et en particulier des flavonoides. L'activité
biologiqgue de ces molécules et des plantes médicinales qui les accumulent peut varier

fortement avec de petits changements structuraux qui entrainent souvent des modifications
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des interactions moléculaires avec I'eau, les protéines ou les lipides. Dans la plupart des
cas, qu'il s'agisse de préparations brutes ou de fractions purifiées, I'action pharmacologique
des composés phénoliques est associée a deux propriétés : d'une part, leur capacité a se
lier aux protéines (propriété particulierement marquée pour le groupe des tanins), ce qui peut
conduire a [linhibition d'activités enzymatiques (lipoxygénase, peroxydase, xanthine
oxydase, glucosidase, galactosidase,...) et d'autre part, leur caractere antioxydant qui
permet de neutraliser les formes activées de I'oxygéne ou les radicaux libres a caractére
toxigue issus de la peroxydation lipidique (Macheix et al., 2005). Les formes activées de
'oxygéne sont pour la plupart des radicaux chimiques dérivés de l'oxygéne, capables
d’attaquer I'ADN, les enzymes, les protéines, les membranes cellulaires, etc. Ces attaques
peuvent étre responsables de problémes lors de la réplication de 'ADN entrainant mutations
et cancers, de perturbations au sein des cellules qui peuvent conduire a leur mort, de la
destruction des membranes cellulaires; ceci peut mener au durcissement et a
'épaississement des artéres mais aussi a des crises cardiaques, de la détérioration du

collagene et donc a la rigidité des tissus (Leitao, 2011) .

Il ne peut étre question ici de rentrer dans le détail des multiples interventions des composés
phénoliques dans la santé humaine. Nous indiquerons, dans le Tableau 1, quelques points
particulierement importants ou qui sont actuellement en évolution rapide et qui présentent un

grand intérét pour la valorisation économique des composés phénoliques :

Tableau 1. Quelques exemples de sources végétales riches en composés phénoliques
connus pour leurs effets thérapeutiques (Macheix et al., 2005)

Activités biologiques

Principaux composés o
principales

Ginkgo (feuilles)

Gingko biloba L.

Soja (jeunes
pousses)
Glycine max L.

Lin (graines)
Linum sp .

Houblon (cbnes
floraux)
Humulus lupulus
L.

Pin maritime
(écorce)

Pinus maritima L.

Flavonols: mono, di et triglycosides du
kaempférol, de la quercétine et de
l'isorhamnétine.

Aglycones de flavonols et flavones.

Phytoestrogenes du groupe des isoflavonoides
(génistéine, daidzéine et glycitéine et leurs
dérivés glycosylés et acylés)

Phytoestrogenes du groupe des lignanes

Phytoestrogene : 8-prénylnaringénine
Proanthocyanidines (dérivés de la catéchine, de
I'épicatéchine, de I'épigallocatéchine)

Proanthocyanidines a base de catéchine et
d’épicatéchine

Acides benzoiques et hydroxycinnamiques libres
et glycosylés

Effet antioxydant

Action neuroprotectrice
Action positive sur la
circulation cérébrale
Action anticancéreuse
Troubles de la ménopause
Diminution du cholestérol
sanguin

Protection contre les
accidents cardiovasculaires
Action anticancéreuse
Prévention des accidents
coronariens

Action oestrogénique
Effet antioxidant

Effet antioxydant
Anti-inflammatoire
Inhibition de I'agrégation
des plaquettes sanguines
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Raisin (pépins et Catéchine, épicatéchine Effet antioxydant

vin) Proanthocyanidines oligomeres Protection contre les

Vitis vinifera L. Tannins condensés affections cardiovasculaires
Diminution de I'agrégation

Raisin, vin rouge Resvératrol des plaquettes sanguines
Action anticancéreuse

Podophyllum Action anticancéreuse et

Podophyllotoxine (lignane) antivirale

peltatum L.
Tréfle des prés
(jeunes pousses)
Trifolim pratense
L.

Luzerne

Medicago sativa L.

Action phytoestrogénique

Isoflavones (formononétine, biochanine A) - .
voisine de celle du soja

Coumestrol Propriétés oestrogéniques

Action anti-inflammatoire
Action anticancéreuse
Augmentation du tonus
veineux

O- et C-glycosides de flavones et flavonones
(naringine, diosmine, hespéridine)
Flavones polyméthoxylées

Agrumes (fruits)
Citrus sp .

1.3. Monographie des plantes étudiées

Nous avons axé notre travail sur I'étude phytochimique de deux plantes sahariennes :
Anvillea radiata Coss. & Dur. (Asteraceae) et Rumex vesicarius L. (Polygonaceae). Le choix
de ces deux plantes a été guidé par leurs usages dans la pharmacopée traditionnelle et par
les études chimiques répertoriées dans la littérature. Nous proposons avant de présenter
nos résultats de donner une revue de la littérature des travaux antérieurs effectués sur ces

deux espeéces.

1.3.1. Anvillea radiata Coss. & Dur.
1.3.1.1. Données botaniques

a. La famille des Asteraceae

Les Asteraceae (anciennement appelées Compositae) sont une famille cosmopolite
comprenant plus de 1 500 genres et plus de 25 000 especes décrites dont 750 endémiques
(suivant les sources), distribuées principalement dans les zones tempérées du globe. C’est
'une des familles les plus importantes des angiospermes, la seconde en importance derriére

celle des Orchidaceae.

Cette famille présente des caracteres morphologiques divers : végétaux a port extrémement
varié constitués d'arbustes et parfois d'arbrisseaux. Généralement, ce sont des herbes
annuelles ou bisannuelles, plus ou moins pérennes. lls possedent des lianes herbacées
grimpantes ou rampantes. Les feuilles tres polymorphes petites sont sans stipules, alternes

ou opposeées et en rosettes. Elles sont simples, entieres ou dentelées et parfois divisées en
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plusieurs segments plus ou moins grands. En revanche, cette famille est trées homogéne au
niveau de ses inflorescences trés caractéristiques : le capitule. Les fleurs serrées les unes a
c6té des autres, sans pédoncules, placées sur I'extrémité élargie d’un rameau ou d’'une tige
et entourées d’'une structure formée par des bractées florales appelée involucre. Le fruit est
un akéne généralement surmonté d’'un pappus provenant du calice aprés la fécondation.
Son réle est de favoriser la dispersion des graines par le vent (anémochorie) (Barkely et al.,
2006).

b. Caractéristiques de I'espéce  Anvillea radiata Coss. & Dur.

Plante endémique saharienne, cette arbrisseau (20-50 cm de hauteur) a port ligneux,
tomenteux-pubescent est largement répandu dans I'ensemble du Sahara ou il colonise les
dépressions sablo-argileuses et les paturages caillouteux. Reconnaissable a ses feuilles vert
bleuté en forme de triangle allongé et a bord denté, cette plante se remarque par ses
inflorescences disposées en larges capitules jaune orangé et entourées de feuilles
rayonnantes qui passent progressivement aux bractées coriaces et piquantes (Figure 21).
Dégageant, comme la plupart des plantes de la famille des Asteraceae, une forte odeur
aromatique. Cette espéce constitue un excellent paturage pour les chameaux et les chevres
(Quézel et Santa, 1963 ; Boullard, 2001) .

r Photo. SELADJI Meryem e s Photo. BOCK Benoit
Date : Avril 2010 B i ‘ M Date : Avril 2008
Lieu : Ain Sefra (Naama — Algérie) 5 X L ) otk sttt Lieu : Maroc

=%

Figure 21. Aspects morphologiques de I'espéce Anvillea radiata Coss. & Dur.

D’aprés Quézel et Santa (1963) ; Guignard et Dupont (2007) , la classification qu’occupe
Anvillea radiata Coss. & Dur. est la suivante :
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Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Anvillea

Espece : Anvillea radiata Coss. & Dur. (= Anvillea Faurei Gand.)
Var. genuina M. (Quézel et Santa, 1963)

Nom vernaculaire en Arabe : Nougd (Régions de Ain Sefra, Béchar et Béni Abbés)

c. Utilisations en médecine traditionnelle

Selon la tradition locale, I'infusion (ou la macération) des feuilles et des tiges est utilisée
dans le traitement des pathologies broncho-pulmonaires (refroidissement pulmonaire)
(Maiza et al., 1993) et digestives (indigestion) (Maiza et al., 1993 ; Chehma, 2006) . Les
pousses d’A. radiata, en infusion & froid ou a chaud, sont utilisés comme remeéde contre le
diabéte (Maiza et al., 1993 ; Chehma, 2006) .

1.3.1.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

Anvillea radiata a fait I'objet de quelques études phytochimique et pharmacologique. En
2004, El Hassany et son équipe ont isolé a partir de la partie aérienne d’Anvillea radiata
Coss. & Dur. provenant du Maroc un nouveau parthénolide (CysH150,4) dont la structure est
présentée dans la figure 22, avec deux autres germacranolides déja connues: 9-a-

hydroxyparthénolide et parthénolid-9-one.

~0
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Figure 22. Structure chimique d’'un 8-a,9-a-époxyparthénolide isolé d’Anvillea radiata (El

Hassany et al., 2004)

Le 9-a-hydroxyparthénolide a été testé pour ces activités biologiques. Il a été démontré que

ce composé possede une activité cytotoxique significative contre cing lignées de cellules
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cancéreuses humaines et un pouvoir antimicrobien contre Bacillus cereus, Escherichia coli,
Proteus vulgaris et Streptococcus C, selon El Hassany et al. en 2004.

Dendougui et al. en 2006 ont focalisé leurs travaux sur la recherche des flavonoides dans
la fraction butanoliqgue de la partie aérienne d'Anvillea radiata ou ils ont identifié 13
composeés dont quatre aglycones et neuf flavonol glycosides.

Autres germacranolides: 9-a-hydroxy-1-3,10-a-époxyparthénolide ; 9-B-hydroxyparthénolide ;
9-B-hydroxy-1-B,10-a-époxyparthénolide ; cis-parthénolide-9-one (Tyson et al., 1981;
Rustaiyan et al.,, 1986 ; Sattar et al., 1996 ; Sattar et Mc Phail, 2000) , des flavonols :
quercétine 3-rhamnoglucoside 3’, 4’-diméthyléther, 6-méthoxykaempférol 3-galactoside, 6-
méthoxykaempférol 3-galactoside 7,4-diméthyléther, kaempférol 3-rhamnoglucoside,
spinacétin 3-rhamnoglucoside ont été isolé de I'espece Anvillea garcini (Ulubelen et al.,
1979).

Enfin, la caractérisation de I'huile essentielle extraite de la partie aérienne d’Anvillea radiata
Coss. & Dur. a fait I'objet d’'une seule étude (El Hanbali et al., 2007). L'analyse chimique par
CPG/SM de cette huile révele une prédominance en 6-oxocyclonérolidol (66.6%) et en 6-
hydroxycyclonérolidol (11.4%). Ces auteurs rapportent également que ces huiles
essentielles possédent une excellente activité antibactérienne vis-a-vis des microorganismes
testées.

A lissue de cette recherche bibliographique, il est a révéler aisément que les flavonoides et
les sesquiterpénes lactones constituent principalement la majorité des métabolites
secondaires que renferme cette plante. Ces composés possedent des activités biologiques
intéressantes (antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
antioxydante, ...) qui sont tout a fait typiques des plantes de la famille des Asteraceae en

générale.

1.3.2. Rumex vesicarius L.

1.3.2.1. Données botaniques

a. La famille des Polygonaceae

Les Polygonaceae sont une famille cosmopolite regroupant plus de 40 genres et au moins
1100 espéces dans le monde entier, distribuées principalement dans les zones tempérées
de I'hémisphére nord. Les principaux genres sont Eriogonum représenté par 240 especes,
Rumex (200 espéces), Polygonum (150 especes), Persicaria (150 espéces) et Coccoloba
(120 especes) (Judd et al., 2002).
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Les polygonaceae constituent une famille clairement monophylétique et aisément identifiable
(Judd et al., 2002). Elles sont annuelles ou le plus souvent vivaces par un appareil
souterrain tubérifieé. Ce sont des herbes — parfois rampantes comme Polygonum aviculare L.
la renouée des oiseaux, des lianes telle Fallopia (= Polygonum) convolvulus, la renouée
liseron, parfois des arbustres ou des arbres (Coccoloba, les raisiniers). Le genre
Muehlenbeckia posséde des rameaux aplatis en cladodes, remplagant les feuilles réduites a
des écailles (Botineau, 2010) .

Lorsque ce sont des herbes, elles présentent souvent des nceuds renflés, au niveau
desquels sont insérées des feuilles en général alternes et simples ; le plus souvent entiéres
et & nervation pennée, elles sont plus ou moins profondément lobées et a nervation palmée
dans le genre Rheum. L'une des caractéristiques de cette famille est la présence presque
constante d’'une ochréa, fine gaine entourant la base de I'entre-nceud supérieur qui résulte

de la soudure des stipules avec le pétiole élargi (Figure 23) (Botineau, 2010) .

Figure 23. Feuilles de renouée pourvues d’une ochréa (Botineau, 2010)

Les tiges présentent souvent des faisceaux dits surnuméraires, situés dans I'écorce, le
péricycle ou la moelle, et qui, de plus, présentent une disposition inverse avec un xyléme
externe et un phloeme interne (Botineau, 2010) .

Les inflorescences élémentaires sont de petites cymes bipares ou unipares, pauciflores, qui
sont réunies en épis (Polygonum bistorta L.), grappes ou panicules. Parfois, un involucre de
bractées entoure la base de l'inflorescence (Eriogonum) (Botineau, 2010) .

Les fleurs des polygonaceae sont menues, a tépales pétaloides blancs a rouges, et elles
sont pollinisées par des insectes variés, surtout des abeilles et des mouches. Les fleurs de
Rumex sont pendantes, verdatres, munies d’'un stigmate élargi et lobé, et anémogames. Les
fruits sont souvent associés aux tépales persistant qui contribuent a la dissémination par le

vent ou par l'eau. Chez Rumex, les tépales du verticille interne forment des ailes
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membraneuses alors que c’est le verticille externe qui est ailé chez Triplaris et Ruprechtia
(Judd et al., 2002).

Le fruit est un akéene trigone, a I'origine du nom donné a la famille. Souvent, il est entouré par
les tépales accrescents, constituant alors une samare. La graine possede un albumen
amylacé abondant sans périsperme et I'embryon est généralement périphérique, droit ou
courbe (Botineau, 2010) .

b. Caractéristiques de I'espece  Rumex vesicarius L.

Rumex vesicarius (Figure 24) est une plante herbacée annuelle ou vivace, poussant en
touffes apres la pluie, atteignant jusqu’a 50 cm de haut. Elle est fortement ramifiée a partir de
la base avec de jeunes tiges vertes herbacées devenant brunes et ligneuses avec l'age.
Feuilles alternes, simples ; ochréa en entonnoir, atteignant 8 mm de long ; pétiole aussi long
que le limbe ; limbe triangulaire a oblong-triangulaire, atteignant 7 cm x 4 cm, cunéiforme a
tronqué a la base, glabre mais avec de petites verrues sur toute sa surface (Grubben et
Denton, 2004). Les fleurs forment des panicules denses axillaires ou terminales. Le
périanthe est formé de deux verticilles de 3 pieces, les 3 internes sont plus grandes et
s'agrandissent dans le fruit formant 3 ailes parcourues de veines rouges. Le fruit est une
nucule trigone de 3-5 mm de long, brune (Grubben et Denton, 2004) .

Rumex vesicarius est une espece saharo-arabique qui pousse dans les zones séches parmi
les pierrailles, sur des pentes herbeuses ou caillouteuses, du niveau de la mer jusqu’a 1150
m d’altitude (Grubben et Denton, 2004) .

Photo. BEDDOU Fawzia
Date : Mars 2012
Lieu : Ghardaia — Algérie

Figure 24. Aspects morphologiques de I'espéce Rumex vesicarius L.
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D’apres Quézel et Santa (1962) ; Guignard et Dupont (2007) , la classification qu’occupe

Rumex vesicarius L. est la suivante :

Regne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes
Classe : Eudicots

Ordre : Caryophyllales

Famille : Polygonaceae

Genre : Rumex

Espece : Rumex vesicarius L.

Nom vernaculaire en Arabe : Hummeida (Région de Ghardaia)

c. Utilisations en médecine traditionnelle

Les données concernant l'utilisation des Rumex remontent a plus de huit cents ans. Les
informations sont en effet riches sur le traitement traditionnel des affections tumorales ou
cancéreuses (Babulka, 2004) . Les emplois des especes de Rumex dans d’autres affections,
les plus citées en emploi thérapeutique sont: arrét des hémorragies, scorbut, stomatites
infectieuses, diarrhées diverses, bilharziose, vers intestinaux, spasmes abdominaux,
problemes gastriques, hémorroides, ictere, affections respiratoires, affections rénales,
gonorrhée, ulcére syphilitique, infections cutanées, plaies par coupures, abcés, escarres,
rhumatismes et tuméfactions, sont recensées dans plus de cinquante sources d’information
différentes (médicohistoriques, médecine traditionnelle, ethnopharmacologie). Le traitement
de ces affections a été fait sous diverses formes galéniques : parties de plante fraiche,
séchée ou cuite, compresses, lotions, onguents a base de graisse ou d’huile, tisane, extraits
alcooliques a base de vin, de vinaigre, d’eau de vie, sirop et suppositoires (Babulka, 2004) .
La médecine populaire roumaine utilise la racine de divers Rumex sous différentes
préparations et en particulier dans les affections dermatologiques (Babulka, 2004) .

La médecine traditionnelle italienne utilise les feuilles et les pousses de I'oseille en pommade
sur les plaies et les racines en cataplasme péateux dans les dermatoses (Babulka, 2004) .

Au Népal, on mache des racines fraiches nettoyées de Rumex hastatus et le jus de la racine
de Rumex nepalensis est donné dans le cas des infections a vers intestinaux. En Moyenne-
Ethiopie, on propose une décoction de racine de Rumex abyssinicus dans les hypotensions,
les douleurs d’estomac et les cervicalgies. La méme décoction sert aussi comme lotion des
zones douloureuses du corps (Babulka, 2004) .

Dans plusieurs régions du Sahara et du Sahel, Rumex vesicarius est consommée comme

légume, par exemple en Mauritanie, au Mali et au Soudan. En Inde, elle est considérée
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comme aliment de famine et les feuilles sont d’abord bouillies. Elle est broutée par le bétalil
(Grubben et Denton, 2004) . En Algérie, elle est utilisée comme légume et plante a salade.
Les feuilles fraiches sont consommeées, elles ont une saveur caractéristique, vive et un peu
amere, rappelant I'épinard, mais avec une acidité d’agrumes due a leur forte teneur en acide
oxalique (Singh, 1973 ; Small et Deutsch, 2001) .

1.3.2.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

Depuis des siecles, les divers Rumex poussent a I'état sauvage ou sont cultivés a travers le
monde. Pourtant, ce groupe de plantes n'a pas éveillé assez [lattention des
phytothérapeutes, alors qu'elles contiennent des constituants intéressants qui jouent par
ailleurs un rdle important dans le cadre plus large de la phytothérapie.

La phytothérapie utilise avant tout les racines et les rhizomes, ainsi que les fruits et les
semences. Les Rumex contiennent des principes biologiquement actifs comme les
anthraquinones (sous forme libre ou sous forme de glycosides), les flavonoides et les tanins.
L'effet laxatif est lié aux différentes anthraquinones, mais surtout au rapport entre taux
d’anthraquinones et de tanins. En dehors de l'effet laxatif, les expérimentations permettent
aussi de reconnaitre aux divers Rumex des effets antimicrobien, anti-inflammatoire et
hémostatique. On ajoutera des anthocyanes aux principes actifs cités ci-dessus (Babulka,
2004).

Selon Al-Rumaih et al. (2002), les feuilles de Rumex vesicarius contiennent un taux élevé
en minéraux suivis par les tiges et les racines. Alfawaz, dans ses travaux portés sur la
composition chimique de Rumex vesicarius, confirme les résultats trouvés par Al-Rumaih et
son équipe et indiqgue que les feuilles sont aussi une bonne source d'acide oxalique, de
protéines et d'acide ascorbique, alors gqu’elles sont pauvres en lipides et en tocophérol
(Alfawaz, 2006) . Ainsi, Il a été démontré que cette espéce est une bonne source de [3-
caroténe (Bhaskarachary et al., 1995 ; Bélanger et al., 2010).

En 2011, El-Hawary et son équipe ont focalisé leurs travaux sur l'identification du profil
bioactive de R. vesicarius. Treize composés phénoliques, dont 8-C-glucosyl-apigénine, 8-C-
glucosyl-lutéoline, 6-C-hexosyl-quercétine, 3-O-rutinosyl-quercétine, 7-O-rhamno-hexosyl-
diosmétine, 7-O-rhamno-acétylhexosyl-diosmétine, catéchine, épicatéchine, férulohexoside,
6-C-glucosyl-naringénine, gallate d’épicatéchine, 6-C-glucosyl-catéchine, et gallate
d’épigallocatéchine, ont été identifiés dans les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des
feuilles. Ainsi, 'analyse qualitative et quantitative de I'extrait hydro-éthanolique a révélé la
richesse de R. vesicarius en vitamines (C et E). Ces mémes auteurs ont déterminé la
composition chimique de I'huile essentielle de Rumex vesicarius récoltée au Caire (Egypte).

La caractérisation de cette huile essentielle par CPG/SM a permis d'identifier vingt six
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composeés représentant 90.66% de la composition totale. Les composés majoritaires sont :
'oxyde de caryophyllene (13.45%), 6,10,14-triméthyl-2-pentadécanone (6.43%), 1,5,5,8-
tétraméthyl-12-oxabicyclo[9.1.0]dodéca-3,7-diene (5.9%), et le naphthalene (5.31%). Ainsi,
les potentiels antioxydant et hépato-protecteur de I'extrait hydro-éthanolique des différents
organes ont été étudiés (El-Hawary et al., 2011).

Les travaux ont ensuite porté sur I'étude des activités antioxydante et antimicrobienne des
différentes parties de R. vesicarius (Mostafa et al., 2011 ; Hariprasad et Ramakrishnan,
2011 ; Hariprasad et Ramakrishnan, 2012 ; EI-Bakry et al., 2013). Une étude plus récente
évalue I'effet pharmacologique et la composition chimique des différentes parties de Rumex
vesicarius. 18 acides aminés, dont on peut citer comme composés majoritaires : la valine, la
béta-aminoisobutryique, I'arginine, la cystine et I'acide glutamique, ont été identifiés dans les
extraits de R. vesicarius. L’analyse des composés phénoliques par CLHP révele la richesse
de R. vesicarius en pyrogallol (291.40 mg/g), une teneur modérée en pyrocatéchine (43.20
mg/g) et une faible teneur en acide p-hydroxybenzoique (4.04 mg/g) ; en acide férulique
(8.70 mg/g) et en acide syringique (1.80 mg/g) (Foda et al., 2013). Une bonne activité
antibactérienne a été observée pour l'extrait acétate d'éthyle contre Pseudomonas
aeruginosa, Esherichia coli et Streptococcus faecalis dont les zones d'inhibition étaient de
17, 15 et 12 mm, respectivement (Foda et al., 2013). En sus, il a été démontré que les
grains de pollen de R. vesicarius sont allergenes et devrait étre utilisé comme prick test
(Foda et al., 2013).

A la lecture de ces travaux, il ressort que Rumex vesicarius a fait I'objet de plusieurs études

phytochimiques et pharmacologiques, mais aucun travail n'a été réalisé en Algérie.
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2.1. Généralités

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un
nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contrble plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les

chercheurs impliquent dans la plupart des maladies humaines (Favier, 2003) .
2.1.1. Agents du stress oxydant

Les agents responsables du stress oxydant font partie de la famille des espéces réactives de
'oxygéne ou de l'azote (EROA). La catégorie des especes réactives de I'oxygéne (ERO)
regroupe des radicaux libres (radical anion superoxyde O,e, radical hydroxyle OHe...) et des
espéces oxygénées comme le peroxyde d’hydrogéne H,O,, le dioxygéne singulet 'O,, le
peroxynitrite ONOOH et les oxydes d'azote NOe. Les ERO sont générés en permanence par
lorganisme, en quantités limitées, soit en tant que coproduits de la respiration
mitochondriale ("déchets"), soit pour remplir une fonction bien précise. Un exemple connu
depuis assez longtemps est la fabrication massive de radicaux libres lors de la phagocytose
(Holevinsky et Nelson, 1995) , afin de détruire les tissus des bactéries nuisibles. Des ERO
moins réactifs (superoxyde et monoxyde d’azote) servent de médiateurs régulant notamment
la vasodilatation capillaire, et sont impliqués dans les communications inter et
intracellulaires. Citons enfin I'apoptose (mort programmée des cellules, tumorales en
particulier), la fécondation de l'ovule, le fonctionnement de certains neurones... comme
autant de processus naturels capitaux qui nécessitent la présence de radicaux libres (Favier,
2003).

2.1.2. Causes possibles du stress oxydant

En temps normal, la balance entre oxydants et antioxydants est équilibrée par des systemes
de défense extrémement fins. En d’autres termes, "stress oxydant" ne signifie pas présence
mais exces de ces agents oxydants. Il apparaitra, soit si la production d’ERO est trop
importante pour étre régulée (Dickinson et Forman, 2002) , soit si le systeme antioxydant

est défaillant.

Le premier cas est observé par exemple au sein de cellules qui ont subi une irradiation ou
une intoxication aux meétaux lourds, et dans tous les processus inflammatoires. Les
défaillances du systeme de régulation peuvent avoir une origine génétique (mauvais codage
d'une enzyme antioxydante, par exemple), ou résulter d’'une carence nutritionnelle en

antioxydants comme les vitamines et les oligo-éléments (mais I'absorption de quantités tres
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élevées d’'antioxydants comme le B-caroténe a le méme effet carcinogéne que les carences
en antioxydant (The alpha tocopherol, betacarotene cancer preventi  on study group,

1994), tout étant une question d'équilibre).

2.1.3. Maladies liées au stress oxydant

En général le stress oxydant est la conséquence de plusieurs de ces processus, et il touche
un tissu ou un type de cellule en particulier. Les conséquences pathologiques du stress
oxydant sont donc aussi nombreuses que variées. Le seul facteur commun favorisant le
stress oxydant est I'4ge, dans la mesure ou le vieillissement affaiblit les réponses

antioxydantes et perturbe la respiration mitochondriale (Sohal et al., 2002).

Il faut distinguer les maladies dont le stress oxydant est la cause principale, et celles dont
I'expression implique celui-ci (toute maladie implique une inflammation, donc un stress
oxydant). La premiére catégorie inclut les rhumatismes, I'arthrite, I'arthrose, la cataracte, le
syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA), I'cedeme pulmonaire... et de fagon
générale, le vieillissement accéléré de tissus comme la peau. La deuxieme catégorie inclut le
diabéte, la maladie d’Alzheimer, les cancers et les maladies cardiovasculaires (Montagnier
et al., 1998). Le probléme principal est que l'organisme a des difficultés a réguler les
phénomeénes inflammatoires initiés par exemple par la défense contre une attaque virale ou

bactérienne.

2.2. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés
notamment lors de Il'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces
composés anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre

des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique (Favier, 2003).

2.2.1. Les conséquences biochimiques

2.2.1.1. La peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés (ou PUFAs pour « Poly Unsaturated Fatty Acids ») sont tres
vulnérables a I'attaque des radicaux libres, et en particulier du radical hydroxyle. Celui-ci est

suffisamment réactif pour arracher un atome d’hydrogéne a un carbone et créer un radical
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diéne conjugué. Ceci constitue la propagation d’'une réaction en chaine que seule la vitamine

E (présente dans la membrane des cellules) peut interrompre (Huang et al., 2002).

La peroxydation lipidique débute par une phase d'initiation qui implique l'attaque des
espéces réactives (hydroxyles, alcoxyles, peroxyles, oxygene singulet, peroxynitrite)
entrainant I'arrachement d’'un hydrogéne du PUFA (LH). Ceci aboutit a la formation d'un
radical pentandiényl qui aprés addition avec O, donne le radical peroxyle (LOO®). Ensuite, ce
radical peut réagir avec un autre PUFA et former un hydroperoxyde (LOOH), c’est la phase
dite de propagation de la peroxydation lipidique. Ces hydroperoxydes appartiennent a la
famille des peroxydes lipidiques : les LPO. La réaction en chaine de la peroxydation lipidique
peut étre prévenue par la vitamine E (a-tocophérol) intercalée dans la bicouche lipidique des
membranes qui joue le r6le de donneur d’hydrogene. En effet, la vitamine E transforme les
radicaux peroxyles en hydroperoxydes et met fin a la réaction en chaine de peroxydation des
PUFAs. Cette derniére étape est alors désignée comme phase de terminaison (Daum-
Badouard, 2006) . Ces réactions sont résumées dans la figure ci-dessous.

=H

Figure 25. Réactions de la peroxydation lipidique (Daum-Badouard, 2006)

2.2.1.2. Dommages causeés a ’ADN

Bien que I'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants, il
s’agit d'une molécule trés sensible a I'attaque par les radicaux de I'oxygéne (Favier, 2003),

et ceci de plusieurs manieres différentes (Figure 26) (Cardey, 2007) :

0 L’oxydation peut toucher directement les bases de 'ADN, et en particulier la guanine.

Les multiples attaques possibles (principalement sur les doubles liaisons) peuvent



1% partie : Syntheése bibliographique Chapitre 2

engendrer une dizaine de bases modifieées différentes, qui entraineront des erreurs
de réplication de I'ADN.

o Le radical hydroxyle peut également viser la liaison entre une base et le ruban de
désoxyribose, créant ainsi des sites "abasiques”.

0 Le sucre peut étre attaqué directement, ce qui provoque des coupures de chaine
"simple brin", ou "double brin" si les deux désoxyriboses sont oxydés au méme
niveau.

o Enfin, la modification d’une base par un agent oxydant peut modifier sa réactivité, et

provoquer le pontage de protéines (ou des adduits d’aldéhydes) sur les nucléotides.

coupure de chaine
(simple brin)

pontage
ADN-proteine

e A |

modification de [z base

{oxydation, alkylation
réarrangements)

coupure de chaine

formation {double brin)

de site abasique

Figure 26. Lésions de '’ADN formées par attague radicalaire du patrimoine génétique

des cellules (Daum-Badouard, 2006)
2.2.1.3. Dommages causes aux protéines

De facon comparable & l'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre
oxydées par les ERO. Cette oxydation provoque l'introduction d’'un groupe carbonyle dans la
protéine (Peng et al., 2000 ; Levine, 2002). Ces réactions d'oxydation, fréquemment
influencées par les cations métalliques comme le Cu®* et le Fe**, peuvent étre classées en

deux catégories :

- celles qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaine protéique ;
- et celles qui entrainent des modifications des peptides par I'addition de produits issus

de la peroxydation lipidigue comme le 4-HNE (4-Hydroxynonenal).
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De telles modifications conduisent généralement a une perte de fonction catalytique ou
structurale des protéines affectées et deviennent généralement plus sensibles a I'action des
protéases et notamment du protéasome. Les protéines oxydées deviennent aussi trés
hydrophobes, soit par suppression de groupements amines ionisables, soit par
extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont alors former des amas anormaux
dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, forment les dépbts de

lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003) .

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, carcinogénése, malformation des foetus, dép6t
de protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépbt de lipides oxydés,

immunosuppression (Favier, 2003).
2.3. Mécanismes de défense contre le stress oxydant

Les types de radicaux produits ainsi que leurs lieux de production et de propagation étant
variés, la riposte antiradicalaire est polymorphe, a la fois préventive et curative (Figure 27).
Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou inhiber I'oxydation
de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’appligue a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites

molécules hydro- ou liposolubles (Cano et al., 2007).

Glutathion
peroxydase Catalase

Chélateurs
02

Fer Cuivre

Chaine Resplmtolre

NADPH oxydase ) > H 0 — 'OH

Xanthine oxydase
NO-

NO-synthase
Scavengers

Figure 27. Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de
'oxygene (Cano et al., 2007)
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2.3.1. Action des molécules antioxydantes de petite taille

La neutralisation des radicaux libres suit souvent le méme principe : une molécule
"vulnérable”, par exemple un thiol, réduit le radical libre en une molécule ou un ion stable
(eau, anion hydroxyde...). La molécule antioxydante devient alors un radical souvent plus
stable, moins dangereux, qui peut étre réduit par les enzymes ou protéines adaptées. Par
exemple, les tocophérols (vitamine E) neutralisent des radicaux libres avant de se faire
régéneérer par des molécules d’ascorbate (vitamine C). Ces derniéres sont ensuite réactivées
grace aux enzymes ascorbate réductases. Les polyphénols, alcaloides, phytates (présents
dans l'alimentation), les glutarédoxines, thiorédoxines, polyamines, et surtout le tripeptide

nA

glutathion (endogénes) font tous partie de la famille des "éboueurs" antioxydants. Le
glutathion (GSH) en patrticulier a un rdle tres important dans la mesure ou il peut réduire tous
les radicaux oxygéneés, mais également le peroxyde d’hydrogéne. Le cytosol de la plupart

des cellules en contient une concentration élevée (Halliwell et Gutteridge, 1999) .
2.3.2. Action des enzymes antioxydantes

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiere ligne de défense

de notre organisme contre les ERO (Garait, 2006) .

Une enzyme, la superoxyde dismutase (SOD), est chargée de réduire I'anion superoxyde.
Son centre actif est un atome de manganese, ou une association de cuivre et de zinc, en
fonction du lieu ou ceuvrent ces enzymes (mitochondrie, plasma...). Le peroxyde
d’hydrogéne peut ensuite étre dégradé en eau grace a certaines catalases a cofacteur fer,
ou a des glutathion peroxydases (GPx) a sélénium (Figure 28) . D'autres enzymes comme la
thiorédoxine réductase et la glutathion transférase, entre autres, viennent compléter la
gamme des enzymes dont le but est de neutraliser les oxydants. La plupart sont spécifiques

et ne traitent qu’un seul type de molécule (Cardey, 2007).

0, superaxyde dismurase % H,0

GSH GSSG
GSH reductasd
NADP* NADPH

Figure 28. Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Garait, 2006)
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La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est un probleme dimportance
croissante en pratique médicale. Si I'apparition des premiers antibiotiques (sulfamides en
1935 puis pénicilline au lendemain de la Seconde Guerre Mondiale) avait suscité un espoir
de voir les maladies infectieuses a jamais jugulées, ce dernier fut décu tres rapidement par
'apparition de bactéries devenues résistantes. L'utilisation ultérieure d’autres antibiotiques
(streptomycine, chloramphénicol, tétracycline et érythromycine par ordre chronologique
d’utilisation) connut une évolution comparable (Vaubourdolle, 2007) .

A I'heure actuelle, le phénomene de résistance bactérienne est connu pour toutes les
familles d’antibiotiques. Il concerne toutes les espéces bactériennes qui pourront développer
des mécanismes différents selon leur sensibilité initiale et leurs capacités a exprimer les
diverses résistances d'ou l'importance d'orienter les recherches vers la découverte de
nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base
de plantes (Billing et Sherman, 1998 ; Vaubourdolle, 2007)

3.1. Généralités

3.1.1. Phénotype de résistance (antibiotype)

La sensibilité ou la résistance a un antibiotique est généralement évaluée au laboratoire par
la méthode de I'antibiogramme. Cette technique permet d’apprécier I'activité bactériostatique
d’'un ou de plusieurs antibiotiques vis-a-vis d’'une bactérie. La lecture de I'antibiogramme d'un
germe permet de déterminer I'expression phénotypique de la résistance de ce germe a un
ensemble d’antibiotiques, et par la méme de suspecter le ou les mécanismes de résistance
(Vaubourdolle, 2007) .

3.1.2. Support génétique de la résistance

On distingue deux types de résistance selon leur origine :

3.1.2.1. La résistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d'une méme espece sont
résistantes a un antibiotique. C’est ainsi que, les bacilles a Gram négatif sont naturellement
résistants aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des difficultés a passer la
membrane externe de leur paroi. Les mycoplasmes, bactéries dépourvues de parais,
présentent une résistance naturelle aux B-lactames. Le composant principal de leur paroi est
le peptidoglycane, un réseau tridimensionnel d'acides aminés et de chaines

polysaccharidiques, constitué de N-acétylglucosamine (NAG) et d’acide N-acétylmuramique
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(NAM). Dépourvus de cet élément constitutif, les mycoplasmes présentent une résistance
intrinséque aux B-lactames, dont le mode d’'action consiste en une inhibition de la synthese

du peptidoglycane (Normak et Normak, 2002) .

3.1.2.2. La résistance acquise

La résistance acquise survient lorsque, seules, quelques souches d'une méme espece,
normalement sensibles a un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut étre
acquise par mutation ou par transfert de génes. La résistance acquise par mutation est aussi
gualifiée de résistance chromosomique. Le phénomene de mutation est conditionné par
I'utilisation des antibiotiques. Ces derniers ne sont pas des agents mutagénes mais ils
contribuent a sélectionner, de maniére spontanée, des mutants résistants au sein d'une
population bactérienne. En éliminant les bactéries sensibles, les antibiotiques permettent aux
mutants résistants de se multiplier plus facilement. La cause principale de I'évolution et de
'extension des résistances aux antibiotiques est leur prescription a grande échelle en
thérapeutique humaine (Goossens et al., 2006). Ces prescriptions sont souvent mal ciblées,
comme dans les cas d’infections virales, ou incorrectement dosées (Yagupsky, 2006) .

La transmission d’éléments génétiques mobiles, comme les plasmides et les transposons,
favorise également I'acquisition des résistances par les bactéries. Elle peut s’effectuer par
transduction, conjugaison ou transformation. La dissémination des genes de résistance aux
antibiotiques peut s’effectuer au sein d'une méme espéce mais aussi d'une espece
bactérienne a l'autre. Ainsi, les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la
vancomycine (SARV) auraient acquis ce caractére suite au transfert plasmidique de I'opéron
vanA, réalisé par conjugaison avec Enterococcus faecalis (Noble et al., 1992 ; Alekshun et
Levy, 2007).

3.1.3. Facteurs contribuant & I'émergence etalap ropagation de la résistance

L’émergence et la propagation de la résistance aux antibiotiques sont le résultat d’'une
pression sélective exercée par les agents antimicrobiens et de la transmission de micro-
organismes résistants (Simonsen et al., 2004). La résistance étant un phénoméne
écologique résultant de la réponse des bactéries aux antibiotiques avec lesquels elles sont
en contact, la simple utilisation des antibiotiques est le principal facteur influencant
'apparition de germes résistants. On peut parler d'utilisation excessive lorsqu’une trop
grande quantité est utilisée dans le cadre de traitements ou pour la prophylaxie, que ce soit
dans le domaine humain, agricole ou vétérinaire. D’'autre part, on observe une utilisation

inappropriée lorsque l'antibiotique est utilisé pour des infections virales, a des doses trop
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faibles ou trop élevées, sur une durée trop courte ou excessivement longue, favorisant ainsi

I'apparition de souches résistantes (Von Gunten, 2004) .

Les principaux facteurs contribuant a I'émergence et a la propagation de la résistance
bactérienne sont présentés dans le tableau 2 (Murthy, 2001 ; Rybak, 2004) .

Tableau 2. Facteurs contribuant a la résistance aux antibiotiques :
Facteurs Exemples
Emergence de la résistance Usage abusif d’antibiotiques ;
Gravité accrue de I'état des malades hospitalisés ;
Manque de fidélité au traitement ;
Durée trop courte ou dose sous-thérapeutique ;
Diagnostic non confirmé d'infection bactérienne ;
Utilisation inadéquate d’antibiotiques dans les pays en voie de
développement.
Propagation des souches Mesures d’hygiéne inadéquates dans les hopitaux ;
résistantes Non-respect des directives de lutte contre les infections ;
Promiscuité des patients hospitalisés ;
Réduction du personnel infirmier et de soutien ;
Déplacements accrus des patients (transferts de patients
colonisés ou infectés entre hopitaux et milieu communautaire) ;

Voyages internationaux.

Utilisation d 'antibiotiques dans Animaux destinés a la consommation ;

le secteur agro-alimentaire Agriculture et aquaculture.

Utilisation d’antiseptiques et de Agents antibactériens dans les produits d’entretien ménager, le
désinfectants dentifrice, les pastilles contre le mal de gorge, les savons, etc.

3.1.4. Stratégies moléculaires de lutte contre lar  ésistance bactérienne

La montée des résistances contre les principales classes d’antibiotiques, combinée au
nombre limité d'agents en cours de développement, a conduit a I'avénement de I'ére post-
antibiotique. Face a la perte d’efficacité de I'antibiothérapie, mise en péril par 'émergence de
germes multi-résistants, la découverte de nouvelles molécules est devenue une nécessité
absolue. Les champs d'investigation sont vastes. Toutefois, deux grandes stratégies,
recourant aux progres récents de la modélisation moléculaire, de la biologie moléculaire, de
la génomique et de la protéomique, se dessinent dans le domaine de la recherche
(Guinoiseau, 2010) .
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La plus originale se base sur l'identification de nouvelles cibles bactériennes, en vue de
développer des agents susceptibles d'inhiber les mécanismes de résistance ou d'interférer
avec la virulence bactérienne (Tan et al., 2000 ; Schmidt, 2004 ; Falconer et Brown,

2009). Au lieu de tuer les bactéries, ces nouvelles molécules atténueraient leur pouvoir
pathogene en ciblant leurs genes de résistance, leurs facteurs de virulence ou en entravant
la communication intercellulaire. L'idée sous-jacente est d’empécher les bactéries de
s’adapter a leur environnement sans porter atteinte a leur survie, ce qui devrait ainsi limiter
'apparition des résistances. En réduisant la pathogénicité et la résistance bactérienne, ces
molécules devraient permettre de restaurer l'activité des antibiotiques conventionnels

devenus aujourd’hui inefficaces.

Les efforts se concentrent également sur la recherche d'agents antibactériens, capables
d’agir par de nouveaux mécanismes d’action (Tan et al., 2000 ; Schmidt, 2004 ; Falconer

et Brown, 2009) . Ces molécules devraient étre radicalement différentes des antibiotiques
classiques, qui concentrent leurs effets sur une seule et méme cible bactérienne. Aussi, pour
étre innovants, les nouveaux antibactériens devraient pouvoir induire la mort cellulaire en
agissant simultanément sur plusieurs cibles bactériennes ou en développant des
mécanismes d’action originaux. Depuis quelques années, les substances naturelles, qui
avaient été délaissées au profit des molécules de synthése, connaissent un regain d'intérét.
Les ressources naturelles sont donc a nouveau exploitées pour mener a terme de telles
recherches. Actuellement, I'accent est mis sur I'exploration de nouveaux réservoirs naturels,
comme les peptides antimicrobiens, qui montrent déja des résultats prometteurs. Les
ressources plus anciennes, comme les bactériophages ou les plantes, suscitent également

un regain d’intérét.

3.2. Place des plantes médicinales dans la lutte co  ntre la résistance aux antibiotiques

Notre travail a pour objectif 'étude des plantes traditionnellement utilisées pour combattre
diverses pathologies dont les infections. C’est dans ce cadre que nous allons traiter des
plantes médicinales comme sources non seulement de composés antimicrobiens, mais aussi

d’inhibiteurs des mécanismes de résistances aux antibiotiques.

3.2.1. Les plantes, source naturelle d’antimicrobie  ns

Les plantes synthétisent plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart d’'une
activité antibiotique. En général, cette activité est inférieure a celle exercée par les
antibiotiques d’origine microbienne (Tegos et al., 2002 ; Lewis et Ausubel, 2006) . Les

concentrations requises pour exercer une activité antimicrobienne sont donc plus élevées
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pour les molécules isolées de plantes que pour celles issues de bactéries et de
champignons. En effet, une molécule phytochimique est considérée comme «
antimicrobienne » si elle inhibe la croissance des micro-organismes pour des concentrations
minimales inhibitrices (CMIs) comprises entre 100 pg/ml et 1000 pg/ml. Pour les
antibiotiques d’origine microbienne, des CMIls, variant de 0.01 pg/ml a 10 pg/ml, suffisent a

générer une activité inhibitrice (Tegos et al., 2002).

Le spectre d'action des antimicrobiens produits par les plantes est plus restreint que celui
généré par les antibiotiques conventionnels. En effet, ces derniers possedent une haute
activité contre les bactéries a Gram positif, mais demeurent peu actifs contre les bactéries a
Gram négatif et les levures (Lewis, 2001) . L'une des rares exceptions concerne l'acide 3-
farnesyl-2-hydroxy benzoique (Figure 29), isolé de la plante Piper multiplinervium. Ce
composé démontre une activité antibactérienne avec des CMIs comprises entre 6.25 pg/mi
et 37.5 pg/ml contre Helicobacter pylori, E. coli et P. aeruginosa, qui demeurent, a I'heure

actuelle, les bactéries a Gram négatif les plus difficiles a traiter cliniquement (Ruegg et al.,

2006).
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Figure 29. L’acide 3-farnésyl-2-hydroxy benzoique (Gibbons, 2008)

De nombreux autres antibactériens, démontrant une activité contre S. aureus et des variants
résistants aux antibiotiques, ont été répertoriés dans la littérature (Gibbons, 2008) . La
xanthone, molécule géranylée, isolée de Garcinia cambodgiae, présente une haute activité
anti-staphylococcique avec des CMIs comprises entre 0.3 pg/ml et 1.25 pg/ml (Linuma et
al., 1998). L’hyperforine, produite par Hypericum perforatum, démontre une activité encore
plus élevée avec des CMIs comprises entre 0.1 pug/ml et 1 ug/ml contre des souches de S.

aureus résistantes a la méthicilline et a la pénicilline (Schempp et al., 1999).
3.2.2. Les plantes, source naturelle d’inhibiteurs de I'efflux bactérien

Les plantes ont développé plusieurs stratégies pour contréler les infections bactériennes. La
synthese d'un grand nombre de molécules faiblement actives, plutét que de puissants
antibiotiques, en fait partie. Elle semble d’ailleurs utilisée pour diminuer la pression sélective,
qui favorise le développement des résistances. Toutefois, l'activité de ces antibactériens

peut étre potentialisée lorsqu’ils agissent en synergie avec d’autres molécules. La preuve en
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a été fournie par les interactions établies entre deux composés produits par les plantes
Berberis sp. : la berbérine et la 5’-méthoxyhydnocarpine (5-MHC) (Guinoiseau, 2010) . Les

structures de ceux-ci sont représentées dans la figure 30.
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Figure 30. Structures chimiques de la berbérine (a) et de l'inhibiteur des pompes MFS, la 5’-

méthoxyhydnocarpine (b), isolés de Berberis fremontii (Stermitz et al., 2000)

La berbérine est un alcaloide ayant pour cible cellulaire TADN (Amin et al., 1969). Ce cation
hydrophobe (Figure 30, a) est aussi un substrat des pompes d’efflux exprimées a la surface
membranaire. Le rejet de la berbérine, hors de la cellule, limite son accumulation
intracellulaire et, en I'empéchant d’accéder a sa cible, diminue son activité antibactérienne.
Pour compenser cette faible activité, les plantes Berberis sp. synthétisent une
flavonolignane, la 5-MHC (Figure 30, b) , qui, en bloquant les pompes bactériennes d’efflux,
potentialise les effets de la berbérine. La combinaison « 5-MHC/berbérine » agit donc

comme un puissant antibactérien (Guinoiseau, 2010) .

3.2.3. Les plantes, productrices d’analogues des N-  acylhomosérine-lactones (AHLS)

La production de substances, capables d’interférer avec la voie du quorum sensing (QS),
semble étre une autre stratégie employée par les plantes pour lutter contre les infections
causées par les bactéries a Gram négatif. De récentes études ont démontré que les plantes
Pisum sativum (Teplitski et al., 2000 ; Bauer et Mathesius, 2004) et Medicago truncatula
(Gao et al., 2003) synthétisent des analogues des AHLsS, molécules impliquées dans la
régulation du QS de ces bactéries. Ces composés, mimétiques de l'action des AHLs,
perturbent la communication intercellulaire bactérienne, en activant ou en inhibant certaines

voies de la régulation du QS (Bauer et Mathesius, 2004) .

Méme si ces composés n'ont pas encore été identifiés et que les mécanismes par lesquels
ils agissent restent a élucider, ils offrent des perspectives intéressantes pour la
compréhension des relations « hote-bactérie » et des comportements bactériens, notamment

ceux impliqués dans I'expression de la virulence (Guinoiseau, 2010) .
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1. Matériel végétal, criblage phytochimique et extr  action

1.1. Criteres de sélection des plantes

Afin d'isoler des substances nouvelles de plantes et de trouver de ce fait de nouvelles voies
d’'applications tant dans les domaines de la pharmacie que de la cosmétique et afin de
rendre la stratégie d'isolement le plus efficace, il convient de sélectionner avec soin les
plantes a étudier. Dans cette optique, un certain nombre de critéres ont été pris en compte

pour la sélection de nos plantes :

- Une origine géographiqgue commune :  Le Sahara septentrional

Le Sahara, qui occupe 10% de la surface du continent africain, est le plus grand désert
chaud du monde (Rognon, 1994) . Nonobstant a vaste étendue, la richesse en espéces et
'endémisme y sont faibles. Malgré ca, certaines especes acclimatées survivent avec des
formes d’adaptations extraordinaires (Le Houérou, 2001) . Cette écorégion comprend la
partie septentrionale du Sahara, ou les précipitations se produisent pendant ['hiver,
nourrissant ainsi une variété de plantes qui fleurissent avant I'été chaud et sec.

La flore du Sahara septentrional est trés pauvre compte tenu de I'immensité de I'écozone.
D’autre part, bien que le Sahara détienne 80% de la surface de I'Algérie, il n'a fait I'objet que
de tres peu de travaux relatifs a la mise en valeur de la flore spontanée qu'’il renferme. Cela
contribue a faire de cette partie une zone de choix pour la mise en lumiére de nouvelles

molécules élargissant ainsi la connaissance de la biodiversité de notre pays.

- L'utilisation des plantes en médecine traditionnell e

Les informations de terrain recueillies aupres des populations et I'usage empirique des
différentes préparations traditionnelles ont retenu notre attention pour la sélection des

plantes étudiées.

- L’aspect botanique et chimiotaxonomique

La connaissance des plantes choisies au travers des enquétes ethnobotaniques peut étre
enrichie par la connaissance botanique des especes citées. Les plantes appartenant aux
mémes familles ou a des familles voisines et/ou qui poussent dans les mémes biotopes sont
susceptibles de synthétiser les mémes molécules chimiques. La chimiotaxonomie, ou
classification des plantes en fonction de leurs métabolites secondaires compléte la
classification botanique basée sur des criteres morphologiques et moléculaires (génétiques

par exemple) (Grayer et al., 1999). L'aspect géobotanique est également intéressant, car
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une plante qui est endémique d'une région doit certainement posséder des caractéristiques

évolutives particuliéres et donc pouvoir fournir des substances chimiques nouvelles.

- Les apports de la littérature

Dans l'optiqgue d’augmenter les chances d’isoler de nouvelles molécules et/ou de nouvelles
voies d’application thérapeutiques (ou cosmétiques), il est plus judicieux de choisir des
espéces qui ont été peu ou pas étudiées jusque-la. Cependant, le scientifique averti pourra
également faire des découvertes dignes d'intérét en investiguant une plante largement
étudiée sous un angle nouveau : autre organe ou extrait, technique analytique nouvelle, cible
biologique différente, etc. Dans les deux cas, une recherche de littérature approfondie devra

précéder le début des processus d'extraction.

«+ Pour le présent travail, en tenant compte de tous ces critéres, nous avons sélectionné
deux plantes médicinales sahariennes ayant un fort potentiel d’activité du fait de leurs

usages traditionnels largement répandus :

- Une plante endémique a usage thérapeutique : Anvillea radiata Coss. & Dur. de la
famille des Asteraceae ;
- Une plante médicinale a usage alimentaire : Rumex vesicarius L. de la famille des

Polygonaceae.

Une synthese des connaissances bibliographiques a la fois botaniques et phytochimiques de
ces deux plantes et des familles auxquelles elles appartiennent a été présentée au début de
ce travail de thése. Cela nous a permis de constater que les connaissances sur le genre
Rumex se limitaient principalement a I'étude du pouvoir thérapeutique et du contenu
phytochimique de ses racines et rhizomes, ainsi que ses fruits et semences, la partie
aérienne fleurie de Rumex vesicarius étant trés peu étudiée. Par ailleurs, Anvillea radiata
Coss. & Dur. (Asteraceae) a retenu notre attention du fait de son usage traditionnel et le peu

d’informations que nous avons tiré des recherches bibliographiques.

1.2. Collecte du matériel végétal

Les espéces sélectionnées ont été récoltées dans deux stations différentes du Sahara
septentrional, a savoir : Ghardaia et Ain Sefra (Tableau 3, Figure 31) . Leur identification
botanique a été faite par Mr. MAHBOUBI (Maitre assistant au département d’Ecologie et
Environnement, Université de Tlemcen) et des échantillons de référence ont été déposés

dans I'herbier du Laboratoire de Produits Naturels (Département de Biologie, Université d
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Tlemcen), sous les numéros : A. 2788 pour Anvillea radiata Coss. & Dur. et P. 672 pour
Rumex vesicarius L.

Tableau 3. Parametres géographiques et bioclimatiques des stations d’étude

Feuilles
) Ain Sefra ) o )
A. radiata . Avril 2010  Fleurs 0°34'30" O 32°46'01” N 1087 Aride a hivers frais
(W. Naama) )
Tiges
o Oued Nechou Partie Saharien & hivers
R. vesicarius Mars 2012 - 3°43'05"E  32°36'44” N 563
(W. Ghardaia) aérienne* doux

Partie aérienne* : Tiges, feuilles et fleurs. N: Nord, O: Ouest, E: Est
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Figure 31. Situation géographique des stations de collecte
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Le matériel végétal fraichement collecté a été séché a I'ombre pendant 2 a 3 semaines puis
broyé. Les poudres ainsi récupérées sont conservées au congélateur dans des flacons en

verre, sur lesquels le nom et la partie de I'espéce sont mentionnés.

1.3. Criblage phytochimique

Des tests en tube sont réalisés sur les poudres végétales afin de déterminer de maniere
préliminaire les classes phytochimiques contenues dans les plantes analysées. Il s’agit d’'une
analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation ainsi qu'a des
examens en lumiére ultraviolette (Annexe 1). Le tableau 4 indique les différents groupes

chimiques recherchés et les réactifs spécifiques utilisés.

Tableau 4. Réactifs spécifiques et réactions de caractérisation du criblage phytochimique

Groupes chimiques Réactifs et résultats positifs
Alcaloides - Mayer (lodomercurate de potassium) — précipité blanc jaunatre
- Dragendorff (iodobismuthate de potassium) — précipité rouge orangé
Flavonoides - Réaction a la cyanidine — coloration orangée, rouge ou violette
Tanins - FeCl; — coloration bleu-foncée, verte ou noire
Coumarines - NH40H (25%) — fluorescence sous lumiére UV
Dérivés quinoniques - Borntrager (réaction entre cycles quinoniques en milieu NH,OH) —
coloration rouge violacée
Stéroides et - Liebermann-Burchard (anhydride acétique-H,SO,4) — coloration violette-
Terpénes bleue ou verte
Saponosides - Détermination de l'indice de mousse (IM*): test positif si IM > 100
Composés - Réactif de Fehling — précipité rouge brique
réducteurs

* IM est le degré de dilution d’'un décocté aqueux de la drogue végétale qui, dans les conditions déterminées,
donne une mousse persistante

La présence des principales classes phytochimiques est classée comme suit :

+ : présence certaine
+/- : présence incertaine

- : absence

1.4. Préparation des extraits

1.4.1. Un point bibliographique sur l'importance de s solvants dans I'extraction des

composeés phénoliques
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Parmi les différentes étapes que constituent lI'analyse et lidentification des molécules
bioactives, I'étape d’extraction, qui a pour but la désorption des molécules d’intérét des sites
actifs de la matrice végétale, est primordiale puisqu’elle déterminera la nature et la quantité

des molécules extraites et par conséquent le succés des étapes suivantes (Michel, 2011) .

Nombreux sont les auteurs qui ont critiqué l'influence des méthodes de caractérisation et les
conditions d’extraction des composés phénoliques. Counet et Collin (2003) ont montré
gu’un mélange acétone/eau/acide acétique (70/28/2, v/viv) était optimal pour I'extraction des
flavonoides, surtout s'il s’agissait d'oligoméres. Pour les anthocyanidines, le méthanol
acidifié (1% HCI) et I'acétone aqueux (70/30, v/v) sont les solvants les plus fréquemment
utilisés. Le second semble toutefois préférable pour éviter la formation de pyrano-
anthocyanidines (Collin et Crouzet, 2011) .

Un lavage a l'eau est généralement effectué avant I'élution des polyphénols par I'éthanol
(pour les flavonols), le méthanol (pour les monoméres de flavan-3-ols), ou I'acétone (pour
les oligomeres de proanthocyanidines), éventuellement mélangés avec un faible
pourcentage d’eau et d’acide (Collin et Crouzet, 2011) .

L'utilisation de mélanges méthanol/eau (50/50) est parfois préférable afin de permettre une
extraction appropriée de glycosides. En effet, des études ont indiqué qu’un rapport de 70%
de méthanol est utilisé généralement dans I'extraction des flavonoides (catéchines ou
épicatéchines), des acides-phénols et leurs dérivés et plusieurs autres sous groupes de
flavonoides (Escribano-Baildn et Santos-Buelga, 2003 ; Tabart et al., 2007 ; Al-Farsi et
Lee, 2008).

Les solvants apolaires sont par contre recommandés pour récupérer sélectivement les
acides tanniques de haut poids moléculaire. C'est ainsi qu’en utilisant I'acétate d'éthyle, il est
possible de concentrer un extrait de gallotannins a raison de plus de 50% avec les fractions
contenant plus de sept unités galloyles (Tian et al., 2009). Les ardbmes dérivés des acides
hydroxycinnamiques sont quant a eux habituellement extraits par des solvants apolaires tels

gue le chloroforme et le diéthyléther (Collin et Crouzet, 2011) .

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, qui
varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurale est
responsable de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques influencant I'extraction
des polyphénols (Koffi et al., 2010 ; Mahmoudi et al., 2013). Entre autre, la solubilité des
composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est

tres difficile de développer un procédé d'extraction approprié a l'extraction de tous les
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composés phénoliques de la plante (Garcia-Salas et al.,, 2010; Joki ¢ et al., 2010;
Mahmoudi et al., 2013).

1.4.2. Préparation des extraits bruts par Extraction Solid e - Liquide (ESL)

Dans cette partie de travail, nous avons tenté d’extraire les composés phénoliques totaux.
Une quantité de 10 g de poudre végétale est mise en contact avec le solvant d’extraction qui
a été choisi de maniere a solubiliser un maximum de composés. Trois solvants ont ainsi été
testés : le méthanol aqueux, I'acétone aqueux avec des proportions de 70% (v/v) et I'eau

chaude (infus€) pour se rapprocher des préparations traditionnelles.

Le volume de solvant doit étre suffisant pour que la matrice reste immergée pendant la
totalité de I'extraction. Les ratios optimums solide : liquide, les plus souvent trouvés dans la
littérature, sont généralement situés entre 1/10 et 1/50 (mg/ml) (Michel, 2011) . On a choisi le

ratio 1/10 (mg/ml) dans la présente étude.

L'extraction sous reflux a été renouvelée trois fois toutes les 2h. Les extraits ont été filtrés
par la suite et évaporés a sec sous pression réduite. Le rendement d’extraction a été calculé

par rapport au poids total de la poudre végétale.

1.4.3. Fractionnement de I'extrait hydrométhanoliqu e par Extraction Liquide - Liquide
(ELL)

Dans l'optique de séparer les extraits bruts méthanoliqgues en fractions de polarités
différentes, nous avons opté pour un fractionnement ELL qui permet de partager les
molécules selon leurs propriétés physico-chimiques entre deux phases liquides non
miscibles. Cette méthode, résumée dans la figure 32, comprend deux grandes étapes : la
premiere étape d'extraction se fait avec le méthanol aqueux (70%) pour solubiliser les
composeés phénoliques et la deuxieme étape consiste en un affrontement liquide-liquide avec
des solvants de polarité croissante, a savoir : I'nexane (pour se débarrasser des cires, des
lipides et de la chlorophylle), le chloroforme (pour I'extraction des flavonoides aglycones et
des aglycones méthoxylés), I'acétate d’éthyle (pour I'extraction des mono-glycosides) et le n-
butanol (pour solubiliser les di- et les tri-glycosides). La solution aqueuse restante a la fin du

partage a été utilisée comme fraction trés polaire.
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L Matiére végétale

> Reflux pendant 2h / 65°C dans un
mélange méthanol - eau (70 :30,v:v)
Filtration

( Extrait hydroalcoolique

i

> Evaporation & sec
*>  Addition de I'eau bouillante {10ml}
*>  BExtraction par I'hexane (10ml)

Phase aqueuse Fraction hexanique ‘
FH
» Evaporation & sec L ;

>  Extraction par le chloroforme (10ml)

[ Phase aqueuse ] | Fraction chloroformique |
FC

# Evaporation a sec
#  Extraction par l'acétate d'éthyle (10ml)

[ Phase agueuse J ‘ Fraction acétate d’éthyle

FAE

»> Evaporation & sec
»  Extraction par le n-butanol
(10mi

Phase aqueuse Fraction butanclique
Faq FB

Figure 32. Schéma du fractionnement ELL adopté pour le partage en cing fractions (FH, FC,

FAE, FB et Faq) des extraits bruts hydro-méthanoliques
2. Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible)
2.1. Détermination de la teneur en composés phénoli  ques

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins des
différents extraits/fractions sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire
des courbes d'étalonnage et exprimées en mg équivalent par g de la matiére végétale
séche. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la

majorité des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribués.
2.1.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts et leurs différentes fractions a été
déterminée au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu suivant la méthode décrite par Awah et
ses collaborateurs ( 2012). Ce dernier est constitué par un mélange dacide
phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo0:,040) qui est réduit,

lors de l'oxydation des phénols, en mélange d’oxydes bleus de tungstene (WgOy3) et de
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molybdéene (MogO,3) (Ribéreau-Gayon et al., 1972). L'intensité de cette couleur renseigne

sur le contenu en polyphénols totaux dans le mélange.

Une prise de 100 pl d’extrait convenablement dilué est mise dans un tube en présence de
750 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilu€). Aprés agitation vigoureuse et repos du
mélange pendant 5 mn a 22°C, 750 pl d’'une solution de carbonate de sodium (Na,CO3) a 60
g/l sont ajoutés. L'absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec l'acide
gallique, est mesurée a 725 nm aprés 90 min d’incubation. Les résultats sont exprimés en

terme d’équivalents acide gallique.

2.1.2. Détermination de la teneur en flavonoides to  taux

La teneur en flavonoides totaux des extraits bruts et leurs différentes fractions a été
déterminée selon la méthode au trichlorure d’aluminium décrite par Barros et al. (2011). Le
principe de la méthode est basé sur I'oxydation des flavonoides par le trichlorure d'aluminium

et la soude, entrainant ainsi la formation d’'un complexe rose qui absorbe a 510 nm.

Une prise de 500 pl d’extrait convenablement dilué est mise dans un tube en présence de 2
ml d’eau distillée additionnée de 150 ul d'une solution de nitrite de sodium (NaNO,, 5%).
Apres 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 ul d’'une solution fraichement préparée
de chlorure d’aluminium (AICl;, 10%) sont ajoutés au mélange. On apporte a ce dernier 2 ml
d’une solution de soude (NaOH, 4%) apres 6 mn de repos puis on ajuste le volume final a 5
ml avec de I'eau distillée. L'intensité de la couleur rose est mesurée a 510 nm aprées 15 min
d’'incubation. Une gamme étalon & base de catéchine est également préparée dans les

mémes conditions.

La teneur en flavonoides totaux des extraits est alors exprimée en mg d'équivalents

catéchine par gramme de matiere végétale seche (mg EC/g MS).

2.1.3. Détermination de la teneur en flavonols

La méthode au trichlorure d’aluminium (Awah et al., 2012) est utilisée pour quantifier les

flavonols dans les différents extraits.

Dans un tube a essai sont introduits : 1 ml d’extrait dilué¢, 1 ml d’'une solution alcoolique
d’AlCI; a 20 mg/ml et 3 ml d’'une solution d’acétate de sodium a 50 mg/ml. L’ensemble est
incubé a 'ombre pendant 2h 30. Dans ces mémes conditions, une gamme étalon est

également préparée avec des solutions de quercétine a différentes concentrations.

L’'absorbance est ensuite mesurée a 440 nm permettant ainsi la quantification des flavonols.
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2.1.4. Détermination de la teneur en tanins condens  és

Les tanins condensés, également connus sous le nom de proanthocyanidines - dérivés
polymériques de flavan-3-ol, sont déterminés par la méthode de Sun et al. (1998) qui
consiste a dépolymériser les tanins en milieu méthanolique acide, et aprés réaction avec la
vanilline, & les transformer en anthocyanidols de couleur rouge facilement analysables a 500

nm.

Une prise de 500 pl d’extrait convenablement dilué est ajoutée a 3 ml de vanilline & 4% et
1.5 ml d’acide chlorhydrique (HCI). Le mélange est mis en incubation a température

ambiante pendant 15 min. L’absorbance de cette préparation est mesurée a 500 nm.

Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir d'une gamme d’étalonnage
établie avec la catéchine et sont exprimées en milligramme d'équivalent catéchine par

gramme de matiere végétale seche (mg EC/Q).

2.2. Détermination de la teneur en pigments liposol  ubles

Les colorants naturels ou « pigments », dont la plupart sont d’origine végétale, forment une
gamme tres étendue de nuances (du jaune au bleu, en passant par le vert et méme le noir).
La chlorophylle, le lycopéne et le B-caroténe sont parmi les colorants les plus rencontrés et
les plus utilisés dans les industries agroalimentaires. A des doses réglementées, ils sont
bénéfiques pour la santé. Certains d'entre eux sont connus pour leurs activités
antioxydantes, antimutagénes, voire anticarcinogenes (Kamat et al., 2000 ; Bouchet et al.,
2005 ; Ben Mansour et Latrach Tlemcani, 2009)

Dans le but de quantifier leur teneur dans nos plantes, nous avons opté pour la méthode
décrite par Barros et ses collaborateurs (2011) . 150 mg de poudre végétale sont agités
vigoureusement aprées avoir ajouter 10 ml du mélange acétone-hexane (4/6, v/v) pendant 1
min puis filtrés. L'absorbance du filtrat est mesurée par la suite a différentes longueurs
d’'onde (A = 453, 505, 645 et 663 nm).

La teneur en pigments est calculée suivant les équations indiquées ci-dessous et exprimée

en pg/g de matiére végétale seche.

B-carotene (mg/100 ml) = 0.216 X Agez — 1.220 X Agss — 0.304 X Asgs + 0.452 X Assz
Lycopene (mg/100 ml) = - 0.0458 x Agez + 0.204 X Agss — 0.304 X Asgs + 0.452 X Ayss
Chlorophylle a (mg/100 ml) = 0.999 X Agez - 0.0989 X Agss
Chlorophylle b (mg/100 ml) = - 0.328 X Agsz + 1.77 X Agss
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3. Evaluation in vitro des activités biologiques

3.1. Le potentiel antioxydant des plantes

Méme si les antioxydants de synthese sont efficaces et bon marché et que leurs doses
autorisées sont largement limitées pour éviter tout probleme de toxicité, on a assisté depuis
les années 1980 a un engouement pour les produits naturels, et au développement d’extraits
végétaux a usage antioxydant, qui auraient des propriétés biologiques pouvant contribuer a
réduire le risque de certaines pathologies (De-Reynal et Multon, 2009) . Bien que le sujet
soit en évolution permanente, il nous a paru nécessaire de faire le point sur cette question,
d'autant que lintérét pour les antioxydants naturels, particulierement les polyphénals,
s'explique aussi par leur réle potentiel in vivo vis-a-vis des radicaux libres, via I'alimentation

ou la pharmacologie.

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit de facon in vivo, sur des
organismes vivants, soit de maniére in vitro, en utilisant des tests qui miment le phénoméne
physiologique. Pour évaluer l'activité antioxydante in vitro d’extraits naturels, différentes
méthodes ont été développées (Tableau 5). Ces méthodes impliquent le mélange d’espéces
oxydantes, tels que les radicaux libres ou les complexes métalliques oxydés, avec un
échantillon qui contient des antioxydants capables d'inhiber la génération de radicaux. Ces
antioxydants peuvent agir selon deux mécanismes majeurs : soit par transfert d’atome

d’hydrogéne, soit par transfert d’électron (Prior et al., 2005).

Tableau 5. Méthodes de détermination de l'activité antioxydante in vitro (Huang et al.,
2005 ; Karadag et al., 2009)

Classe de méthodes Equation du mécanisme spécifique Exemples
AH + Xe — XH + Ae - Capacité d’absorption des radicaux
libres (test ORAC) ;
Transfert d’'atome AH : antioxydant (donneur d’atome d’hydrogéne) - Capacité de piégeage des radicaux
d’hydrogene Xe : radical libre (accepteur d'atome d’hydrogéne)  libres (test TRAP) ;
XH : radical libre inhibé - Inhibition de I'oxydation de I'acide
As : antioxydant stable linoléique

M (IlI) + AH — AHe + M (Il)

M (Il) : antioxydant (donneur d’un électron)
Transfert d’électron AH : radical libre (accepteur d’un électron)

AHe: radical libre inhibé

M (II): antioxydant stable

- Pouvoir réducteur de l'ion ferrique
(test FRAP) ;

- Analyse des phénols totaux

(test au Folin-Ciocalteu)

- Piégeage du radical DPPHe

Analyses basées Les réactions semblent plus complexes et suivent . . . . o
, . - Réduction du radical-cation ABTS™ ou
sur les deux un des deux mécanismes selon la structure des , L i .
. . . . . détermination de la capacité antioxydante
meécanismes antioxydants ou la nature du milieu réactionnel

en équivalents trolox (TEAC)
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Les méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogéne mesurent la capacité globale
d'un antioxydant a réprimer les radicaux libres par donation d’un atome d’hydrogéne, alors
gue les méthodes basées sur le transfert d’électron mesurent la capacité d’'un antioxydant a
transférer un électron qui réduira n’'importe quel composé, incluant les métaux, les

carbonyles et les radicaux.

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique
qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’'un échantillon. Il faut donc combiner les
réponses obtenues a l'aide de tests différents et complémentaires. C'est pourquoi notre
choix s’est porté sur [utilisation de six tests chimiques, a savoir: la réduction du
phosphomolybdate (ou capacité antioxydante totale (CAT)), le pouvoir réducteur de l'ion
ferrigue (FRAP), le piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe), le piégeage
du radical-cation ABTS™ (lacide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), le
blanchiment du B-carotene et le pouvoir chélateur des ions ferriques. Le principe de ceux-ci
repose sur un changement de couleur qui a été suivi par la lecture de I'absorbance a des

longueurs d’ondes spécifiques.
3.1.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

Cette technique est basée sur la réduction des molybdates Mo(VI) en molybdéne Mo(V) en
présence d'un antioxydant avec la formation d’'un complexe vert (phosphate / Mo(V)) a pH
acide (Prieto et al., 1999). C’est un test quantitatif puisque les résultats sont exprimés en

nombre d’équivalents d’acide gallique.

Le réactif au phosphomolybdate a été préparé a partir d'un mélange d’acide sulfurique
(H,SO,4, 0.6 M), de phosphate de sodium (NazPO,, 28 mM) et de molybdate d’ammonium
((NH4)s M07024¢4H,0, 4 mM). Une prise de 1 ml de ce réactif est additionnée a 100 pl
d’extrait convenablement dilué. Le tube est incubé & 95°C pendant 90 mn. Aprés un repos a
température ambiante, I'absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc contenant du

méthanol a la place de I'extrait.
3.1.2. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhyd  razyl (DPPHse)

Le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHs), fut 'un des premiers radicaux utilisés pour
étudier la relation structure / activité antioxydante des composés phénoliques. Depuis,
certaines modifications ont été apportées et un paramétre important a été introduit: la

détermination de la Clsy définie comme étant la concentration en substrat entrainant une
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diminution de 50% de l'absorption. A cette concentration, 50% du DPPHe est sous forme
réduite (Brand-Williams et al., 1995).

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl-picrylhydrazyl ayant une couleur violette
en un composé jaune, le diphényl-picrylhydrazine (Figure 33), dont l'intensité de la couleur
est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu
réactionnel (Sanchez-Moreno, 2002) .

N—-N' NO, . — NN NO, +
H
;N OsN
DPPH phénol diphénylpicryhydrazine phénoxy

Figure 33. Mécanisme réactionnel d’'un antioxydant avec le DPPHe (Molyneux, 2004)

Pour la mesure de cette activité, nous avons utilisé la méthode décrite par Barros et al.
(2011). Des aliquotes de 30 ul d’extrait a différentes concentrations sont placées dans une
plague a 96 puits en présence d'une solution hydrométhanolique (80/20, v/v, 270 ul)
contenant le radical DPPHe (6x10° M). En paralléle, un contrdle négatif (sans extrait) est
préparé. Apres 60 min d’incubation dans I'obscurité et a température ambiante, I'absorbance

est mesurée a 515 nm en utilisant un lecteur de microplaques (Bio-Tek ELx800).

A des fins comparatives, trois antioxydants standards sont utilisés : I'a-tocophérol (vitamine
E), le BHT (Butyl-hydroxytoluéne, E 321) et le BHA (Butyl-hydroxyanisole, E 320). Les

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule :
Pl % = [(Ac - AE) /Ac] x 100

Avec : Pl % : pourcentage d’inhibition

Ac : absorbance du contrble négatif

Ag : absorbance de I'échantillon testé
L’étude de la variation de I'activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond & 50% d’inhibition (Cls), plus la valeur

de Clg, est faible plus I'extrait est puissant vis-a-vis des radicaux libres.
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3.1.3. Le pouvoir réducteur de l'ion ferrique (FRAP )

Cette méthode est basée sur I'aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe*") en fer
ferreux (Fe™). Le mécanisme est connu comme étant un indicateur de I'activité donatrice

d’électrons, caractéristique de I'action antioxydante des polyphénols (Yildirim et al., 2001).

Elle consiste & mélanger 1 ml de I'extrait a différentes concentrations avec 2.5 ml de tampon
phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)e
a 1% (m/v)). Le mélange obtenu est incubé a 50°C pendant 20 min, puis 2.5 ml d’acide
trichloracétique (CCI;COOH) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Le mélange est
centrifugé a 3 000 g pendant 10 min & température ambiante. A 2.5 ml du surnageant sont
additionnés 2.5 ml d'eau distillée et 0.5 ml de chlorure de fer (FeCl;) a 0.1%. L'absorbance

du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Qyaizu, 1986).

L’augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation du
pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006) . La concentration CEsg, qui est définie
comme étant la concentration effective a laquelle 'absorbance est égale a 0.5, est un indice
utilisé pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances

bioactives.

L'activité de l'extrait est enfin comparée a celle des antioxydants synthétiques (I'a-
tocophérol, le BHT et le BHA).

3.1.4. Piégeage du radical-cation ABTS ™

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cationique
ABTS*", (sel d'ammonium de I'acide 2,2’-azinobis(3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique), qui
présente un spectre d’absorption dans le visible avec trois maxima a 645, 734 et 815 nm
(Belkheiri, 2010) . En réagissant avec le persulfate de potassium (K,S,O0g), I'ABTS forme le
radical ABTS™, de couleur bleue a verte. L'ajout d'un antioxydant va réduire ce radical et

provoquer la décoloration du mélange (Figure 34) .
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Figure 34. Génération du radical-cation ABTS™ avec le persulfate de potassium et sa

réaction avec un antioxydant (AOH) (de Oliveira et al., 2014).

La décoloration du radical, mesurée par spectrophotométrie & 734 nm, est proportionnelle a
la concentration en antioxydants. Le radical cationique ABTS™ est formé par arrachement
d’'un électron (e’) & un atome d’azote de 'ABTS. En présence d’'un antioxydant donneur de

H°, 'atome d'azote concerné pieége un H°, conduisant a I'ABTS+, ce qui entraine la

décoloration de la solution (Lien et al., 1999).

En mode opératoire, un stock d'une solution mere d’ABTS™ stable est préparé en
mélangeant 7 mM d'une solution aqueuse d’ABTS avec 2.45 mM d'une solution de
persulfate de potassium. Le mélange est laissé a l'obscurité et a température ambiante
pendant 12 a 16h avant utilisation. Cette solution est par la suite diluée avec I'éthanol afin
d’avoir une absorbance de 0.700 (x 0.02) a 734 nm. A 950 pl de cette solution, 50 pl d'extrait
végétal ou de témoin positif (BHT) sont ajoutés, aprés 6 min on note I'absorbance obtenue a
734 nm en se référant a un témoin sans extrait.

Les résultats permettent de calculer et d’exprimer cette activité antiradicalaire en Clso comme

décrit précédemment pour le test DPPHe.

Parce que ce test est simple, il est utilisé dans beaucoup de laboratoires pour I'étude de
I'activité antioxydante. LABTS™ réagit rapidement avec les antioxydants et peut étre utilisé
sur une large gamme de pH. Il est soluble dans I'eau et dans les solvants organiques et n’est
pas affecté par la force ionique, il peut donc déterminer la capacité antioxydant lipophile et

hydrophile.
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3.1.5. Inhibition du blanchiment du  B-caroténe

Dans ce test, I'oxydation de l'acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite a
'abstraction des atomes d’hydrogénes a partir de groupements méthylénes diallyliques de
l'acide linoléique (Kaur et Kapoor, 2002) . Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le -
carotene hautement insaturé qui perd ses doubles liaisons entrainant ainsi la disparition de
sa couleur rouge qui est suivie spectrophotométriquement a 490 nm. Cependant la présence
d’'un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I'acide linoléique, et donc
prévenir I'oxydation et le blanchissement du p-caroténe (Yanishilieva et Marinova, 1995 ;
Yang et al., 2008).

La méthode décrite par Koleva et al. (2002) a été employée avec une légére modification.
Une émulsion B-caroténe/acide linoléique est préparée par solubilisation de 2 mg de B-
carotene dans 20 ml de chloroforme. 4 ml de cette solution sont mises dans un ballon avec
40 mg d’acide linoléique et 400 mg de Tween 40. Apres évaporation du chloroforme (40°C),
100 ml d’eau distillée aérée sont ajoutés. L’émulsion résultante est vigoureusement agitée.

Des aliquotes de 10 pl d’extrait a différentes concentrations sont placées dans une plaque a
96 puits en présence de 150 pl d’émulsion. Deux témoins (positif ou I'échantillon est
remplacé par I'antioxydant de synthese et négatif sans antioxydant) ont été aussi préparés
avec la méme procédure. Les microplaques sont alors mises en incubation a 50°C pendant
120 min et I'absorbance est mesurée (at =0 ett =120 min) & 490 nm grace a un lecteur de

microplaques.
Le pourcentage d'inhibition (PI) est obtenu comme suit :
Pl % = [(Ae — Ac120) / (Aco — Aciz0)] * 100

Ag : absorbance de 'extrait a t = 120 min
Ac120 : absorbance du contrdle (témoin négatif) a t = 120 min
Aco : absorbance du contrble (témoin négatif) a t = 0 min

Cette activité est également exprimée en Clso comme décrit pour le test au DPPHe.
3.1.6. Chélation des ions ferreux

La chélation des ions ferreux est déterminée suivant une méthode basée sur l'inhibition de la
formation du complexe Fe®*-Ferrozine (Figure 35), chromophore de couleur violette intense
ayant un maximum d’absorption a 562 nm (Zhao et al., 2006a). En présence d'agents

chélateurs, la formation de ce complexe est perturbée aboutissant & une diminution de
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lintensité de couleur qui sera suivie spectrophotométriqguement. Plus la coloration de la

solution contenant I'extrait testé est claire, plus le pouvoir chélateur est important.
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Figure 35. Mécanisme de formation du complexe Fe*-Ferrozine
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Une prise de 100 pl d’extrait a différentes concentrations est ajoutée a 50 yl de Chlorure de
fer (FeCl,, 4H,0, 2 mM). Aprés une agitation vigoureuse et un repos de 5 min, 100 pl de
ferrozine (5 mM) sont ajoutés, suivis de 2.75 ml d’eau distillée. Le mélange est laissé au
repos pendant 10 min a température ambiante permettant ainsi la complexation du fer
résiduel et la formation du complexe Ferrozine-Fe*. Un contréle négatif (sans extrait) est

préparé dans les mémes conditions.

L'absorbance est mesurée a 562 nm contre un blanc (sans ferrozine). L'effet séquestrant
des échantillons vis-a-vis du fer est exprimé en pourcentage de chélation selon I'équation

suivante :
%Chélation = [(A ¢ — Ag) / Ac] x 100

Avec : Ac : absorbance du contrble négatif

Ag : absorbance de I'échantillon testé
Les résultats sont alors exprimés en Cls, comme décrit précédemment pour le test au
DPPHe et comparés a un antioxydant de synthése (EDTA, acide éthyléene diamine
tétraacétique).
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3.2. Le potentiel antimicrobien des plantes

La médecine traditionnelle par les plantes jusqu’a aujourd’hui continue d’étre utilisée par une
grande partie de la population dans la plupart des pays en développement. Si ces utilisations
sont justifiées par des effets validés, les plantes pourraient étres des sources de

biomolécules actives exploitables.

Dans cette partie, nous recherchons des composés antimicrobiens synthétisés par Anvillea
radiata et/ou Rumex vesicarius, deux plantes médicinales connues pour leurs propriétés

thérapeutiques.
3.2.1. Propriétés des germes étudiés

L’activité antimicrobienne des extraits et des fractions a été évaluée sur onze souches
pathogénes (Tableau 6) . Les souches bactériennes et fongiques proviennent du Laboratoire
de Produits Naturels alors que les levures nous ont été fournies par le Laboratoire
Antibiotiques, Antifongiques : Physico-Chimie, Synthése et Activité Biologique, du

département de Biologie (Université de Tlemcen).
3.2.2. Mise en culture des souches

Une pré-culture des souches microbiennes est préparée afin d’obtenir une phase
exponentielle de croissance. La turbidité est ensuite ajustée au standard McFarland 0.5 avec
un spectrophotométre, ce qui correspond & 1-2 x 10® UFC/ml pour les bactéries (DO = 0.08
a4 0.1/ A=625nm) et 1-5 x 10° UFC/ml pour les levures (DO = 0.12 & 0.15 / A = 530 nm)
(NCCLS, 2001). Pour les moisissures, les suspensions (préparées a partir d'une culture de 7
jours ayant atteint le stade de sporulation sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) sont
ajustées a 10° spores/ml, ce qui correspond a une transmittance de 68-82 % (A = 530 nm)
(Pfaller etal., 1998).

3.2.3. Etude de I'activité antimicrobienne

Deux méthodes différentes ont été employées pour la détermination in vitro de l'activité
antimicrobienne : la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé et la méthode de
micro-dilution en milieu liquide.

La sensibilité des souches microbiennes, vis-a-vis de : la nystatine (Ny. 30 pg/disque), la
céftazidime (CAZ. 30 ug/disque), 'amikacine (AK. 30 ug/disque), le céfotaxime (CTX. 30
ug/disque), I'ampicilline (AMP. 10 pg/disque) et I'oxacilline (OX. 1 pg/disque), a été testée

comme contréle positif et du DMSO (10 pl/disque) comme contrble négatif.
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Tableau 6 : Description et pouvoir pathogéne des souches testées

Groupes de germes

Bacille Gram -

Bacille Gram +

Cocci Gram +

Levures

Moisissures

Espéces
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Bacillus cereus

Staphylococcus aureus

Micrococcus luteus

Candida albicans

Fusarium oxysporum

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Références
ATCC 25922

ATCC 27853

ATCC 700603

ATCC 10876

ATCC 25923

ATCC 9341

ATCC 10231
IP 444

MNHN 963917

MNHN 994294

MNHN 566

Habitat préférentiel

- Matieres fécales
Aliments contaminés
Eaux usées

- Sol, eau, plantes

Voies respiratoires
Matiéres fécales
Réfrigérateurs

Appareils sanitaires

- Matieres fécales

Voies aériennes supérieures
Aliments contaminés

Sol, poussiéres

Eaux

Aliments, Lait (en poudre)
Peau, cheveux
Nasopharynx

Périnée

Poussieres, air

Aliments contaminés

Peau ; voies respiratoires supérieures ;

oropharynx
Sol ; poussiéres ; eaux ; air

Tube digestif

- Il est présent dans les sols sous forme

sporulée.

- Espece cosmopolite, elle peut coloniser

de nombreux substrats.

- Espece tres fréquente sur les matieres

organiques humides.

Infections hospitaliéres les plus fréquentées
- Infections urinaires

Plaies

Septicémies

Infections respiratoires

- Infections pulmonaires et urinaires
Brllures

Plaies

Septicémies

- Infections pulmonaires et urinaires
Plaies

Septicémies

Intoxications alimentaires*
Septicémies chez les immunodéprimés

Infections cutanées, plaies, brilures, abces
Ostéites, ostéomyélites

Endocardites

Septicémies

Infections pulmonaires

Intoxications alimentaires

Infections nosocomiales chez les immunodéprimés

Septicémies et infections viscérales

Candidoses superficielles

- Agent d’onyxis, de kératites, d’endophtalmies, de
péritonites et d’'infections disséminées chez les
patients atteints d’hémopathie maligne.

- Aspergilloses pulmonaires ou généralisées.

- Aspergilloses aviaires et humaine.

ATCC: American Type Culture Collection. IP: Institut Pasteur. MNHN : Muséum National d'Histoire Naturelle. Les infections n'étant pas essentiellement hospitalieres sont désignées par *.
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3.2.3.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogr amme)

Cette méthode est utilisée pour évaluer I'activité antimicrobienne de nos extraits. Bien qu’elle
soit reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en étape préliminaire a
des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des résultats essentiellement

gualitatifs.

Pour effectuer le test, des disques de papier filtre de 6 mm de diamétre imprégnés de 10 pl
d’extraits solubilisés dans le DMSO (1 mg/disque) sont déposés a la surface d'un milieu
gélosé en boite de pétri (3 disques par boite), préalablement ensemencées en surface en
nappe avec 1 ml de suspension microbienne (10° UFC/ml pour les levures et souches
bactériennes sauf S. aureus qui a été ensemencée a 10" UFC/ml et 10* spores/ml pour les

moisissures) pendant 10 — 15 min. L'excédant de I'inoculum est éliminé par aspiration.

Les milieux de culture recommandés sont la gélose Mueller-Hinton pour les bactéries, la
gélose Mueller-Hinton supplémentée avec 2% de glucose et 0.5 pg/ml de bleu de méthyléne
pour les levures (NCCLS, 2004) et le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) pour les

moisissures.

Les boites sont laissées 1 h a température ambiante puis retournées et incubées a 37°C
pendant 18-24 h pour les bactéries, a 30°C pendant 24-48 h pour les levures et a 25°C
pendant 3 jours pour les moisissures. Apres incubation, le diamétre des zones d’inhibition

est mesuré (mm), disque inclus.
3.2.3.2. Méthode de micro-dilution en milieu liquid e

Ce test en milieu liquide a pour objectif de déterminer les valeurs des parametres
antimicrobiens dont la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et la Concentration Minimale
Bactéricide (CMB) ou Fongicide (CMF). La méthode décrite par Okusa et al. (2007), avec

une légere modification, a été employée.

Les extraits étudiés sont dissouts dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) & une concentration de
25 mg/250 pl puis dilués avec 5 ml de bouillon Mueller-Hinton (pour le test antibactérien) et
Sabouraud (pour le test anti-Candida). La concentration finale en DMSO dans le milieu est
de 5%.

200 pl de la solution préparée sont transférés dans une microplague a 96 puits et une
gamme de concentrations de chaque extrait est effectuée par des dilutions au demi dans les

milieux de culture.
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A partir d’'une culture microbienne de 24 h d’incubation, une pré-culture pour atteindre la
phase exponentielle de croissance microbienne est préparée. Une fois sa densité optique
obtenue, cette préculture est utilisée pour préparer un inoculum de 10° UFC/ml (pour les
bactéries) et 10* UFC/ml (pour les levures) dans une solution de chlorure de sodium (0.9%).
Ensuite, 100 ul de cet inoculum sont homogénéisés dans chaque puits de la gamme de
concentrations préalablement préparée puis incubée a 30 ou 37°C pendant 24 ou 48 h. Les
concentrations finales de la gamme ainsi générée sont comprises entre 10 et 0.078 mg/ml.
Deux puits représentent les témoins négatifs : un 1° puits contient le milieu de culture et
oeme

l'inoculum et un puits contient uniguement le milieu de culture.

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration de I'extrait capable d’inhiber toute croissance visible du germe. Elle mesure
donc, un effet bactériostatique et ne renseigne pas sur I'état de la population bactérienne, ne
permettant notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie ou totalement ou si elle a
seulement cessé de se multiplier (Bergogne-Bérézin et Brogard, 1999) . La turbidité de

chaque puits est appréciée a I'eeil nu a la lumiére du jour.

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) ou Fongicide (CMF) correspond a la plus
faible concentration en extrait capable de tuer plus de 99.9% de l'inoculum bactérien initial
(soit moins de 0.01% de survivants). Elle définit I'effet bactéricide d'un échantillon donné.
Des prélevements sont effectués dans le puits témoin et dans chacun des puits dépourvus
de culot bactérien puis déposés «en spots» sur gélose Muller-Hinton. Les boites

ensemencées sont ensuite incubées a 37°C pendant 24h.

La CMB de nos extraits est déduite a partir de la premiere boite dépourvue de bactérie ou de

levure. Chaque expérience est réalisée trois fois au cours de trois expériences successives.
4. Analyses chromatographiques
4.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour identifier les familles moléculaires présentes dans les extraits, ayant présentés une
certaine activité, nous avons effectué un criblage phytochimique par CCM. C’est une
technique appréciée en phytochimie car elle fournit une empreinte chromatographique des
extraits étudiés et un grand nombre d’échantillons peut étre analysé simultanément. De plus,
des révélateurs spécifiques aux familles moléculaires ou a des activités biologiques peuvent
étre appliqués aprés la séparation, indiquant directement la présence ou non de molécules

bioactives (Marston, 2011) . Dans notre cas, nous avons utilisé différents systémes a
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différents révélateurs moléculaires dans le but d'identifier principalement des composés
polaires : polyphénols et flavonoides, mais également des molécules apolaires: acide gras et

terpenes (Annexe 2) .

Le rapport frontal (Rf) des spots issus de la séparation, qui correspond a la distance
parcourue par le composé divisé par la distance parcourue par I'éluant, est calculé pour
aider a évaluer la distance de migration des composés. Ainsi un Rf faible est caractéristique
d’'une molécule qui a peu migré et qui est donc proche de la ligne de dépét, alors qu’'un Rf
élevé est caractéristique d’une molécule qui a fortement migré et qui est donc proche du

front de migration, avec une forte affinité pour la phase mobile.

4.2. Chromatographie liquide haute performance (CLH P)

L’analyse a été réalisée au laboratoire des Plantes Extrémophiles (LPE) de Borj Cédria
(Tunisie), par Mme. BOURGOU Soumaya.

D’une maniére générale la CLHP, qui fait intervenir une phase stationnaire solide constituée
de particules fines et une phase mobile liquide, demeure la technique le plus souvent utilisée
car elle présente de nombreux avantages tels que sa simplicité de mise en ceuvre, sa
reproductibilité, une gamme étendue de phases stationnaires commercialement disponibles
permettant de moduler les interactions avec le soluté, et ses diverses possibilités de

couplages avec d’'autres techniques chromatographiques et/ou des systémes de détection.

Notre choix s’est basé essentiellement sur la fraction acétate d’éthyle, qui a montré lors de
cette étude une bonne activité biologique. Ainsi, il a été démontré qu’elle présente une

composition trés proche de celle de la fraction butanolique.

- Appareillage

La CLHP analytique de type Agilent est constituée des éléments suivants : une pompe
Prostar 1 100, une colonne Hypersil ODS C18 (4.6 m x 250 mm) de porosité 5 pm, un

détecteur a barrettes diodes 1100, un systéme d’injection automatique modele 1 100.

- Conditions opératoires

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants A (acétonitrile) et B (eau & 0.2 %
acide formique). L’échantillon est dissout dans le méthanol puis filtré a travers un filtre
millipore 0.45 um. La séparation a été réalisée a température ambiante sous un débit de 0.7

ml/min avec un gradient de solvants programmeé selon le tableau 7.
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Tableau 7. Programme (temps, débit et gradient de solvant) utilisé en CLHP analytique pour

I'injection de nos extraits ainsi que des standards

Temps A% B % Débit

6 35% 65% 0.7 ml/min
9 60% 40% 0.7 ml/min
14 80% 20% 0.7 ml/min
25 100% 0% 0.7 ml/min
30 35% 65% 0.7 ml/min

Le volume de l'injection est de 20 pl. Les pics sont examinés a 280 nm et identifiés par les
temps de rétention comparés a ceux des témoins purs. Une gamme de 44 standards a été

utilisée composée d’acides phénoliques et de flavonoides (Annexe 3).

5. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyennes + déviation standard. Les
valeurs de Clso/CEsg ont été calculées a partir des équations linéaires, logarithmiques ou
projection directe sur les courbes (% inhibition = f concentrations). Plus elles sont petites,
plus I'activité antioxydante des extraits testés est grande. Les coefficients de corrélation
entre les composés phénoliques et les méthodes de I'activité antioxydante ont été démontrés
en utilisant EXCEL (2010).
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Y

Le processus général de caractérisation de nouvelles molécules bioactives a partir de
matrices complexes, telles que les plantes, fait intervenir différentes étapes, dont les trois
principales sont I'extraction, le fractionnement et lidentification des composés d'intérét,
toutes guidées par des analyses phytochimiques et des tests biologiques (Hostettmann et
Wolfender, 2004) .

1. Criblage phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des différentes parties traitées des
plantes sélectionnées pour cette étude a permis de mettre en évidence la présence de

guelques groupes chimiques représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 8. Résultats du criblage phytochimique réalisé sur A. radiata et R. vesicarius

Fe + + + - - + + +

A. radiata Fl + + + - - + + +
T - + * - - + + +

R. vesicarius Pa - + + + - + + +

Pa: Partie aérienne, Fe : feuilles, Fl: fleures, T: tiges, +: présence certaine, +/-: présence incertaine,

absence

La nature des principes chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique laisse
prévoir des activités pharmacologiques intéressantes des plantes étudiées. Il s’agit

essentiellement ;

- Des flavonoides : souvent présentés comme anti-inflammatoires, anti-allergiques,
hépatoprotecteurs,  antispasmodiques, hypocholestérolémiants,  diurétiques,
antibactériens, antiviraux in vitro... (Bruneton, 2009) ;

- Des tanins: les applications des drogues a tanins sont assez restreintes et
découlent de leur affinité pour les molécules protéiques. Par voie externe, elles
imperméabilisent les couches les plus externes de la peau et des muqueuses,
protégeant ainsi les couches sous-jacentes ; elles ont aussi un effet vasoconstricteur

sur les petits vaisseaux superficiels. Par voie interne, ils exercent un effet
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antidiarrhéique certain. Quelle que soit la voie d’administration, I'effet antiseptique —
antibactérien et antifongique — clairement démontré de ces molécules est intéressant
(diarrhée infectieuses, dermatites) (Bruneton, 2009) ;

- Des saponosides : sont habituellement hémolytiques. Cette propriété est attribuée a
leur interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire. Il est également
assez fréquent que ces molécules aient une tres forte activité spermicide,
logiquement corrélée avec I'activité hémolytique. In vivo, bon nombre de saponosides
assurent la défense du végétal contre I'attaque microbienne ou fongique. Quasiment
dépourvus d’activité antibactérienne, les saponosides sont parfois actifs, in vitro, sur

des virus (Bruneton, 2009) .

L’espéce Anvillea radiata renferme, en plus de ces molécules, des alcaloides. Ces derniers
sont en majorité retrouvés dans les feuilles. La recherche des coumarines et des dérivés
quinoniques s’est montrée négative. Ceci est en accord avec les travaux faits par Djellouli
et al. en 2013.

Lakhdar et ses collaborateurs ont rapporté la présence des huiles volatiles, d’acides gras,
des dérivées anthracéniques et des émodols dans les feuilles et les fleurs d’A. radiata
(Mebarki et al., 2013), alors gu'ils ont affirmé l'absence des anthocyanosides et des

composeés réducteurs.

Une analyse faite par Londonkar et Asha Tukappa en 2013, sur les extraits méthanoliques
et aqueux de la partie aérienne de R. vesicarius, rapporte la présence des alcaloides, tandis
gue Rao et ses collaborateurs ont signalé l'absence des tanins, des alcaloides et la

présence des antraquinones dans la partie aérienne de R. vesicarius (Rao et al., 2011).

Les résultats de ce criblage permettent d’élaborer des hypothéses pour expliquer I'activité

biologigque d’'un extrait par la présence d'une famille chimique particuliere.
2. Criblage biologique des différents extraits obte nus par extraction solide-liquide

Les espéces sélectionnées pour cette étude ont retenues notre attention du fait de leur
usage traditionnel et le peu dinformations que nous avons tiré des recherches
bibliographiqgues. Comme nous ne disposons daucun travail qui différencie I'activité
biologique des différentes parties d’Anvillea radiata, on a choisi de mener notre étude sur les
feuilles, les fleurs et les tiges de cette espéce végétale. Ainsi nous nous sommes attaché a
utiliser les différentes méthodologies développées précédemment et qui sont résumées dans

la figure suivante :
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Préparation des extraits bruts

Analyses chimiques

Analyses biologiques

L

P
Détermination de Détermination de
la teneur en la teneur en
composés pigments
phénoliques liposolubles

Potentiel antioxydant:

- Capacité antioxydante totale;

- Piégeage du radical DPPHe;

- Pouvoir réducteur des ions ferriques;
- Piégeage du radical ABTSs;

- Chélation des ions ferriques.
/O

Potentiel
antimicrobien:

Méthode des disques

- Inhibition du blanchiment du -caroténe;

/

Sélection de I'extrait le plus actif

Figure 36. Méthodologie adoptée pour I'étude phytochimique et biologique des extraits bruts

2.1. Rendements en extraits bruts

Les rendements d’extraction ont été calculés par rapport au poids total de la poudre végétale

et présentés dans la figure 37.

Rendements d'extraction (%)

Fewillzs

Fleurs

Tiges

Anvilleo rodiate

Fortiz némsnne™®

Rumex vesicanus

W Acetone FO% 26,16 27757 1z.10z2 15,023
W iis0H 705 30718 29.086 14 406 14 252
W infusé 42,107 36,171 11,895 29,419

*: Feuilles, fleurs et tiges ; Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique

Figure 37. Rendements d’extraction moyens (%) obtenus par ESL

Les rendements d’extraction observés dépendent a la fois de I'organe de la plante et aussi

du solvant d’extraction. On constate que quelque soit I'organe utilisé, le rendement

d’extraction obtenu avec I'eau chaude est toujours plus élevé sauf pour les tiges d’A. radiata
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ou les valeurs se rapprochent. Par ailleurs, la quantité des molécules extraites est supérieure

dans les feuilles (42.107%) par rapport aux autres organes.

On constate aussi la tendance d’extraire plus de composés avec I'eau qu'avec les autres
solvants. Cela peut s’expliquer par le simple fait que I'eau est un solvant fortement polaire
connu pour extraire une large gamme de molécules dont une quantité importante de

composés non phénoliques comme les glucides et les protéines (Bonnaillie et al., 2012).
2.2. Analyses colorimétriques par spectrophotométri e (UV-visible)

2.2.1. Détermination de la teneur en composés phéno  liques

2.2.1.1. Détermination de la teneur en polyphénols  totaux

Les différents extraits bruts, obtenus par extraction solide-liquide, ont été analysés
guantitativement par spectrophotométre UV-visible pour leur contenu en polyphénols. Les
résultats sont exprimés en terme d’équivalents acide gallique a I'aide d’'une courbe étalon
(Figure 38) .

1 y = 0,0089x + 0,0027
09 R2=0,9996

0,8
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0,2
0,1

Absorbance a 725 nm

0 20 40 60 80 100 120
[C] Acide gallique (HQ/mD

Figure 38. Courbe étalon de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

En se basant sur les valeurs d'absorbance des diverses solutions d'extraits, ayant réagi avec
le réactif de Folin-Ciocalteu et comparées a la solution étalon en équivalence d'acide
gallique, les résultats de l'analyse colorimétrique des composés phénoliques totaux sont

résumes dans le tableau 9 et sont représentés sur la figure 42.
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Tableau 9. Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/g), en flavonoides (mg EC/g), en

flavonols (mg EQ/g), et en tanins condensés (mg EC/g) des différents extraits obtenus par

ESL

Extraits Polyphénols > Tanins
Flavonoides Flavonols )
bruts totaux condenses
Fe 129.121+0.764 56.482+0.091 10.472+0.047 5.978+0.112
Acétone A. radiata Fl 208.572+0.233 148.292+0.249  5.077+0.373 1.048+0.063
70% T 78.088+0.864 43.724+0.046 2.288+0.047 1.311+0.024
R. vesicarius  Pa 176.599+1.546 109.712+0.199  7.048+0.045 46.771+0.398
Fe 95.513+7.908 50.250+0.000 7.231+0.425 6.758+0.714
A. radiata Fl 198.951+21.505 164.486+0.843 8.058+0.773 1.549+0.051
MeOH 70%
T 98.618+7.770 52.220+0.537 3.384+0.232 0.769+0.153
R. vesicarius Pa 43.278+0.280 19.721+0.374 2.679+0.023 4.336+0.192
Fe 123.430+2.240 78.136+1.423 0.386+0.014 1.147+0.043
nfusé A. radiata Fl 171.724+3.956 122.000+0.823  0.936x0.140 0.494+0.086
nfusé
T 77.839+4.099 35.210+0.050 0.884+0.036 0.000+0.000
R. vesicarius Pa 70.150+1.692 32.688+0.971 1.480+0.026 2.283+0.055

Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures + standard de déviation. Fe : feuilles ; Fl: fleurs; T :

tiges ; Pa : partie aérienne ; Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique

Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient considérablement entre
les extraits des différentes parties étudiées d'A. radiata. L'acétone aqueux possede les
teneurs les plus élevées, avec des valeurs allant de 78.088 + 0.864 mg EAG/g jusqu'a
208.572 £+ 0.233 mg EAG/g de matiére végétale seche. Considérant les organes, les fleurs
accusent les teneurs les plus importantes en ces composés. La répartition inégale des
polyphénols dans les différents organes d’'une méme plante a été rapportée par plusieurs
auteurs (Falleh et al., 2007 ; N'Guessan et al., 2011 ; El-Haci et al., 2012). L’extrait hydro-
acétonique de R. vesicarius était également riche en polyphénols (176.599 + 1.546 mg
EAG/Q).

Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliqgues comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique
(Djeridane et al., 2006). Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu donne donc une
évaluation brute de tous les composés phénoliques d'un extrait. Il n'est pas spécifique aux
polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux

phénolique apparent élevé (Tawaha et al., 2007).

Ce test, basé sur une réaction d’oxydo-réduction, peut étre également considéré comme une

méthode permettant d’évaluer l'activité antioxydante (Prior et al., 2005). De ce fait, les
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extraits les plus riches en composés phénoliques peuvent étre également considérés comme

les plus antioxydants.

2.2.1.2. Détermination de la teneur en flavonoides  totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits bruts a été déterminée selon la méthode au
trichlorure d’aluminium. Les résultats sont exprimés en terme d’équivalents catéchine a l'aide

d’'une courbe étalon (Figure 39) .
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Figure 39. Courbe étalon de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Les résultats, présentés dans le tableau 9, montrent que les teneurs en flavonoides totaux
varient considérablement entre les différents organes. La grande distinction entre les parties
étudiées apparait au niveau de la richesse de certaines et la pauvreté des autres ; les fleurs
d’A. radiata enregistrent un maximum de flavonoides (144.926 mg EC/g en moyenne) tandis
gue les feuilles et les tiges renferment des teneurs 2.352 a 3.315 fois plus faibles (soit
61.622 et 43.718 mg EC/g en moyenne, respectivement). Ces résultats sont en concordance

avec les travaux de Mahmoudi et al. (2013).

En ce qui concerne le solvant d’extraction, le méthanol aqueux reste le meilleur extracteur
des flavonoides contenant dans I'espece A. radiata, soit en moyenne 88.985 mg EC/g contre
82.832 mg EC/g et 78.448 mg EC/g pour I'acétone aqueux et I'eau chaude, respectivement.
Alors que pour I'espéce R. vesicarius, I'acétone aqueux enregistre la teneur la plus élevée
(109.712 + 0.199 mg EC).
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2.2.1.3. Détermination de la teneur en flavonols

La méthode au trichlorure d’aluminium a été utilisée pour quantifier les flavonols dans les
différents extraits. Les résultats sont exprimés en terme d’équivalents quercétine a l'aide

d’'une courbe étalon (Figure 40) .
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Figure 40. Courbe étalon de la quercétine pour le dosage des flavonols

Les résultats présentés dans le tableau 9 montrent bien que ces composés sont présents
dans tous les extraits avec des concentrations variantes (de 0.386 + 0.014 a 10.472 + 0.047
mg EQ/g MS) selon l'organe et le solvant utilisé pour I'extraction. Le méthanol aqueux
posséde la teneur la plus élevée pour I'espece A. radiata avec en moyenne 6.224 mg EQ/g
contre 5.946 mg EQ/g et 0.735 mg EQ/g pour I'acétone aqueux et I'eau, respectivement. Par
ailleurs, c’est I'extrait hydro-acétonique de I'espece R. vesicarius qui a enregistré la teneur la

plus élevée en flavonols (7.048 + 0.045 mg EQ/Q).

2.2.1.4. Détermination de la teneur en tanins conde nsés

Les tanins condensés, ou proanthocyanidines, ont été déterminés par la méthode a la
vanilline en milieu acide. Les résultats sont exprimés en terme d'équivalents catéchine a

l'aide d’'une courbe étalon (Figure 41) .
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Figure 41. Courbe étalon de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

On peut remarquer du tableau 9 que, quelque soit 'organe étudié, I'acétone aqueux posséde
les teneurs les plus élevées en tanins condensés, suivi du méthanol et de I'infusé aqueux.
Rumex vesicarius s’est avérée riche en ces molécules présentant ainsi des valeurs allant de
2.283 + 0.055 & 46.771 + 0.398 mg EC/g MS. En outre, considérant les différents organes
étudiés, nos résultats révelent que les tanins condensés sont essentiellement localisés dans
les feuilles d’Anvillea radiata (4.628 mg EC/g MS, en moyenne). Les tiges sont trés pauvres

en ces molécules avec une valeur 6 fois inférieure a celle évaluée pour les feuilles.

Selon Bruneton (2009) , I'extraction des tanins est, en régle générale, réalisée par un
mélange d’eau et d'acétone ce qui explique nos résultats. Seigler et ses collaborateurs, en
faisant I'extraction de quatre espéces d’Acacia du Mexique et du Texas, ont eux aussi
montré que l'acétone a 70% dans lI'eau donne un meilleur rendement que l'eau ou le
méthanol a 80% (Seigler et al., 1986).

L’acétone posséde la capacité de solubiliser les proanthocyanidines qui ne sont pas solubles
dans le méthanol (Kennedy, 2002 ; Naczk et Shahidi, 2006) . Mais le probleme selon
Rosales (1999) et Joki€ et al. (2010) est que I'eau et I'acétone, spécialement a hautes
températures, extraient aussi des substances indésirables comme les protéines, les lipides

et les colorants non phénoliques qui causent des interférences lors du dosage des tanins.

Au vu des résultats présentés ci-dessus, il ressort que I'extraction des composés
phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation des principes actifs. Elle dépend a la
fois du solvant d’extraction et de la nature de I'organe étudié. Pour cela, la sélection d'un
systeme de solvant approprié reste I'une des étapes les plus importantes dans |'optimisation
d’extraction des polyphénols, des flavonoides et d'autres composés antioxydants (Zhao et
al., 2006b).
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L’examen de I'ensemble des résultats est resumé dans la figure 42.
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TPT : Teneur en polyphénols totaux ; TFT : Teneur en flavonoides totaux ; TF : Teneur en flavonols ; TTC :
Teneur en tanins condensés ; Fe : feuilles ; Fl : fleurs ; T : tiges ; Pa : partie aérienne ; Acétone 70% : extrait
hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique

Figure 42. Détermination du contenu en composeés phénoliques des différents extraits
obtenus par ESL

2.2.2. Détermination de la teneur en pigments lipos  olubles

En examinant les résultats illustrés dans la figure 43, nous signalons la richesse de Rumex
vesicarius en B-caroténe (116.893 + 1.602 pg/g MS), en lycopene (156.403 + 1.592 ug/g
MS) et en chlorophylle a (271.447 + 3.457 pug/g MS). Par contre, en comparant les différents
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organes d’'A. radiata, nous remarquons que les fleurs contiennent une teneur élevée en -
carotene (38.831 + 0.927 ug/g MS) et en lycopéne (48.911 + 0.567 pug/g MS), tandis que les
feuilles sont riches en chlorophylle a (131.844 + 1.267 pg/g MS). Ces composés mineurs
conférent aux deux plantes des qualités nutritionnelles et thérapeutiques importantes (Saleh
et al., 1993 ; Al-Rumaih et al., 2002 ; Alfawaz, 2006 ; Filho et al., 2008 ; Bélanger et al.,
2010).

Bhaskarachy et al. (1995) et Bélanger et al. (2010) ont rapporté, dans leurs travaux portés
sur R. vesicarius que la teneur en B-caroténe par rapport a la matiére végétale fraiche est de
26 ug/g et 45 uglg, respectivement, mais aucun travail n'a été réalisé sur le contenu en
caroténoides ou en chlorophylle par rapport a la matiere végétale séche, ce qui rend difficile

de comparer nos résultats.
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Teneur en pigments (Lg/g)

Fe Fl T Pa
M B-caroténe 5,66 38,831 0 116,893
H Lycopéne 17,733 48,911 6,851 156,403
Chlorophylle a 131,844 48,889 34,133 271,447
H Chlorophylle b 14,667 12,378 14,622 48,383

Fe : feuilles ; Fl : fleurs ; T : tiges ; Pa : partie aérienne

Figure 43. Teneur en pigments liposolubles contenus dans les différents organes testés
(Hg/g MS)

Des études épidémiologiques montrent I'influence favorable de la consommation des fruits et
Iégumes riches en caroténoides pour la prévention de certaines pathologies dégénératives
(Rémeésy, 2005). Le p-carotene, outre son activité provitaminique A, et les autres
caroténoides (lycopéne, canthaxanthine, astaxanthine, lutéine, zéaxanthine) ont une activité
antioxydante bien établie in vitro. lls neutralisent notamment I'oxygéne singulet (*O,) et les
radicaux hydroperoxyles ROQe. Des travaux récents suggerent qu'ils ont aussi un effet sur

I'expression génique (Beaudeux et Durand, 2011) .
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Contrairement au B-caroténe et au lycopéene qui appartiennent a la famille des caroténoides,
la chlorophylle constitue a elle seule une famille. Aujourd’hui, nous pouvons distinguer plus
de 50 chlorophylles différentes. Toutefois, la chlorophylle a et b restent majoritaires et

dominent le marché des colorants alimentaires (Ben Mansour et Latrach Tlemcani, 2009)

Cette molécule est décrite par plusieurs auteurs (Katoh et al., 1983 ; Dashwood et al.,
1991 ; Warner et al., 1991) pour son pouvoir antimutagene vis-a-vis des carcinogenes
chimiques et biologiques, en particulier le benzo(a)pyrene. En effet, cette molécule accélére
la dégradation du carcinogéne ultime (époxyde) issu de la métabolisation du benzo(a)pyrene
(Ferruzzi et al., 2002). Un autre travail a montré une amélioration remarquable chez 47
patients sur une totalité de 50 patients souffrant d’'un ulcére chronique, suite a I'utilisation
d'un onguent contenant les dérivés hydrosolubles de la chlorophylle (Cady et Morgan,
1984).

2.3. Etude des activités biologiques des extraits b ruts

2.3.1. Evaluation du potentiel antioxydant des extr  aits

A travers nos recherches bibliographiques et compte tenu de la complexité des processus
d’'oxydation, il apparait clairement qu'une seule méthode n'est pas suffisante pour
caractériser le potentiel antioxydant d’'un échantillon. Il faut donc combiner les réponses
obtenues a l'aide de tests différents et complémentaires. C’est pourquoi notre choix s’est
porté sur [lutilisation de six tests chimiques. Le principe de ceux-ci repose sur un
changement de couleur qui a été suivi par la lecture de l'absorbance a des longueurs

d’'ondes spécifiques.

Dans ce qui suit, nous présentons les résultats du potentiel antioxydant des extraits bruts

sélectionnés pour cette étude.

2.3.1.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale des extraits bruts est exprimée en nombre d’équivalents
d’acide gallique a partir d’'une courbe d’étalonnage, établie en utilisant I'acide gallique
comme référence (Figure 44). A la différence des autres tests, la CAT permet non
seulement de quantifier I'apport de I'activité antioxydante des polyphénols mais aussi

d’autres composés antioxydants tel que les vitamines (C, E, ...) (Prieto et al., 1999).
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Figure 44. Courbe étalon de I'acide gallique pour la mesure de la capacité antioxydante

L'estimation de la capacité antioxydante totale des extraits bruts a montré une importante
variabilité en fonction de l'organe étudié et la nature du solvant utilisé pour I'extraction
(Figure 45) . En outre, les extraits d’Anvillea radiata présentent les teneurs les plus élevées
avec 381.551 +4.982 mg EAG/g et 298.147 + 4.137 mg EAG/g pour les infusés aqueux des
fleurs et feuilles, respectivement. L’extrait hydro-méthanolique de Rumex vesicarius a
présenté la teneur la plus faible de I'ordre de 32.969 + 4.405 mg EAG/g. Le tableau 10

rassemble les valeurs obtenues par cette analyse.

m Acetone T0%

mMelH F0%
Infusé

450 -
400 -
350 -
300 -
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200 -
150 -
100 -
50

CAT {mg EAG/g)

Fe Fl T Pa

CAT : capacité antioxydante totale ; Fe : feuilles ; Fl : fleurs ; T : tiges ; Pa : partie aérienne de R. vesicarius ;
Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique

Figure 45. Capacité antioxydante totale, exprimée en mg EAG/g MS, des extraits bruts

A notre connaissance, aucune étude n'a été réalisée sur I'activité antioxydante totale des
extraits de ces deux especes. Pour cela, il est difficile, voire impossible de comparer nos

résultats avec les travaux antérieurs.
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2.3.1.2. Piégeage du radical 2,2 -diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe)

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
pourcentage d’inhibition correspondant (Pl %), nous avons établi les profils d'activité
antiradicalaire présentés dans la figure 46, et c’est a partir de ces profils que nous avons

déduit la valeur correspondante a la Cls, (la concentration d’inhibiteur (antioxydant)

nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres).
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MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique ; Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; BHT : hydroxytoluéne butylé ;
BHA : Hydroxyanisole butylé ; Vit E : a-tocophérol ; (A) : La partie aérienne de R. vesicarius ; (B) : Les feuilles
d’A. radiata ; (C) : Les fleurs d’A. radiata ; (D) : Les tiges d’A. radiata

Figure 46. Profils de 'activité antiradicalaire (test DPPHe) des extraits bruts

Les profils de I'activité antiradicalaire obtenus révelent que les extraits testés possedent une
activité dose-dépendante. La présence d'une phase stationnaire signifie une réduction

presque totale du radical DPPHe en sa forme non radicalaire DPPH-H.

L’extrait hydro-acétonique de l'espéce R. vesicarius a montré un pouvoir réducteur plus
important par rapport aux autres extraits. A une concentration de 0.375 mg/ml, il a atteint un
pourcentage d’inhibition égale a 90.580%, alors que les extraits hydro-méthanolique et
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agueux n'ont atteint que 35.182% et 22.141% a cette méme concentration. Par contre, chez
A. radiata, se sont les extraits hydro-méthanoligues qui expriment les meilleures
pourcentages a neutraliser le radical DPPHs.

Indépendamment de la nature du solvant, la comparaison des profils de [Iactivité
antiradicalaire des différents organes d’A. radiata a permis de distinguer que les exraits des

fleurs présentent des pourcentages significativement plus importants.

Les valeurs des Clg,, présentées dans le tableau 10, nous permettent d’évaluer et de
comparer l'efficacité des extraits. Nous rappelons que plus la valeur de la Clg, est faible plus
'extrait est puissant vis-a-vis des radicaux libres. Deux groupes peuvent ainsi étre
distingués : un premier ayant des valeurs supérieures ou égales a 0.380 mg/ml (c’est le cas
de l'infusé aqueux de R. vesicarius et des différents extraits des feuilles d’A. radiata), et un
deuxiéme groupe ayant des valeurs inférieures ou égales a 0.250 mg/ml (c’est le cas de
I'extrait hydro-acétonique de R. vesicarius et des différents extraits des fleurs et des tiges
d’A. radiata). On constate que les extraits les plus riches en composés phénoliques sont les
extraits les plus actifs.

En comparaison avec les antioxydants standards, les extraits bruts testés s’avérent moins
actifs.

2.3.1.3. Pouvoir réducteur des ions ferriqgues (FRAP )

Par analogie a la capacité antiradicalaire, la comparaison des concentrations efficaces
(CEgy) des extraits a révelé une variabilité significative corroborée a l'effet du solvant
d’extraction et l'organe de la plante étudié (Figure 47). En effet, les extraits hydro-
acétonique de la partie aérienne de R. vesicarius et hydro-méthanolique des fleurs d’A.
radiata présentent les valeurs les plus faibles en CEs, (0.290 £ 0.002 mg/ml et 0.401 + 0.002
mg/ml, respectivement). Ces valeurs refletent la capacité de ces extraits a réduire les ions
Fe®*. Cette derniére est moins importante dans les tiges d’A. radiata, avec des CEs,
inférieures ou égales a 0.920 mg/ml. Quant aux feuilles, l'activité réductrice des ions

ferriques était plus basse (CEs supérieures a 1.310 mg/ml) (Tableau 10).
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Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique ; Fe : feuilles ; Fl : fleurs ; T :
tiges ; Pa: partie aérienne ; Vit E : a-tocophérol ; BHT : hydroxytoluéne butylé ; BHA : Hydroxyanisole butylé

Figure 47. Pouvoir réducteur des ions ferriques, exprimé en CEs, (mg/ml), des extraits bruts

Ces résultats sont tout a fait semblables aux résultats obtenus par le test DPPHs. Cette

ressemblance est due certainement au mécanisme des réactions mises en jeux (transfert

d’électrons).

2.3.1.4. Piégeage du radical-cation ABTS ™
L’activité antioxydante des différents extraits est déduite de leur capacité a inhiber le radical
ABTS™, obtenu a partir de I'ABTS (sel d’ammonium de lacide 2,2’-azinobis-(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) comparativement a un antioxydant de référence : le BHT.

La figure 48 illustre les courbes représentatives du pourcentage d’inhibition du radical en
fonction des concentrations des extraits testés. De ces courbes est déduite la Clsg, la

concentration d’extrait nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres.

A une concentration de 1 mg/ml, les infusés aqueux des fleurs d’A. radiata et de la partie
aérienne de R. vesicarius révelent une activité intéressante, comparable a celle du standard
utilisé (BHT), avec une inhibition de plus de 82% du radical ABTS™. A une concentration
plus élevée (2 mg/ml), ces deux organes dépassent les 95% avec les extraits hydro-

alcooliques. Les feuilles et les tiges d’A. radiata, montrent des activités nettement inférieurs.
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MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique ; Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; BHT : hydroxytoluéne butylé ;
(A) : La partie aérienne de R. vesicarius ; (B) : Les feuilles d’A. radiata ; (C) : Les fleurs d’A. radiata ; (D) : Les

tiges d’A. radiata

Figure 48. Profils de 'activité antiradicalaire (test ABTS™) des extraits bruts

Les valeurs des Cls, sont représentées dans le tableau 10. Considérant les organes testés
d’A. radiata et en comparaison avec les différents solvants utilisés, I'extrait hydro-
méthanolique des fleurs a présenté la meilleure capacité a neutraliser le radical ABTS™, avec
une Clsq égale & 0.486 + 0.038 mg/ml. Par contre, pour I'espéce R. vesicarius, c'est I'extrait
hydro-acétonique qui s’est révelé le plus actif (Clsp = 0.278 + 0.001 mg/ml).

2.3.1.5. Inhibition du blanchiment  de B-caroténe

La décomposition des acides gras est une des causes principales de détérioration de la
nourriture. La lutte contre I'oxydation des lipides, par l'utilisation des conservateurs naturels,
représente donc un enjeu considérable pour les industries alimentaires. C’est dans ce
contexte que nous avons évalué l'activité antioxydante des deux plantes : Anvillea radiata et
Rumex vesicarius. Les données expérimentales obtenues par le test de blanchiment de B-
carotene sont représentées dans la figure 49. Les valeurs des Clsg ont été calculées par la

suite et sont présentées dans le tableau 10.
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MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique ; Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; BHT : hydroxytoluéne butylé ;
BHA : Hydroxyanisole butylé ; Vit E : a-tocophérol ; (A) : La partie aérienne de R. vesicarius ; (B) : Les feuilles
d’A. radiata ; (C) : Les fleurs d’A. radiata ; (D) : Les tiges d’A. radiata

Figure 49. Profils de 'activité inhibitrice (test de blanchiment de B-caroténe) des extraits

bruts

Il est évident que tous les extraits testés inhibent I'oxydation couplée de I'acide linoléique et
du B-caroténe. A une concentration de 0.75 mg/ml, les extraits hydro-acétoniques des fleurs
d’A. radiata et de la partie aérienne de R. vesicarius révelent une puissante activité inhibitrice
supérieure a celle de I'a-tocophérol et qui dépasse les 96%. Les autres extraits présentent a

cette méme concentration un pourcentage nettement inférieur.

L’analyse de l'ensemble des résultats obtenus pour cette activité affiche une nette
hétérogénéité de son efficacité aussi bien en fonction de I'organe étudié que du solvant
d’élution. Considérant le premier parameétre, une tendance similaire & celle du pouvoir
réducteur est décelée (Tableau 10). En effet, les fleurs d’A. radiata affichent des Cls, plus
faibles, comprises entre 0.192 + 0.005 et 0.355 £+ 0.007 mg/ml, en les comparant avec les
autres organes. Par ailleurs, I'extrait hydro-acétonique de R. vesicarius a démontré le
pouvoir anti-radicalaire le plus élevé avec une Clsy égale a 0.095 + 0.001 mg/ml, une activité

qui est significativement supérieure a celle de I'a-tocophérol (Clso = 0.238 £ 0.007 mg/ml). 1l
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existe probablement des différences qualitatives dans la nature des composés phénoliques

extraits influengant le pouvoir antioxydant des deux espéces.

Selon Liyana-Pathirana et Shahidi

(2006)

, un extrait qui

inhibe ou

retarde le

blanchissement du B-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et

comme un antioxydant primaire.

Tableau 10. Résultats de la capacité antioxydante totale (exprimé en mg EAG/g MS) et des

valeurs des Cls et des CEsg (exprimées en mg/ml) des différents extraits bruts

Doml  Cuom  CEwwe  Clhwrs O Sl
Fe 228.785+31.025 0.477+0.015 1.339+0.002 3.078+0.010 0.519+0.013 24.213+4.251
) A.radiata Fl 218.4994+9.103 0.115+#0.002 0.458+0.002 0.868%0.055 0.306+0.004 80.787+10.366
Ac7e(t):/:e T 120.961+£16.552 0.253#0.004 0.927+0.012 2.407+0.517 0.530+0.055 14.913+1.703
,R' ) Pa 117.726+12.547 0.106+0.001 0.290+0.002 0.278+0.001 0.095%0.001 9.361+1.099
vesicarius
Fe 216.493+23.154 0.385+0.045 1.310+0.025 0.595+0.012 0.647+0.004 8.169+0.368
MeOH A.radiata Fl 221.186+1.316 0.113#0.001 0.401+0.002 0.486%0.038 0.355+0.007 46.639+18.354
20% T 136.291+11.575 0.212+0.006 0.717+0.002 3.500%£0.460 0.370+0.013 18.637+1.078
,R. ) Pa 32.969+4.405 0.558+0.002 1.380+0.009 1.299+0.001 0.258+0.008 6.478+0.403
vesicarius
Fe 298.147+4.137 0.670£0.002 2.224+0.077 1.143+0.038 0.512+0.010 4.827+0.491
A.radiata Fl 381.551+4.982 0.212+0.000 0.709+#0.013 0.521+0.082 0.192+0.005 44.293+10.113
Infusé T 119.075+£6.636  0.246+0.003 0.918+0.000 0.784+0.020 0.401+0.004 6.212+0.677
,R. ) Pa 53.26314.374 1.002+0.008 2.614+0.002 0.545+0.012 0.347%0.004 6.32440.076
vesicarius
a- tocophéral (Vit E) - 0.068+£0.009 0.242+0.006 - 0.238+0.007 -
BHT - 0.032+0.000 0.117+0.003 0.199+0.013 0.034+0.002 -
BHA - 0.022+0.004 0.064+0.001 - 0.030+0.002 -
EDTA - - - - - 0.033+0.002

* Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures + standard de déviation ; CEso = concentration
effective a laquelle I'absorbance est égale a 0.5 ; Clsp = concentration d’extrait nécessaire pour diminuer 50% du
taux des radicaux libres ; CAT : capacité antioxydante totale ; Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; MeOH
70% : extrait hydro-méthanolique ; Vit E : a-tocophérol ; BHT : hydroxytoluéne butylé ; BHA : Hydroxyanisole

butylé ; EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétique ; - : non déterminé

2.3.1.6. Chélation des ions ferreux

La capacité des extraits de R. vesicarius et d’A. radiata a chélater les ions ferreux est

présentée dans la figure 50.
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Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique ; Fe : feuilles ; Fl : fleurs ; T :

tiges ; Pa : partie aérienne ; EDTA : Ethylene Diamine Tétra Acétique

Figure 50. Pouvoir chélateur des ions ferreux, exprimé en Clsq (mg/ml), des différents

extraits et du standard de référence (EDTA)

Selon cette figure, et contrairement aux résultats d'essais précédents, lI'infusé aqueux des
feuilles d’A. radiata chélate les ions ferreux plus efficacement que les autres extraits. Les
valeurs de la Clgg, présentées dans le tableau 10, varient de 6.324 + 0.076 mg/ml a 9.361 +
1.099 mg/ml pour I'espéce R. vesicarius, et de 4.827 £ 0.491 mg/ml & 80.787 + 10.366 mg/ml
pour les différents organes d’A. radiata, contre seulement 0.033 + 0.002 mg/ml pour la
molécule de référence (EDTA).

La capacité chélatrice est trés importante du fait qu’elle réduit la concentration de métaux de
transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le fer peut stimuler 'oxydation
des lipides par la réaction de Fenton, et accélere également cette oxydation en décomposant
les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la
réaction en chaine (Elmastas et al., 2006). Il a été rapporté que les agents chélateurs qui
forment une liaison de type o avec les métaux sont actifs comme antioxydants secondaires
car ils réduisent le potentiel redox et stabilisent la forme oxydée de I'ion métallique (Suresh-
Kumar et al., 2008).

2.3.2. Relation entre la teneur en composés phénoli  ques et I'activité antioxydante des

extraits bruts

En combinant les résultats de cette étude, nous avons pu mettre en évidence I'existence
d’'une relation étroite entre la teneur en composés phénoliques des extraits bruts et leurs
activités antioxydantes. L'étude de cette relation a été réalisée par la mesure du coefficient
de corrélation linéaire, dit de Bravais-Pearson (ou de Pearson ; p). Ce dernier est compris

entre -1 et 1. Un signe négatif indique que y varie en sens inverse de X, on parle alors de
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corrélation négative. Si le coefficient est proche de 0, les deux variables sont linéairement
indépendantes tandis qu'une liaison linéaire est d'autant plus marquée que le coefficient
s'approche de 1 ou de -1. En outre, la corrélation d'une variable avec elle méme est égale a
1 (da Silva et al., 2011 ; Rakotomalala, 2012) . Les résultats de cette analyse sont

présentés dans le tableau suivant :

Tableau 11. Coefficients de corrélation linéaire (p) entre les teneurs en composés

phénoliques et I'activité antioxydante des extraits bruts

P TPT TFT TF TTC CAT Clsopppr CEsorrap Clsoiats Clsog-carotene  Clsoichéiation de fer

TPT 1 0970 0416 0.264 0.611 -0.589 -0.582 -0.307 -0.372 0.774
TFT 1 0.317 0.161 0.581 -0.584 -0.579 -0.388 -0.388 0.790

TF 1 0.375 0.065 -0.313 -0.370 0.139 0.129 0.245
TTC 1 -0.206 -0.243 -0.312 -0.270 -0.491 -0.220
CAT 1 -0.268  -0.157 -0.112 0.118 0.460
ClsopppH 1 0.977 -0.014 0.269 -0.516
CEsorrap 1 0.000 0.403 -0.102
Clsoinets 1 0.365 -0.102
Clsosg-carotene 1 -0.252

Clsoicheration de fer 1

TPT : Teneur en polyphénols totaux ; TFT : Teneur en flavonoides totaux ; TF : Teneur en flavonols ; TTC :
Teneur en tanins condensés ; CEsp = concentration effective a laquelle I'absorbance est égale a 0.5; Clso =
concentration d’extrait nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres ; CAT : capacité antioxydante
totale

La capacité antioxydante des extraits semble étre influencée par les teneurs en polyphénols
totaux et en flavonoides. Ces derniers ont montré des coefficients élevés par rapports aux
autres composeés (0.790 = p = - 0.579). Il est évident que la forte activité des extraits est
attribuée a leur richesse aux composés phénoliques. En effet, les flavonoides sont reconnus
comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les
espéces radicalaires et les formes réactives de I'oxygene. lls pourraient donc étre considérées
comme de bons marqueurs de pouvoir antioxydant.

D’autre part, on remarque qu'’il y a une bonne corrélation entre les valeurs d’'Cls, des tests au
DPPH et FRAP (p = 0.977), cela indique que les activités antioxydantes prouvées par ces

deux tests sont assurées, probablement, par les mémes molécules actives.

2.3.3. Le potentiel antimicrobien des extraits brut s

Pour caractériser I'activité antimicrobienne de nos extraits, nous avons utilisé la méthode de
diffusion sur disques. C’est une technique qualitative basée sur la mesure du diametre des
halos d’inhibition apparents autour des disques chargés d’extraits végétaux.

Nous rapportons dans le tableau 12 les diamétres des zones d’inhibition des extraits bruts

d’Anvillea radiata et de Rumex vesicarius relatives aux souches microbiennes testées.
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Tableau 12. Moyennes des diameétres des zones d'inhibition des différents extraits relatives aux différentes souches selon la méthode des disques

Diametre des zones d'inhibition (mm)
Bactéries a Gram + Bactéries a Gram - Levures Moisi  ssures
Especes Parties Extraits
végétales étudiées (1 mg/disque) s B. M. E. P. K. C. C. A. A. F.
a;J;e cereus luteus coli aeruginosa pneumoniae albicans albicans IP flavus fumigatus oxysporum
Feuilles 13 6 6 6 6 6 7
A. radiata Fleurs
Tiges Acétone 70% 6 6 6
R. vesicarius ’Pértie 6 7 6 6 6 6 6 6 6 6 6
aerienne*
Feuilles 8 12 6 6 6
A. radiata Fleurs 6
Tiges MeOH 70% 6 8 6 6 6 6 6 6
R. vesicarius ’P.artie 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
aerienne*
Feuilles 6 8 6 6 6 6 6 6
A. radiata Fleurs
Tiges Infusé 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
R. vesicarius ’P.artie 6 6 6 6 6 6 6 8 6 6 6
aerienne*
DMSO (10 pl/disque) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
AK (30 pg/disc) 27 26 25 25 29 24 Nt Nt Nt Nt Nt
CTX (30 pg/disc) 29 8 33 30 23 19 Nt Nt Nt Nt Nt
CAZ (30 pg/disc) 16 6 21 23 24 10 Nt Nt Nt Nt Nt
AMP (10 pg/disc) 27 6 Nt 15 6 6 Nt Nt Nt Nt Nt
OX (1 pg/disc) 16 6 Nt 6 6 6 Nt Nt Nt Nt Nt
Ny (30 pg/disc) Nt Nt Nt Nt Nt Nt 16 20 22 35 14

*feuilles, fleurs et tiges ; Acétone 70% : extrait hydro-acétonique ; MeOH 70% : extrait hydro-méthanolique ; DMSO : Diméthylsulfoxide (contréle négétif) ; Controles positifs : AK. Amikacine ; CTX.
Céfotaxime ; CAZ. Céftazidime ; AMP. Ampicilline ; OX. Oxacilline ; Ny. Nystatine ; Nt : non testé
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Les feuilles d’A. radiata présentent une certaine sensibilité contre Bacillus cereus avec des
diamétres compris entre 8 et 13 mm. Les autres souches microbiennes se sont révélées
résistantes a tous les extraits. Cela s’explique soit par I'absence des molécules fortement
antimicrobiennes soit par la faible capacité des composés antibactériens, présents dans les

différents extraits, a diffuser de maniere uniforme a travers l'agar (Rauha et al., 2000).
3. Criblage biologique des différentes fractions ob tenues par extraction liquide-liquide

La méthodologie employée dans la recherche de principes actifs se base sur I'extraction et
l'isolement des composés par le biais de protocoles orientés selon les résultats obtenus lors
du criblage biologique. A I'heure actuelle, le méthanol est le solvant le plus employé. En fait,
il a été utilisé afin d'obtenir des extraits riches en flavanones, flavones, flavone-glycosides,

méthoxyflavones et flavones diméres (Escribano-Bailén et Santos-Buelga, 2003)

Dans l'optique de séparer les extraits bruts hydro-méthanoliques en fractions de polarités
différentes, nous avons opté pour un fractionnement liquide-liquide. Ce dernier comprend
une extraction primaire hydroalcoolique ; aprés concentration le résidu aqueux est partagé
contre des solvants a polarité croissante. Les analyses quantitatives réalisées sur les extraits
bruts des différentes parties d’A. radiata nous ont permis de sélectionner les fleurs comme

organe trés riche en composés phénoliques. Ainsi, il nous a paru nécessaire de :

- Procéder a un fractionnement grossier des extraits hydro-méthanoliques des fleurs
d’A. radiata et de la partie aérienne de R. vesicarius ;

- Evaluer 'effet des fractions obtenues sur la réduction des radicaux libres ;

- Corréler le pouvoir antioxydant des différentes fractions a leur contenu
phytochimique ;

- Etudier leur pouvoir antimicrobien ;

- Déterminer le profil phytochimique des fractions actives.
3.1. Rendements en extraits

Le tableau 13 présente les pourcentages massiques ainsi que les couleurs des fractions
obtenues a partir des extraits bruts hydro-méthanoliques des fleurs d’Anvillea radiata et de la

partie aérienne de R. vesicarius.
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Tableau 13. Pourcentages massiques (%) et couleurs des fractions obtenues par extraction

liquide-liquide des extraits hydrométhanoliques

FH FC FAE FB Faq
Rendement d’extraction 8
% 0.051+0.027 1.906+0.546 3.546+2.707 4.186+0.540 20.588+5.957
(%) @
Couleur des fractions < Jaune citron Vert foncé Vert clair Jaune Miel
Rendement d’extraction a2
., 5 0.545#0.167 0.249+0.160 0.539+0.105 1.612+0.297  8.852+4.457
(%) @ o
3
Couleur des fractions = Vert clair Vert Marron Rouge brique Miel

FH: Fraction hexanique; FC: Fraction chloroformique; FAE: Fraction acétate d'éthyle; FB: Fraction

butanolique ; Faq : Fraction aqueuse

En général, le rendement d’extraction augmente avec l'augmentation de polarité des
solvants utilisés. Cette constatation a été observée pour l'espece A. radiata ou les
rendements varient de 0.051 a 20.588%. Par ailleurs, la fraction chloroformique obtenue a
partir de I'extrait hydro-méthanolique de R. vesicarius a représenté le rendement le plus
faible (0.249%), cela est probablement du a la faible solubilité des molécules au chloroforme.
Un rendement plus élevé dans la fraction hexanique (0.545%) se justifie par la présence

d’'une quantité non négligeable d’acides gras (Tahiri et al., 2011).
3.2. Analyses colorimétriques par spectrophotométri e (UV-visible)
3.2.1. Détermination de la teneur en composés phéno  liques

En se basant sur les valeurs d’absorbance des diverses solutions d’extraits et en se référant
aux courbes d'étalonnage présentées précédemment (Figures 38-41) , nous avons calculé
les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides, en flavonols et en tanins condensés. Les

résultats de ces analyses sont résumés dans le tableau 14.

La fraction acétate d’éthyle constitue dans les extraits d’A. radiata la fraction phénolique la
mieux représentée (73.698 + 3.092 mg EAG/g MS), suivie par les fractions aqueuses
(67.691 + 0.571 mg EAG/g MS) et butanolique (45.403 + 7.613 mg EAG/g MS). La fraction
chloroformique renferme seulement 3.801 + 0.391 mg EAG/g MS, alors que la fraction

hexanique ne contient que 0.115 + 0.002 mg EAG/g MS.

Concernant l'espéce R. vesicarius, les résultats révélent la richesse de la fraction
butanolique en ces composés (12.404 + 0.018 mg EAG/g MS), suivie par les fractions
acétate d'éthyle (9.948 + 0.009 mg EAG/g MS) et aqueuse (4.157 = 0.325 mg EAG/g MS).

La fraction hexanique présente également la valeur la plus basse.
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Y

Si le dosage de Folin-Ciocalteu est simple & mettre en ceuvre et tres sensible, il n'est
cependant pas spécifique des polyphénols. Le réactif est extrémement sensible a la
réduction de tout les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques,
mais également de certains sucres, des protéines, etc. (Vuorela, 2005 ; Gomez-Caravaca
et al., 2006). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les

composés phénoliques d'un extrait.

Tableau 14. Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/g), en flavonoides (mg EC/g), en

flavonols (mg EQ/Q), et en tanins condensés (mg EC/g) des différentes fractions

Espéces Fractions Polyphénols Flavonoides Flavonols fanins
totaux condensés

FH 0.115 +0.002 0.201 +0.002 0.045 +0.001 0.010 +0.001
x FC 3.801 +£0.391 1.336 +0.026 0.371 +£0.008 0.209 +0.004
-.g FAE 73.698 £ 3.092 47.394 + 1.497 4.247 +0.907 -
i FB 45.403 £ 7.613 55.910 £1.022 2.123 +0.548 -

Faq 67.691 £0.571 24.138 £0.227 1.536 +£0.437 -

FH 0.366 +0.011 1.976 +0.041 0.667 +£0.011 0.018 +0.002
1‘(3 FC 2.447 +0.006 1.780 +0.032 0.418 +0.005 0.177 +0.001
8 FAE 9.948 +0.009 4.648 +0.068 1.009 +0.017 0.092 +0.013
§ FB 12.404 +£0.018 5.597 +0.038 1.086 + 0.000 0.008 + 0.002
o Faq 4.157 +£0.325 3.175 +£0.147 0.073 +£0.002 0.342 +0.100

*Fleurs ; **Partie aérienne ; Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures + standard de déviation.
FH : Fraction hexanique; FC: Fraction chloroformique ; FAE : Fraction acétate d'éthyle; FB: Fraction
butanolige ; Faq : Fraction aqueuse.

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium révele que les fractions butanolique et acétate d’éthyle sont les plus riches en
flavonoides avec des teneurs respectives de (55.910 + 1.022 mg EC/g MS) et (47.394 *
1.497 mg EC/g MS) pour les fleurs d’A. radiata et de (5.597 + 0.038 mg EC/g MS) et (4.648 +
0.068 mg EC/g MS) pour la partie aérienne de R. vesicarius. Cette méme observation a été
notée pour le dosage des flavonols. D’autre part, les fractions apolaires (hexanique et

chloroformique) ont montré des valeurs voisines et sont pauvres en flavonoides.

Les teneurs en tanins condensés sont tres faibles, voire absente dans les fractions FAE, FB
et Fag.

En tenant compte de la sélectivité de chaque solvant utilisé pour le fractionnement on admet

gue les deux plantes étudiées sont riches en mono-, di- et tri-glycosides.

L’examen de I'ensemble de ces résultats est résumé dans la figure 51.
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R. vesicarius**

— = TPT
FH

mTFT
TF
=TTC

A. radiata*

0 20 40 60 80 100 120 140

*Fleurs ; **Partie aérienne fleurie ; TPT : Teneur en polyphénols totaux ; TFT : Teneur en flavonoides totaux ; TF :
Teneur en flavonols ; TTC : Teneur en tanins condensés; FH: Fraction hexanique; FC: Fraction

chloroformique ; FAE : Fraction acétate d'éthyle ; FB : Fraction butanolige ; Faq : Fraction aqueuse.

Figure 51. Détermination du contenu en composés phénoliques des différentes fractions

obtenues par ELL
3.3. Etude des activités biologiques des différente s fractions obtenues par ELL
3.3.1. Evaluation du potentiel antioxydant

L’activité antioxydante des différentes fractions a été déterminée en utilisant cing tests
chimiques précédemment décrits (la capacité antioxydante totale ; le piégeage du radical
DPPH’ ; le pouvoir réducteur des ions ferriques ; le piégeage du radical ABTS™ et I'inhibition
du blanchiment du B-carotene). Notre but était de sélectionner les fractions les plus actives

pour une caractérisation phytochimique ultérieure.
3.3.1.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

L’activité antioxydante des différentes fractions, obtenue avec le test de réduction des
molybdates Mo(VI), varie de 0.460 + 0.221 mg EAG/g a 105.721 + 7.079 mg EAG/g pour les
fleurs d’A. radiata et de 0.559 + 0.021 mg EAG/g a 6.917 + 0.889 mg EAG/g pour la partie
aérienne de R. vesicarius. Les fractions les moins polaires (FC et FH) possedent la capacité
antioxydante la plus faible, tandis que les fractions les plus polaires présentent des capacités
plus élevées (Figure 52) .
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*Fleurs ; **Partie aérienne fleurie ; FH : Fraction hexanique ; FC : Fraction chloroformique ; FAE : Fraction acétate

d’éthyle ; FB : Fraction butanolige ; Faq : Fraction aqueuse ; CAT : capacité antioxydante totale

Figure 52. Capacité antioxydante totale, exprimée en mg EAG/g MS, des différentes

fractions obtenues par ELL

3.3.1.2. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picryln  ydrazyl (DPPHe)

Les profils du test au DPPHs obtenus (Figure 53) révélent que toutes les fractions testées
possedent une activité antiradicalaire dose-dépendante. La fraction acétate d'éthyle a
montré une inhibition puissante du radical DPPHe trés proche de celle de la solution témoin
(vitamine E) ; 88.528% pour les fleurs d’A. radiata et 83.611% pour la partie aérienne de R.
vesicarius a seulement 0.125 mg/ml. Cette derniére est suivie par la fraction butanolique. Par
ailleurs, une tres faible activité antiradicalaire a été exprimée par les fractions hexaniques et

aqueuses dont le pourcentage inhibiteur n’atteint méme pas les 20%, a cette méme

concentration.
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Pourcentage d'inhibition (%)

04 0,6
[C] (mg/mi)
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A
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——+—— FAE
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———=—— Faq

° BHT

Pourcentage d'inhibition (%)
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——%—— FAE

0,6

[C] mg/ml

0,8

1,2

(A) : Fleurs d’A. radiata ; (B) : Partie aérienne de R. vesicarius ; FH : Fraction hexanique ; FC : Fraction

chloroformique ; FAE : Fraction acétate d’éthyle ; FB : Fraction butanolige ; Faq : Fraction aqueuse ; BHT :

hydroxytoluéne butylé ; BHA : Hydroxyanisole butylé ; Vit E : a-tocophérol

Figure 53. Profils de 'activité antiradicalaire (test au DPPHe) des différentes fractions

obtenues par ELL et des standards utilisés
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Les Clso de chacune des fractions ont été déterminées et sont présentées dans le tableau
15. La fraction acétate d’éthyle semble étre la fraction la plus active avec une Clsq €gale a
0.069 + 0.000 mg/ml pour I'espéce A. radiata et 0.071 + 0.000 mg/ml pour I'espece R.
vesicarius. Ces deux valeurs sont trés proches par rapport a la vitamine E, un composé
reconnu pour son activité antioxydante élevée. Cet effet est probablement attribué a leur
richesse en composés phénoliques et en flavonoides. En effet, les composés phénoliques et
plus particulierement les flavonoides sont reconnus comme des substances potentiellement
antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les formes réactives de
'oxygéne, I'effet scavenger des flavonoides (FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox
qui les rend thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libres (R") par un
transfert d’atome d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyles. Cette réaction donne
naissance au radical aroxyle (FLO") et a la molécule radicalaire rendu stable (RH), le FLO’
subira par la suite un réarrangement structurale permettant la redistribution de I'électron
célibataire sur le cycle aromatique et la stabilisation des radicaux aroxyle (Javanovic et al.,
1994).

Tableau 15. Résultats de la capacité antioxydante (exprimés en mg EAG/g MS) et valeurs

des Clsq et des CEsq (exprimées en mg/ml) des différentes fractions obtenues par ELL

Espéces/Standards  Fractions “CAT (m? "ClsoimppH "CEsorrap *Clso/aBTs Claor-

EAG/g) Caroténe

FH 0.460+0.221 0.988+0.008 2.736+0.022 0.843+0.037 <0.094
3:56 FC 30.961+7.508 >3 >3 >3 2.712+0.431
g FAE 49.097+2.476  0.069+0.000 0.161+0.005 0.124+0.011 0.31940.018
5 FB 57.786+2.119 0.120+0.004 0.278+0.002 0.209+0.018 0.140+0.037
Faq 105.721+7.079 0.608+0.006 1.166+0.019 0.688+0.005 1.106+0.103
FH 1.621+0.003 1.009+0.035 2.867+0.029 0.706+0.084 2.565+0.376
%) FC 0.559+0.021 0.159+40.002 0.797+0.001 1.561+0.193 0.211+0.000
% FAE 3.860+0.158 0.071+£0.000 0.233+0.001 0.140+0.007 0.243%0.010
g FB 6.917+0.889 0.150+£0.001 0.720+0.012 0.27740.044 0.217+0.013
(4 Faq 6.673+1.840 2.902+0.040 >3 1.278+0.010 0.627+0.013
Vit E - 0.068+0.009 0.242+0.006 - 0.238+0.007
BHT - 0.032+0.000 0.117+0.003 0.186+0.013 0.034+0.002
BHA - 0.022+0.004 0.064+0.001 - 0.030+0.002

* Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures * standard de déviation ; **Fleurs ; ***Partie aérienne ;
CEsp = concentration effective a laquelle I'absorbance est égale a 0.5 ; Clsp = concentration d’extrait nécessaire
pour diminuer 50% du taux des radicaux libres ; CAT : capacité antioxydante totale ; FH : Fraction hexanique ;
FC: Fraction chloroformique; FAE : Fraction acétate d'éthyle; FB: Fraction butanolige ; Faq: Fraction

aqueuse ; BHT : hydroxytoluéne butylé ; BHA : Hydroxyanisole butylé ; Vit E : a-tocophérol
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3.3.1.3. Pouvoir réducteur des ions ferriqgues (FRAP )

Pour ce test, une gamme de concentration a été préparée pour chaque fraction. Les valeurs
des densités optiques obtenues montrent une augmentation proportionnelle du pouvoir
réducteur en fonction des concentrations. Ces résultats ont permis de tracer des courbes

ayant des allures linéaires (Figure 54) .
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(A) : Fleurs d’A. radiata ; (B) : Partie aérienne de R. vesicarius ; FH : Fraction hexanique ; FC : Fraction
chloroformique ; FAE : Fraction acétate d’éthyle ; FB : Fraction butanolige ; Faq : Fraction aqueuse ; BHT :
hydroxytoluéne butylé ; BHA : Hydroxyanisole butylé ; Vit E : a-tocophérol

Figure 54. Pouvoir réducteur des ions ferriques, exprimé en CEsq (mg/ml), des différentes

fractions obtenues par ELL et des antioxydants de synthese

Nous pouvons constater aussi que tous les extraits testés possédent une capacité dose-
dépendante a réduire le fer. Du tableau 15, on remarque que le pouvoir réducteur varie
considérablement entre les différentes fractions avec des valeurs qui oscillent entre 0.161 +
0.005 mg/ml pour FAE d’A. radiata jusqu’a des valeurs qui dépassent les 3 mg/ml. C'est le

cas des fractions FC pour I'espéce A. radiata et Faq pour I'espéce R. vesicarius.

Les fractions ayant présentées une activité réductrice la plus élevée sont les fractions
acétate d’'éthyle et n-butanol avec des CEs, qui varient de 0.161 + 0.005 mg/m & 0.720 +
0.012 mg/ml. Cependant, c’est la fraction acétate d’éthyle des fleurs d’A. radiata qui présente
le pouvoir le plus élevé, avec une CEs, nettement inférieure a celle de la vitamine E (CEgy =
0.242 + 0.006 mg/ml). Cela nous laisse présager que cette fraction contient des molécules

importantes pouvant servir comme source d’'antioxydants naturels.
3.3.1.4. Piégeage du radical-cation ABTS ™

Le pouvoir piégeur du radical-cation ABTS™ des différentes fractions a été évalué

spectrophotométriguement en suivant la diminution de la réduction de ABTS™ en ABTSH".
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Nous avons déterminé pour chaque extrait le pourcentage d’inhibition de 'ABTS™, calculé

selon la formule ci-dessous :
Pl (%) = [(Ac — Ag) / Ac] x 100

Ou Ac est I'absorbance en absence de composé a tester et Ag est I'absorbance mesurée aprés 6 min

de mise en présence.

Les données expérimentales obtenues par ce test sont représentées dans la figure 55. On
remarque que presque toutes les fractions étudiées possédent une activité antioxydante et
sont capables de piéger le radical cation ABTS™. A une concentration de 1 mg/ml, les
fractions acétate d'éthyle et butanolique des deux especes révélent une puissante activité
inhibitrice supérieure a celle du BHT et qui dépasse les 90%. Les autres extraits présentent

a cette méme concentration un pourcentage nettement inférieur.
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(A) : Fleurs d’A. radiata ; (B) : Partie aérienne de R. vesicarius ; FH : Fraction hexanique ; FC : Fraction
chloroformique ; FAE : Fraction acétate d’éthyle ; FB : Fraction butanolige ; Faq : Fraction aqueuse ; BHT :
hydroxytoluene butylé ; BHA : Hydroxyanisole butylé ; Vit E : a-tocophérol

Figure 55. Profils de I'activité antiradicalaire (test ABTS™) des différentes fractions obtenues
par ELL et de I'antioxydant de synthése (BHT)

En général, les résultats présentés dans le tableau 15 ont presque les mémes tendances
que ceux observeés avec le test au DPPH. Le pouvoir antioxydant varie aussi largement entre
les différentes fractions et les teneurs les plus élevées sont observées dans les fractions
acétate d’éthyle des deux espéces étudiées (0.124 + 0.011 mg/ml pour les fleurs d’A. radiata
et 0.140 + 0.007 mg/ml pour la partie aérienne de R. vesicarius), suivies des fractions
butanoliques. Certaines fractions présentent des capacités antioxydantes moyennes, il s'agit
des fractions hexaniques (0.706 + 0.084 mg/ml pour la partie aérienne de R. vesicarius et
0.843 = 0.037 mg/ml pour les fleurs d’A. radiata).
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3.3.1.5. Inhibition du blanchiment de  B-carotene

Dans ce test, l'inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique est mesurée en présence du -
carotene qui est employé comme marqueur. Les données expérimentales obtenues par ce
test sont représentées dans la figure 56. Les valeurs des Cls, ont été calculées par la suite et
sont présentées dans le tableau 15, permettant ainsi d’évaluer et de comparer I'efficacité de
nos extraits.

Pourcentage d'inhibition (%)
m
2

Pourcentage d'inhibition (%)

15
[C] mg/ml [C] mg/ml

(A) : Fleurs d’A. radiata ; (B) : Partie aérienne de R. vesicarius ; FH : Fraction hexanique ; FC : Fraction
chloroformique ; FAE : Fraction acétate d’éthyle ; FB : Fraction butanolige ; Faq : Fraction aqueuse ; BHT :

hydroxytoluéne butylé ; BHA : Hydroxyanisole butylé ; Vit E : a-tocophérol

Figure 56. Profils de I'activité inhibitrice (test de blanchiment de B-caroténe) des différentes

fractions obtenues par ELL et des standards utilisés

Certaines fractions se démarquent en étant plus actives que la vitamine E. Il s’agit de la
fraction butanolique des fleurs d’A. radiata et des fractions chloroformique et butanolique de
la partie aérienne de R. vesicarius. Les valeurs de celles-ci varient de 0.140 + 0.037 mg/ml a
0.217 + 0.013 mg/ml. Une activité antioxydante intermédiaire a été obtenue avec les
fractions acétate d’'éthyle (0.243 + 0.010 mg/ml pour la partie aérienne de R. vesicarius et
0.319 + 0.018 mg/ml pour les fleurs d’A. radiata).

Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du 3-caroténe peut étre décrit comme un
piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et Shahidi,
2006). Selon plusieurs auteurs, ce test parait trés utile comme modele mimétique de la

peroxydation lipidique dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).

Une exception a été levée pour la fraction hexanique des fleurs d’A. radiata ; une fraction
tres pauvre en composés phénoliques mais qui a présenté un pouvoir inhibiteur trés puissant
en comparaison avec les autres fractions (99% a seulement 0.094 mg/ml).
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FH est une fraction assez complexe, elle peut contenir une variété de substances (cires,
acides gras, stérols, triterpenes, caroténoides, flavonoides aglycones hautement
méthoxylés, coumarines) qui peuvent agir indépendamment ou en synergie (Kar, 2007).
Mariod et ses collaborateurs en 2009 ont trouvé une inhibition maximale avec la FH des
graines de Nigella sativa L. lls ont indiqué qu'en plus de la contribution probable des
antioxydants a l'activité de la FH, un autre parametre semble intervenir ; la polarité des

solvants.

Etant donné que ce test est basé sur un systeme d’émulsion des lipides dans I'eau, Frankel
et Meyer en 2000 ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des propriétés
antioxydantes plus importantes que les antioxydants polaires. Dans ce systéme, les
antioxydants apolaires sont concentrés dans linterface lipide-eau, permettant ainsi de
prévenir la formation des radicaux lipidiques et, par conséquent, I'oxydation du B-caroténe.
Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont, donc,

moins efficaces (Frankel et Meyer, 2000) .

3.3.2. Relation entre la teneur en composés phénoli  ques et I'activité antioxydante des

différentes fractions

Le tableau 16 indigue la corrélation de Pearson qui a permis de mieux apprécier les relations
éventuelles entre les différentes variables analysées. Il ressort de celui-ci que les différentes
méthodes utilisées pour la détermination de la capacité antioxydante sont fortement
corrélées. On a observé une corrélation positive entre FRAP et DPPH (p = 0.992), ABTS et
DPPH (p = 0.791) et ABTS et FRAP (p = 0.735). Cette forte corrélation serait due au fait que
ces trois méthodes sont basées sur la génération d'un radical libre par des mécanismes
différents suivie par la détection et la quantification d'un point final dans la réaction.
L’addition d’'un antioxydant inhibe le développement du point final, inhibition qui est une
expression de la capacité antioxydante de I'échantillon étudié (Miller et Rice-Evans, 1996) .
Notons aussi la présence d'une corrélation positive entre les différentes activités citées
(DPPH, FRAP, ABTS) et l'activité inhibitrice de I'oxydation lipidique (p = 0.620; 0.592 et

0.664, respectivement).

Des corrélations fortes et positives ont été également observées entre les flavonoides, les
flavonols et les polyphénols totaux (p = 0.848), ceci confirme le fait que les flavonoides
constituent le groupe le plus important des phénols dans les plantes (Visioli et Hagen,
2007).
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Les proanthocyanidines sont reconnus étre des tannins condensés qui sont des polymeéres
des unités de flavonoides (flavan-3-ol) reliées par des liaisons carbone-carbone ce qui
justifierait la corrélation existante entre les proanthocyanidines et les flavonoides (p = -
0.463) et par conséquent la corrélation notée entre les proanthocyanidines et les phénols
totaux (p = - 0.489). Ces résultats indiquent bel et bien que les composés phénoliques que
I'on retrouve souvent dans les plantes sont entre autres les flavonoides et les tanins (Naczk
et Shahidi, 2004) .

On remarque aussi une corrélation relativement positive entre la capacité antioxydante totale
et les composés phénoligues totaux (p = 0.863), les flavonoides (p = 0.668), les flavonols (p
= 0.533) et entre le pouvoir réducteur et les proanthocyanidines (0.745 = p = 0.476). Des
corrélations négatives ont ainsi été observées entre le pouvoir réducteur et les composés

phénoliques (- 0.470 = p = - 0.306) et entre le pouvoir réducteur et les flavonoides.

Ces observations, selon lesquelles les composés phénoliques joueraient un réle antioxydant
tres important, ont été confirmées par plusieurs auteurs (Nijveldt et al., 2001 ; Wong et al.,
2006 ; Wei et al., 2007 ; Kumaran and Karunakaran, 2007) .

Toutefois, il est important de mentionner dans cette étude que la teneur en composés
phénoliques totaux n’'est pas toujours corrélée a l'activité antioxydante. C'est le cas
particulierement de [l'inhibition de la peroxydation lipidique. Cette observation pourrait
suggérer que le pouvoir réducteur exhibé par les différentes fractions n'est non seulement
fonction des composés phénoliques totaux, mais également a la présence d'autres
constituants a potentiel antioxydant (Nsimba et al., 2008 ; Erkan et al., 2008 ; Ananthi et

al., 2010).

Tableau 16. Coefficients de corrélation linéaire (p) entre les teneurs en composés

phénoliques et I'activité antioxydante des différentes fractions obtenues par ELL

o] TPT TFT TF TTC CAT Clsopppi  CEsorrap Clsoiaets  Clsosg-carotene

TPT 1 0848 0.864  -0.489 0.863  -0.400 -0.470  -0.306 -0.213
TFT 1 0.849  -0.463 0.668  -0.417 -0.473  -0.321 -0.300

TF 1 -0515 0.533  -0.493 -0.548  -0.333 -0.243
TTC 1 -0.353 0.720 0.745 0.476 0.175
CAT 1 -0.114 -0.202  -0.011 0.062
Clsopprh 1 0.992 0.791 0.620
CEsorrap 1 0.735 0.592
ClsoasTs 1 0.664
Clso/p-carotene 1

TPT : Teneur en polyphénols totaux ; TFT : Teneur en flavonoides totaux ; TF : Teneur en flavonols ; TTC : Teneur en tanins
condensés ; CEsy = concentration effective a laquelle I'absorbance est égale a 0.5 ; Clso = concentration d’extrait nécessaire
pour diminuer 50% du taux des radicaux libres ; CAT : capacité antioxydante totale
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3.3.3. Le potentiel antimicrobien des différentes f  ractions

La thérapeutigue des infections bactériennes se base principalement sur l'usage des
antibiotiques. La prescription & grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi-résistantes d'ou l'importance d'orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’'inspiration de

nouveaux médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998) .

La médecine traditionnelle par les plantes jusqu’a aujourd’hui continue d’étre utilisée par une
grande partie de la population dans la plupart des pays en développement. Si ces utilisations
sont justifiées par des effets validés, les plantes pourraient étres des sources de

biomolécules actives exploitables.

Dans ce qui suit, nous présentons nos travaux sur l'activité antimicrobienne des fractions
obtenues par ELL des différents organes d’Anvilllea radiata, une plante endémique a usage
thérapeutique. Les objectifs de cette partie consistent a identifier 'organe qui présente plus

d’activité, puis a caractériser les composés antimicrobiens présents.

Les différentes fractions de I'espéce Rumex vesicarius L. n'ont donné aucune activité, c’est

pourquoi on ne les a pas présentés ici.

3.3.3.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogr  amme)

L'activité antimicrobienne des fractions obtenues a partir des différents organes d’'A. radiata
a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque. Les résultats de ce criblage sont

présentés dans le tableau 17.
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Tableau 17. Diametres des zones d’inhibition des différentes fractions obtenues par ELL relatives aux différentes souches selon la méthode

des disques
g < Diameétre des zones d'inhibition (mm)
Partie Extraits % '§ < Bactéries a Gram + Bactéries a Gram - Levures Moisi  ssures
etudice (Img/disque) |2 £ 7| s, B. M. E. P. K. C. C.albicans | A. A, F.
&= aureus cereus luteus coli aeruginosa pneumoniae albicans P flavus fumigatus oxysporum
FH 1.14 6 6 6 6 6 6 10 7 6 6 6
§ FC 8.59 12 16 6 6 6 6 7 8 6 6 6
3 FAE 294 | 14 15 6 6 6 6 7 7 6 6 6
’g' - FB 241 8 14 6 6 6 6 7 6 6 6 6
g Faqg 15.36 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
@ FH 0.85 6 6 6 6 6 6 8 7 6 6 6
S » FC 2.24 8 14 6 6 6 6 7 8 6 6 6
.‘g é FAE 2.43 6 8 6 6 6 6 8 7 6 6 6
8 FB 3.11 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
3 Faq 16.77 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
; FH 0.46 6 6 6 6 6 6 8 7 6 6 6
9 FC 1.17 11 15 6 6 6 6 7 7 6 6 6
-E’ FAE 1.10 6 8 6 6 6 6 7 7 6 6 6
FB 1.00 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Faq 8.46 6 6 6 6 6 6 6 6 6
DMSO (10 pl/disque) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
AK (30 pg/disc) 27 26 25 25 29 24 Nt Nt Nt Nt Nt
CTX (30 pg/disc) 29 33 30 23 19 Nt Nt Nt Nt Nt
CAZ (30 pg/disc) 16 21 23 24 10 Nt Nt Nt Nt Nt
AMP (10 pg/disc) 27 Nt 15 Nt Nt Nt Nt Nt
OX (1 pg/disc) 16 Nt 6 Nt Nt Nt Nt Nt
Ny (30 pg/disc) Nt Nt Nt Nt Nt Nt 16 20 22 35 14

FH : Fraction hexanique ; FC : Fraction chloroformique ; FAE : Fraction acétate d'éthyle ; FB : Fraction butanolige ; Faq : Fraction aqueuse ; DMSO : Diméthylsulfoxide (contrdle négatif) ; Controles

positifs : AK. Amikacine ; CTX. Céfotaxime ; CAZ. Céftazidime ; AMP. Ampicilline ; OX. Oxacilline ; Ny. Nystatine ; Nt : non testé
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L’évaluation d’actif antimicrobien est généralement effectuée en déterminant la
Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des extraits et/ou fractions testés. La CMI
correspond a la plus faible concentration en agent actif capable d’inhiber totalement la
croissance d'une bactérie donnée. L’objectif du criblage initial étant de différencier les
organes en fonction de leur potentiel antimicrobien respectif.

Comme cela a été rapporté dans la littérature, un extrait est considéré comme actif lorsqu’il
induit une zone d’inhibition supérieure ou égale a 10 mm (Tekwu et al., 2012). Les fractions
obtenues avec les feuilles d’A. radiata agissent de fagon active sur deux bactéries a Gram+ :
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus. Par ailleurs, aucune activité inhibitrice vis-a-vis
des bactéries a Gram — n’a était observée. La différence de composition de I'enveloppe
bactérienne entre les deux groupes expligue nos résultats. En effet, I'enveloppe des
bactéries a Gram positif ne posséde pas de récepteurs spécifiques ou de perméases
facilitant ainsi la pénétration des biocides dans les cellules (Russell, 2001) . Alors que la
nature de la membrane externe de la paroi des bactéries a Gram négatif peut jouer un role
de barriere vis-a-vis des agents chimiques (C.CLIN, 2000).

De méme, l'effet du solvant d’extraction est fortement soumis a la variation de l'activité
inhibitrice. Ceci a été remarqué pour les fractions chloroformique, acétate d’'éthyle et
butanolique des feuilles (Figure 57) .

Traditionnellement, les feuilles et les tiges d’A. radiata sont utilisés dans le traitement des
pathologies digestives (indigestion) et broncho-pulmonaires (refroidissement pulmonaire).
Par conséquent, I'inhibition de la croissance de B. cereus et S. aureus permet de justifier au

moins partiellement les usages ethnopharmacologiques de cette plante.

y/

Figure 57. Zones d'inhibition des fractions actives relatives aux souches sensibles
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Pour les autres organes, c’était plutét la fraction chloroformique qui a induit I'inhibition de

Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus. Les autres fractions se sont révélées inactives

vis-a-vis des souches testées.

Par ailleurs, une trés faible activité a été observée contre les levures et aucune activité

contre les moisissures.

De plus, l'inactivité du solvant utilisé pour dissoudre les résidus de ces fractions (DMSO) a

été vérifiée. La sensibilité des souches aux antibiotiques de référence a été aussi testée et

les valeurs des diamétres d’inhibition sont comprises entre 6 a 33 mm.

3.3.3.2. Méthode de micro-dilution en milieu liquid e

La détermination des parametres d’inhibition (CMI et CMB) nous permet non seulement de

confirmer, quantifier et comparer les activités, mais aussi de caractériser la nature de I'effet

révélé par un extrait sur un micro-organisme donné. Les résultats obtenus avec les fractions

ayant présentées des zones supérieures a 7 mm sont reportés dans le tableau 18.

Tableau 18. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des concentrations

minimales bactéricides (CMB) des fractions les plus actives

CMils, CMBs (mg/ml) CMils, CMFs (mg/ml)
é ?é % Bactéries a Gram + Levures _
5_‘3 ;% 5 S. aureus B. cereus C. albicans c. altl);)cans
CMI CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI CMmI CMF CMI CMF
FH ND ND ND ND ND ND 0.625 0.625 0.625 1.25
ﬁ FC 0.312 0.625 2.003 0.156 0.156 1 1.25 >1.25 1.25 1.25
é E FAE 0.312 0.625 2.003 0.156 0.312 2 >1.25 >1.25 1.25 >1.25
o3 FB 0.625 1.25 2 0.312 0.625 2.003 >1.25 >1.25 >1.25 >1.25
2 FH ND ND ND ND ND ND 1.25 >1.25 1.25 >1.25
© g FC 0.625 1.25 2 0.312 0.625 2.003 >1.25 >1.25 1.25 >1.25
_*g ,_% FAE >1.25 1.25 - 0.625 1.25 2 >1.25 >1.25 >1.25 >1.25
8 FB >1.25 >1.25 - >1.25 >1.25 - ND ND ND ND
§ FH ND ND ND ND ND ND 1.25 >1.25 1.25 1.25
; § FC 0.625 1.25 2 0.312 0.312 1 >1.25 >1.25 1.25 >1.25
i | FAE >1.25 1.25 - 1.25 1.25 >1.25 >1.25 >1.25 >1.25
FB >1.25 >1.25 - 1.25 1.25 ND ND ND ND
ND : non déterminée

Une interprétation

globale des résultats montre que les valeurs des CMI concordent d'une

maniere générale avec celles des diametres d'inhibition ; les extraits ayant induit une

importante zone

d'inhibition  présentent

les plus petites CMI

sur

les souches
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correspondantes. C'est le cas des fractions FC, FAE et FB des feuilles sur les souches B.

cereus et S. aureus.

Par conséquent, nous avons comparé les CMI et CMB des fractions sur les souches testées.
Selon la méthode de Fauchere et Avril (2002) , une substance est bactéricide lorsque le
rapport CMB/CMI est égale a 2, et bactériostatique lorsque ce rapport est > 2. Il en ressort

gue toutes les fractions exercent un effet bactéricide sur B. cereus et S. aureus.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence les propriétés antibactériennes
des extraits d’A. radiata. Ces derniers révélent la présence de principes actifs antibactériens
dans les feuilles ce qui justifie certains usages ethnopharmcologiques. Ainsi, ils démontrent

que cette plante peut étre utilisée pour soigner quelques maladies infectieuses.

Il serait par conséquent intéressent d’entreprendre des études de toxicité des extraits purifiés
de cette plante afin de déterminer les doses thérapeutiques et les doses létales car les

remédes traditionnels souffrent beaucoup du probleme de dosage.

3.4. Détermination du profil phytochimique des frac tions actives

En se basant sur I'importance des activités biologiques, I'identification chromatographique

n'a été effectuée que sur les fractions les plus actives.

3.4.1. Caractérisation phytochimique par Chromatogr  aphie sur couche mince (CCM)

Cette analyse a été effectuée dans notre laboratoire (LAPRONA). Pour chacune des plantes

étudiées, nous disposions de trois fractions nommeées :

0 FC, FAE, FB des feuilles d’A. radiata ;
o FH, FAE, FB des fleurs d'A. radiata ;

o0 FC, FAE, FB de la partie aérienne de R. vesicarius.

Les résultats du criblage phytochimique sont indiqués dans les tableaux 19-22. Les taches
orange, jaune, bleu, verte, rose, pourpre, ... observées sous UV a 366 nm peuvent
correspondre a plusieurs classes de métabolites secondaires. Afin de préciser la nature des
composeés révélés, des réactifs spécifiques aux coumarines (KOH, (CH;CO,),Pb, NH3) ; aux
flavonoides (AICI;, NH3) ; aux stérols et aux polyterpenes (réactifs de Libermann-Birchard et
la vanilline sulfurique) ; aux alcaloides (réactif de Dragendor’ff) et aux tanins (FeCls) ont été
utilisés (Lhuillier, 2007 ; Guy et al., 2010 ; Kabran etal., 2011 ; Rathee et al., 2012).
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3.4.1.1. Interprétation des CCM préliminaires de la  fraction hexanique des fleurs d° A.

radiata

Les chromatogrammes de la fraction hexanique ont été obtenus avec un gradient n-
CeH14/ACOEL, (8/1.9 (viv)) (Tableau 19). Selon la littérature, I'hexane extrait les matieres
grasses et certains métabolites secondaires tels que les stérols et les terpenes (Bruneton,
2009). Avant révélation, il peut étre observé que la fraction hexanique (extrait apolaire)

contient de la chlorophylle caractérisée par des bandes rouges sous UV a 366 nm.

Tableau 19. Composés identifiés dans la fraction hexanique des fleurs d’A. radiata
Phase mobile : n-CgH14/AcOEt, (8/1.9 (ViV))

Avec révélation
Liebermann-Biirchard Vanilline-H,SO4

Sans révélation

a
" A B
'§ = = Phytocomposés possibles
z 2| g g | g 2
Rt |12 & | R B 3 Rf 2
> S > S >
D D
0.00 | - | Jaune’ - - 0.00 Gris Dérivés phénoliques a (Michel, 2011)
- - i 0.27 - Jaune - - Stéroides A (Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
0.30 - Rouge”™ | 0.31 - Jaune 0.31 Gris Stéroides A (Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)
. 040 | - | Rouge™ [ 0.39 - Violet® | 0.36 Gris NI
__fg - - - 0.48 Violet Jaune® - - Stéroides A (Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)
g ) — ) Génine triterpénique A, B (Mamyrbekova -Bekro et al.,
< - - - 0.53 Violet Violet 0.54 Gris
N 2013a)
©
n ) Triterpéne de type lupane A (Lagnika, 20 05 ;
=1 - - - 0.64 | Mauve | Orange 0.59 Gris
L;t’ Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
| Triterpene de type lupane A, B (Lagnika, 2005 ;
T - - - 0.72 - Jaune® | 0.77 Bleu ) P ypeup (Lag
w Lhuiller, 2007 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
- - - 0.87 - Rose® - - NI
- - - 0.94 - Jaune - - Stéroides A (Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
- - - 0.96 - Rose® - - NI

NI: non identifié; F: fluorescent; C: clair; O: orangé

Les travaux de Lhuillier (2007) , nous ont permis de déduire que le spot bleu (Rf = 0.77)
identifié dans le visible en présence de vanilline sulfurique est un triterpéne. Ainsi, nous
constatons que la fraction hexanique des fleurs d’A. radiata est majoritairement composée
de stérols et de triterpénes. L'utilisation du réactif de Liebermann Birchard a confirmé notre
assertion. En effet, il a révélé d’'une part les triterpenes de type lupane en jaune-orangé, et
d’'autre part les stéroides sous forme de taches jaunes ou jaune-vert. Le spot violet sous UV
a 366 nm observé a un Rf = 0.53 serait une génine triterpénique. Ces constats ont été faits
par (Lagnika, 2005 ; Lhuiller, 2007 ; Guy et al., 2010 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)

dans leurs travaux respectifs menés sur d'autres plantes.
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Par ailleurs, les composés visibles sous UV a 366 nm et qui présentent un Rf inférieur ne
semblent pas étre des composés terpéniques, mais plutdt des composés plus polaires qui

pourraient étre des dérivés phénoliques (Michel, 2011) .

3.4.1.2. Interprétation des CCM préliminaires des f  ractions chloroformiques

Les stérols, les terpenes, les coumarines, les flavonoides et les alcaloides ont été
recherchés dans les fractions chloroformiques des feuilles d’A. radiata et de la partie
aérienne de R. vesicarius. Des révélateurs polyvalents tels que (CH3CO,),Pb basique a 1%
(m/v) et NHz ainsi que des réactifs spécifiques aux stérols et terpénes (réactif de Liebermann
Birchard), aux coumarines (KOH), aux tanins (FeCl;) et aux alcaloides (réactif de
Dragendor'ff) ont été employés a cet effet. Le développant choisi pour faire migrer ces
composés est un mélange de cyclohexane et d’acétate d'éthyle (10/8, v/v). Les résultats

figurent dans le tableau 20.

En général, les coumarines sont révélées avec KOH en jaune dans le visible et la coloration
varie ou s'intensifie sous UV a 366 nm (Ladyguina et al., 1983 ; Dohou et al., 2003 ;
Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a). (CH3CO,),Pb basique et NH; sont des révélateurs
communs aux coumarines et aux flavonoides. Toutefois, ils se distinguent par des
colorations caractéristiques. En effet, NH; permet non seulement d’identifier les coumarines
en les colorant en bleu, vert, jaune, pourpre ou rose, mais également de les caractériser
(Dekker, 2002) . Ainsi, les spots de Rf = 0.08, 0.15, 0.94 sont des coumarines (Tableau 20).
En outre, le spot rouge de Rf = 0.93 révélé sous UV a 366 nm et qui persiste apres
traitement par NH,OH concentré, est une anthraquinone (Mamyrbekova-Bekro et al.,
2013b).

Les stérols et triterpénes ont été révélés par le réactif de Liebermann-Birchard sous UV a
366 nm. En effet, les spots jaunes (Rf = 0.14, 0.20, 0.22) correspondent aux stérols alors
gu’une tache rouge (Rf = 0.82) correspond aux triterpénes de type oléanane et ursane
(Lagnika, 2005 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a). Ainsi, deux taches jaune-orangées
caractéristiques des triterpenes de type lupane ont été visualisées dans les feuilles d’A.
radiata (Lagnika, 2005) .

La fraction chloroformique, obtenue a partir de la partie aérienne de R. vesicarius, s'est

révélée pauvre en ces composeés.

La mise en évidence des alcaloides s’est révélée négative. Ceci est probablement d( a leur

faible concentration ou bien a leur absence dans les différentes fractions.
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3.4.1.3. Interprétation des CCM préliminaires des f  ractions acétate d'éthyle

Les chromatogrammes des fractions acétate d’éthyle des feuilles et des fleurs d’A. radiata et
de la partie aérienne de R. vesicarius ont été obtenus avec un gradient
AcOEt/chloroforme/acétone dans les proportions 8/7/0.5 ; (v/viv) et des révélateurs
spécifiques et/ou polyvalents tels que NH; et KOH méthanolique a 5% (m/v) pour les
coumarines, le AICI; pour les flavonoides et le FeCl; pour les tanins ont été utilisés. Les

résultats obtenus sont consignés dans le tableau 21.

Les flavonoides présentent des taches de colorations variables sous UV a 366 nm. L’AICI;
les révele en jaune dans le visible et sous UV, les taches sont de couleur bleu-brun
(Lagnika, 2005) ou bien jaune-vert fluorescent (Ladyguina et al., 1983). En effet, certains
tels que la quercétine, les flavonols et aurones sont jaunes. Les xanthones se réveélent en
orange (Ladyguina et al., 1983). Les flavones méthylées et hydroxyflavonols sont bleus et
pourpres (Dawson et al., 1991). C’est le cas des spots de Rf = 0.16 et 0.91 détectés dans R.
vesicarius. Quant au NHg, il les révele sous forme de spots fluorescents jaune, vert et bleu
sous UV a 366 nm (Ladyguina et al., 1983 ; Dawson et al., 1991). L'apparition de
fluorescences jaune, verte, bleue, orange aprés pulvérisation avec KOH et visualisation sous
UV a 366 nm, indigue la présence de coumarines (Ladyguina et al., 1983 ; Mamyrbekova-

Bekro et al., 2013a,b). C'est le cas des spots & Rf = 0.00 et 0.14 détectés dans R.

vesicarius.

Le FeCl; caractérise les tanins en gris dans le visible (Rf = 0.21 détecté dans les feuilles d’A.
radiata et 0.04 dans la partie aérienne de R. vesicarius) (Kabran et al., 2011;
Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a). Les dérivés phénoliques apparaissent en vert (Rf =0.14

détecté dans les feuilles d’A. radiata).
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Tableau 20. Composeés identifiés dans les fractions chloroformiques
Phase mobile : cyclohexane/AcOEt, (10/8 (V/V))

Avec révélateur

Sans révelateur NH3/NH,OH Liebermann-Burchard FeCls KOH Acétate qe plomb
a A B C D bas:zque Phytocomposés possibles

Extraits

Rf Visible UV3e6nm Rf Visible UV3e6nm Rf Visible UV3e6nm Rf Visible Rf Visible UV3e6nm Rf Visible UV3e6nm

Triterpénoides de type lupane B

FC - Feuilles d' A. radiata

0.00 Marron Orange 0.00 Vert Orange 0.00 | Marron® Jaune® - - 0.00 Vert Rouge 0.00 | Jaune' | Orange (Lagnika, 2005)
. Dérivés phénoliques C (Kabran etal.,
0.03 Vert Rouge’ | 0.03 Vert Orange | 0.03 | Marron® | Orange | 0.03 | Vert - - - 0.04 | Vert Gris" ves p |q2uo 1) (
Coumarines A, D (Ladyguina et al.,
0.06 Vert’ Rose' 0.07 - Rose 0.07 Mauve Marron” - - 0.08 | Jaune Mauve 0.07 - Rose 1983 ; Dohou et al., 2003 ;
Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
Stéroides B (Lagnika 2005) ,
c . v Coumarines A, D (Ladyguina et al.,
0.10 Rose 0.11 Rose 0.14 Gris Jaune 0.15 | Jaune Vert 0.11 Mauve 1083 : Dohou et al., 2003 -
Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
0.18 - Marron 0.17 - Mauve 0.20 - Jaune - - - - - - - - Stéroides B (Lagnika, 2005)
- - - 0.23 - violet 0.22 - Jaune - - - - - - - - Stéroides B (Lagnika, 2005)
- - - 0.45 - Mauve 0.65 - violet - - - - - - - - Non identifié
Triterpénoides de type lupane B
- - - - - - 0.68 - J © - - - - - - - -
aune (Lagnika, 2005)
- - - - - - 0.78 Jaune Rose - - - - - - - - Non identfié

Triterpénoides de type Oléanane et
0.86 | Jaune Rose® - - - 0.82 Vert Rouge' - - - - - 0.86 - Rose Ursane B (Lagnika, 2005 ;
Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)

Coumarines A (Mamyrbekova-Bekro
0.89 Jaune Rougef 0.90 | Jaune’ Rose 0.88 Gris Jaune' - - - - - 0.89 - Rose et al., 2013a), Stéroides B (Lagnika,
2005)

Anthraquinone a, A (Mamyrbekova-
Bekro et al., 2013b) ; Coumarines D
0.93 Vert Rouge’ | 0.94 | Jaune | Rouge | 0.93 Gris Jaune © - - 0.94 | Jaune | Rouge | 0.94 | Jaune | Rouge | (Ladyguina etal., 1983 ; Dohou etal.,
2003)
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Lo . . Acétate de plomb
Sans révélateur NH3/NH4OH Liebermann-Biirchard FeCls KOH cetate de piom . .
basique Phytocomposés possibles
a A B C D E
Stérols B (Lagnika, 2005 ; Kabran et
3 0.00 Jaune Jaune 0.00 Jaune Jaune 0.00 Vert Jaune" - 0.00 | Marron Jaune 0.00 | Jaune Jaune al., 2011 ; Mamyrbekova-Bekro et al.,
]
% 9 2013b)
= S . ) Anthraquinone a (Mamyrbekova-
g 8| 0.07 - Rouge® | 0.04 - Violet - - - - - - - 0.06 - Violet
& % ouge lole 10'e Bekro etal., 2013b)
'?:é 3 - - - - - - - - - - - - - 0.12 - Mauve Non identifié
o x Saponine stéroidique B (Guy et al.,
8 0.70 - Mauve - - - 0.89 Violet Violet - - - - 0.75 - Mauve 2010 ; Mamyrbekova-Bekro etal.,
2013a)
F: fluorescent; C: clair; O: orangé ; J : jaunatre ; V : verdatre
Tableau 21. Composeés identifiés dans les fractions acétate d'éthyle
Phase mobile : AcOEt/chloroforme/acétone (8/7/0.5 (V/IVIV))
Sans révélation Avec revélation
2 NHs KOH AICl3 FeCls
g a A B c D Phytocomposés possibles
i Rf Visible UVagenm Rf Visible UV3s6nm Rf Visible UV3s6nm Rf Visible UVagenm Rf Visible
0.00 M O 0.00 M (0] 0.00 Vert R 0.00 Vert O - -
arron range arron range er ouge el range Xanthone a, C (Ladyguina et al., 1983)
0.03 Vert’ R 0.03 Vert R - - - 0.03 | J R - -
€ ouge € ose aune ose Coumarines A (Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
o]
= 0.09 Jaune Rose’ - - - - - - 0.09 | Jaune Rose - -
35 Flavones a, C
IS
= 0.15 Vert R 0.14 Vert R 0.15 Vert R 0.15 Vert R 0.14 Vert o S
< € ouge € ouge er ouge € ouge € Dérivés phénoliques D (Kabran etal., 2011)
E 0.20 Jaune Rouge 0.20 Jaune Marron | 0.23 - Rouge | 0.23 - Rose 0.21 Gris Tanins D (Kabran et al., 2011), Anthracéne (Ladyguina et
(O]
%
& 0.68 P 074 iolet Anthracene (Ladyguina et al., 1983), Coumarines A
I i i i ' i ourpre ' i viole i i i i i (Wagner et al., 1996 ; Dekker, 2002 ; Mamyrbekova-
';',:J Bekro et al., 2013a)
L
0.90 - Rose 0.90 - Pourpre - - - - - - - - Coumarines A (Wagner et al., 1996; Dekker, 2002 ;
Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
T v
0.94 Vert Rouge 0.95 Vert Rouge 0.98 Vert Rouge | 0.93 | Jaune Rouge 0.94 vert Dérivés phénoliques D (Kabran et al., 2011)
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Sans révélation NH3 KOH AICl3 FeCl; . .
Phytocomposés possibles
a A B c D Y10COmPpOSES possi
0.00 Marron Vert 0.00 Marron Vert 0.00 | Marron Vert 0.00 | Jaune Jaune” 0.00 Gris Flavonoides A, C (Ladyguina et al., 1983)
g < 0.04 - Rose - - - - - - - - - - - Non identifié
o .©
'-'l- 8 0.15 Jaune Rouge - - - - - - 0.13 | Jaune® Bleu™ - - Flavonoides C (Lagnika, 2005)
U <
< —;f 0.22 - Mauve | 0.15 | Jaune’ Vert 0.17 | Jaune” | Rose | 0.16 - Rose - - Coumarines A, B (Ladyguina et al., 1983)
0.91 - Mauve 0.67 - Mauve 0.74 - Mauve - - - - - Anthocyanidine 3-glycosides a (Markham, 1982)
v F . Coumarine A (Guy et al., 2010), B (Mamyrbekova -Bekro
0.00 Brun Vert 0.00 Marron Jaune 0.00 | Marron Vert 0.00 | Jaune Brun 0.00 Gris etal., 2013a,b), Flavonoides C (Lagnika, 2005) ; Tanins D
(Kabran et al., 2011 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
-g g 3| 004 - pourpre - - - 0.03 | Jaune Violet - - - 0.04 Gris® Tanins D (Kabran et al., 2011 ; Mamyrbekova -Bekro et
g 0= al., 2013a)
| £ % 0.12 Jaune Orange | 0.12 - Orange | 0.14 | Jaune® | Orange - - - - - Coumarines B (Kabran et al., 2011 ; Mamyrbekova -Bekro
w2 o et al., 2013a), Xanthone a (Ladyguina et al., 1983)
E Q@ ;| 016 - Bleu 0.17 Jaune Vert - - - 0.16 | Jaune Bleu” - - Flavones méthylées ou hydroxyflavonols a, A, C (Dawson
x etal., 1991 ; Lagnika, 2005)
0.91 ) pourpre ) ) . 0.98 ) Pourpre | 0.91 ) Mauve ) . Hydroxyflavonol a (Dawson et al., 1991)
F: fluorescent; C: clair ; J : jaunéatre ; V : verdatre
Tableau 22. Composés identifiés dans les fractions butanoliques
Phase mobile : Toluene/Acétone/Acide formique (3 :5 :1 (V/VIV))
= Sans révélation Avec révélation
X a Afb Feé:b Phytocomposés possibles
Rf Visible UV3s6nm Rf Visible UVagenm Rf Visible
:: 0.76 | Jaune® violet 0.79 Jaune® Bleu' 0.76 Gris Flavonoides A (Lagnika, 2005), Tanins B (Kabran et al., 2011)
(%]
2 % 0.87 Jaune Rose - - - - Anthocyanidine 3,5-diglycosides a (Markham, 198 2)
3 T
(TR
"'I' = 0.89 Vert Rouge - - 0.89 Vert Dérivés phénoliques B (Kabran et al., 2011)
0
L - - - 0.94 Vert Orange - - Xanthone A (Ladyguina et al., 1983)
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sans re:elatlon Afb FeEE: I3 Phytocomposés possibles

0.00 - Jaune 0.00 Jaune Jaune - - Flavonoides A (Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)

0.2 Jaune Marron 0.21 Jaune Jaune” - - Flavonols a, A (Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)
g 0.46 Jaune Jaune® 0.48 - Blanc™ 0.45 Gris Flavonols a, A (Markham, 1982) , Tanins B (Kabran et al., 2011 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
g
S 0.5 Jaune Vert 0.52 Jaune Jaune” - - Flavonols, flavanones ou aurones (Markham, 1982 ; Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)
z 0.57 - Mauve 0.67 - Jaune - - Anthocyanidine 3-glycosides a (Markham, 198 2)
é 0.63 - Mauve 0.78 Jaune jaune™ - - Flavonoides A (Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)
é 0.75 Jaune Vert 0.85 - Violet 0.73 Bleu Tanins B (Kabran et al., 2011 ; Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)

0.80 - Pourpre | 0.89 - Mauve - - Flavones a, A (Markham, 1982 ; Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)

0.85 - pourpre - - - - - Flavones (Markham, 1982)

0.00 Marron Jaune - - - - - Flavonols et/ou aurones (Dawson et al., 1991)
-% 0.16 Jaune Vert - - - - - Flavonols, flavanones ou aurones (Markham, 1982 )
.g 0.19 Jaune Jaune 0.18 Jaune Jaune” - Flavonols a, A (N'gaman Kohué et al., 2009 ; Guy et al., 2010)
o Flavonols, flavanones ou aurones (Markham, 1982 ; N'gaman Kohué et al., 2009), Tanins B (Kabran
3 0.39 Jaune Vert 0.42 Jaune Jaune” 0.39 Gris
@ et al., 2011 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013a)
c
l% 0.47 Jaune Vert’ 0.51 Jaune Jaune® - - Flavonols, flavanones ou aurones (Markham, 1982 ; N'gaman Kohué et al., 2009)
'% 0.6 Jaune Jaune 0.63 Jaune® Jaune” 0.6 Brun Flavonols a, A (N'gaman Kohué et al., 2009 ; Guy et al., 2010), Tanins B (Kabran et al., 2011)
z 0.85 - Vert 0.89 - Rose - - Flavonols, flavanones ou aurones (Markham, 1982)
- 0.87 - orange 0.91 - rose - - Xanthone a (Ladyguina et al., 1983 ; Mamyrbekova -Bekro et al., 2013a)

F: fluorescent; C: clair ; J : jaunétre ; V : verdatre
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3.4.1.4. Interprétation des CCM préliminaires des f  ractions butanoliques

Dans les fractions butanoliques des feuilles et des fleurs d’A. radiata et de la partie aérienne
de R. vesicarius, nous avons cherché a identifier les polyphénols. A cet effet, des révélateurs
spécifiques aux flavonoides (réactif d’AICl;) et aux tanins (FeCls) ont été choisis. Pour faire
migrer ces composés, nous avons utilisé le gradient : PhCH3/CH3;COCH3/HCOOH, (3/5/1
(VIVIV)).

A l'aide de la méthodologie d’approche (coloration des spots avant et aprés utilisation des
réactifs) utilisée précédemment pour la détection et I'identification des phytocomposés, nous
avons montré la présence des tanins et la richesse des fractions en flavonoides (Tableau
22).

En conclusion, les analyses phytochimiques qualitatives par CCM ont révélé la diversité des
composés phénoliques (particulierement les stérols, les terpénes, les coumarines et les
flavonoides) dans les deux espéces étudiées. Cependant, cette analyse a permis d’identifier
des profils presque similaires entre les feuilles et les fleurs d’A. radiata et de distinguer un

profil flavonique différent pour I'espéce R. vesicarius.

3.4.2. Caractérisation phytochimique par Chromatogr  aphie liquide haute performance
(CLHP)

La vaste gamme de polarité des composés phénoliques nécessite souvent de travailler en
gradient d’élution pour éviter les co-€lutions et pour éluer 'ensemble des composés. L'ordre
d’élution de ces molécules étant aussi déterminé par la nature et le gradient des solvants
utilisés.

Les systémes solvant sont composés d'eau (H,O) et d'un modificateur organique le
méthanol (MeOH) ou Il'acétonitrile (ACN). La phase mobile est souvent acidifiee a un pH
situé entre 2 et 4 afin d’éviter l'ionisation des nombreux groupes hydroxyles des composés
phénoliques pendant l'analyse, ce qui améliore en méme temps la résolution et la
reproductibilité (Marston et Hostettmann, 2006 ; Stalikas, 2007 ; Mi san et al., 2011).

La méthode développée ici est un gradient constitué d’eau acidifié et d’acétonitrile (ACN). Ce
dernier (ACN) induit une perte de charge inférieure et une durée d’analyse plus courte par
rapport au méthanol. En raison de sa meilleure force d’élution et de sa plus faible viscosité,

'’ACN a été sélectionné pour poursuivre le développement (Michel, 2011) .
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Nos analyses ont été effectuées sur les fractions acétate d'éthyle des fleurs d’A. radiata et
de la partie aérienne de R. vesicarius dans le Laboratoire des Plantes Extrémophiles (LPE)
du Centre de Biotechnologie de Borj-Cédria (Tunisie), sous la direction de M™ BOURGOU

Soumaya.

Le profil d’élution des composés issus de ces deux fractions a été suivi a 280 nm, longueur
d’onde caractéristique des composés phénoliques. En effet, tous les phénols sont détectés
dans la région des ultra-violets avec un pic d’absorption maximum a 280 nm du a la
présence du cycle phénolique. Le cycle B présent dans les différentes classes de
flavonoides est caractérisé généralement par un pic d’absorption qui se situe dans un
intervalle de mesure compris entre 300 et 380 nm, exception faite pour les anthocyanes dont
le cycle B présente un maximum d’absorption entre 460 et 560 nm. Le tableau 23 concilie les
différentes longueurs d’onde généralement utilisées dans le cas de I'étude des composés
phénoliques (Merken et Beecher, 2000 ; Stecher et al., 2001 ; Robbins, 2003) .

Tableau 23. Longueurs d’onde utilisées dans I'étude des composés phénoliques

Classes de composés phénoliques Anax (NM)

Acide hydroxybenzoique 280
Acide hydroxycinnamique 280, 320
Stilbene 280, 320
Flavanol 280
Dihydrochalcone 280
Flavonone 280
Flavone 280, 360
Isoflavone 280
Flavonol 280, 360
Isoflavone 280
Anthocyane 280, 520
Tanins 280

L’identification est basée sur la comparaison des temps de rétention des différents
constituants des extraits avec ceux des différents standards analysés dans les mémes

conditions. Les données relatives aux temps de rétention sont présentées en annexe 3.

3.4.2.1. Analyse du profil chromatographique de la fraction acétate d'éthyle des fleurs
d’'A. radiata

Les essais réalisés sur la fraction acétate d’éthyle des fleurs d’A. radiata ont conduit a
I'obtention de 11 pics (Figure 58) . Cing (05) composés phénoliques ont ainsi été identifiés, il
s'agit de deux acides phénols (I'acide procatéchique (3.21%) et I'acide caféique (3.83%)),
deux flavonoides (la naringénine-7-O-glucoside (1.46%) et la morine (27.09%)) et une

coumarine (1.64%).
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Figure 58 : Chromatogramme obtenu a 280 nm de la fraction FAE des fleurs d’Anvillea
radiata
3.4.2.2. Analyse du profil chromatographique de la fraction acétate d’éthyle de la partie

aérienne de R. vesicarius

Le chromatogramme obtenu (Figure 59) montre un massif assez peu résolu entre 2.5 - 7.5
min et entre 17 - 20 min. Le profil d’élution se caractérise par une augmentation de la ligne
de base sur ces deux intervalles. Ce type de comportement traduit souvent la présence des
tanins condensés, sous famille trés hétérogéne de polyphenols tres présente dans le regne
végétal. On parle alors de bosse des tanins (Lantto et al., 2009). Ainsi, la méthode
d’identification par chromatographie confirme les premiers résultats obtenus par les dosages

spectrophotométriques UV-Visible.

De plus, la présence de pics marqués tout au long de cette bosse suggeéere que d’autres
polyphénols seraient par instant co-élués avec ces composés provoquant une augmentation
de la densité optique. lls nous permettent d’envisager la présence de différentes sous-

familles polyphénoliques dans I'extrait.
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Méthoxyphényl) propinoique ; 24 : Lutéoline.

Figure 59 : Chromatogramme obtenu a 280 nm de la fraction FAE de la partie aérienne de

R. vesicarius

La comparaison des temps de rétention des composés extraits avec ceux des différents
standards ne nous a permis que de suspecter la présence éventuelle de onze (11)
composeés phénoliques : I'acide tannique (un polyphénol de la famille des tanins : 0.65%), le
résorcinol (2.93%), cinqg acides phénols ('acide gentisique (6.54%), I'acide vanillique
(1.40%), l'acide chlorogénique (9.13%), l'acide syringique (2.02%) et I'acide 3-(4-
méthoxyphényl) propanoique (2.20%)), une coumarine (1.06%) et trois composés
flavoniques (la naringénine (1.05%), la naringénine-7-O-glucoside (2.91%) et la lutéoline
(0.27%)).

4. Potentialités des plantes étudiées a la lumiere  des composeés révelés

Contrairement aux métabolites dits primaires, les métabolites secondaires changent
considérablement leur distribution parmi les especes. Certains de ces composés sont
produits seulement sporadiquement, tandis que d'autres sont largement distribués dans le
regne végétal. lls peuvent étre spécifiques aux ordres, aux familles, aux espéces, et parfois

méme aux taxa (Laitinen et al., 2000).

Les investigations phytochimiques menées sur les deux espéces : Anvillea radiata Coss. &

Dur. et Rumex vesicarius L. ont permis de caractériser les principaux COmMpOSEs
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phénoliques. Quatre grandes familles de composés ont été mises en évidence, il s’agit des

acides phénols, des flavonoides, des tanins et des coumarines.

En raison de leur abondance dans le regne végétal et leurs bénéfices potentiels pour la
santé humaine, les flavonoides sont I'objet d’'une attention croissante. Présents en quantité
notable dans les fruits et les légumes, mais aussi dans les boissons comme le thé, les
flavonoides sont des piégeurs efficaces de radicaux libres, particulierement impliqués dans
la peroxydation lipidique permettant ainsi une meilleure stabilisation des denrées
alimentaires. lls sont également préconisés pour améliorer la stabilité des pigments de jus
colorés (comme le jus de betterave), d'aromes alimentaires, et rentrent dans la composition
des produits pharmaceutiqgues (pour un usage par voie orale) et cosmétiques (pour des
applications locales) (Moure et al., 2001). De plus, ils ont une activité chélatrice des métaux
tels que le cuivre et le fer qui, a I'état libre, peuvent étre a l'origine de la production des
radicaux libres par les réactions de Fenton et d’'Haber-Weiss (Puppo, 1992 ; Van Acker et
al., 1995).

Les éléments structuraux nécessaires a I'obtention d’une telle activité - I'activité antioxydante
- ont été établis par plusieurs auteurs (Van Acker et al., 1996 ; Aliaga et Lissi, 2004 ;
Sroka, 2005). Il s’agit de :

» la présence d'une fonction catéchol sur le cycle B ;
* la présence d’'un motif énone dans le cycle C;

* la présence de groupement hydroxyle en position 3.

En empéchant les ROS d’altérer I'ADN, les flavonoides limitent les mutations et les
processus de carcinogeneses (Merken et Beecher, 2000) . De ce fait, ils interviennent dans
la prévention des cancers, des démences, de I'athérosclérose, de I'hypertension et des

maladies cardio-vasculaires.

Outre leur pouvoir antioxydant, les flavonoides sont capables d'inhiber la croissance de
plusieurs types de microorganismes (Digrak et al., 1999 ; Babayi et al., 2004 ; Okigbo et
al., 2005). Bien que leur mécanisme d’action demeure encore imprécis, certaines études ont
donné un début d’explication de leur potentiel antibactérien. En effet, selon les travaux
réalisés par Dadi et ses collaborateurs en 2009, la quercétine est capable d'inhiber la

gyrase bactérienne par deux mécanismes :

» Elle se fixe sur 'ADN au niveau des sites d'insertion de I'enzyme bloguant ainsi son

activité ;
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* Elle blogue le site de fixation de 'ATP se trouvant sur 'ADN gyrase.

Dans les deux cas, I'action de cette molécule se manifeste par le clivage de '’ADN bactérien

désormais incapable de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon

fonctionnement.

Ainsi, comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique tres
puissante. L'une des études les plus importantes sur cette activité était celle d’Ortufio et ses
collaborateurs (2006) , qui ont démontré lactivité¢ des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones extraites de Cirtus paradisi et de Cirtus sinensis sur Penicillium
digitatum. En effet, la naringinine, I'hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine
extraites de ces deux especes servent a protéger ces dernieres contre les attaques de

Penicillium digitatum.

Grace aux propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols, les
flavanols et les tanins, il est désormais possible de développer des conservateurs
alimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en

considérant la résistance microbienne face a certains traitements antibiotiques (Daglia,
2012).

Certaines classes possedent des potentialités oestrogéniques (isoflavones) et, plus
généralement, les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses et diverses activités
pharmacologiques : pour préserver lintégrité vasculaire, pour leurs propriétés
immunomodulatrices, anti-hépatotoxiques, anti-ostéoporotiques et contre les allergies
(Sannomiya et al., 2005 ; de Rijke et al., 2006). Les flavonoides sont aussi connus pour
leur action sur le tractus gastro-intestinal en tant qu’agents antiulcéreux, antispasmodiques,

anti-sécréteurs et antidiarrhéiques (Di Carlo et al., 1999).

Les acides phénols, comme les flavonoides et d’autres polyphénols, jouent un réle reconnu
dans le maintien d'un bon état de santé et pourraient participer a la prévention de
pathologies en partie liées a un excés de radicaux et au stress oxydatif (affections
cardiovasculaires et dégénératives). L'acide chlorogénique, comme l'acide caféique, inhibe
(in vitro) les réactions de nitrosation et certains processus d’altération des acides nucléiques

(Chen et Ho, 1997 ; Natella etal., 1999 ; Bruneton, 2009) .

De telles propriétés ont donc été exploitées, et trouvent des applications dans de nombreux

domaines industriels : en agroalimentaire, en cosmétique et dans I'industrie pharmaceutique.
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Conclusion générale et perspectives

e présent travail avait pour but I'étude phytochimique et biologique de deux plantes
médicinales saharienne : Anvillea radiata Coss. & Dur. de la famille des Asteraceae
et Rumex vesicarius L. de la famille des Polygonaceae, choisies sur la base de leurs

usages traditionnels.

Cette étude s'inscrit dans le cadre des travaux de recherche de I'équipe « Etude des
composés volatils (huiles essentielles) et des composés phénoliques (flavonoides) ».
L’objectif était d’apporter des éléments pour la validation de certaines propriétés des plantes
étudiées, l'identification de leurs principes actifs et la mise au point des méthodes de dosage

et d’évaluation des activités antioxydante et antimicrobienne.

Pour ce faire, nous avons au préalable effectué un criblage préliminaire des différentes
familles de métabolites secondaires contenues dans les deux espéces en question. La
nature des principes chimiqgues mis en évidence laisse prévoir des activités
pharmacologiques intéressantes. Il s’agit essentiellement des flavonoides, des tanins et des
saponosides. L'espéce Anvillea radiata renferme, en plus de ces molécules, des alcaloides.
Ces derniers sont en majorité retrouvés dans les feuilles. Quand aux coumarines, elles sont

présentes dans la partie aérienne de Rumex vesicarius.

L'extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation des
principes actifs. Elle dépend a la fois du solvant d’extraction et de la nature de l'organe
étudié. Nous avons tenté, dans un premier temps, d'extraire les composés phénoliques
totaux par extraction solide-liquide en utilisant trois solvants choisis de maniere a solubiliser
un maximum de composeés. Les différents extraits obtenus ont été analysés quantitativement
par spectrophotométre UV-visible pour leur contenu en polyphénols, en flavonoides, en
flavonols et en tanins. Considérant les organes, les fleurs d’A. radiata accusent les teneurs
les plus élevées en ces composeés. Par ailleurs, nous avons démontré que le méthanol
aqueux est le meilleur extracteur des flavonoides contenant dans cette espece (164.486 +
0.843 mg EC/g de matiere végétale séche), tandis que I'acétone aqueux posséde la capacité
d’extraire plus de tanins. Rumex vesicarius s’est avérée riche en ces molécules présentant
ainsi des valeurs allant de 2.283 +£ 0.055 a 46.771 + 0.398 mg EC/g MS.

La détermination de la teneur en pigments liposolubles révele la richesse de Rumex
vesicarius en B-caroténe (116.893 + 1.602 pg/g MS), en lycopene (156.403 + 1.592 ug/g
MS) et en chlorophylle a (271.447 + 3.457 pg/g MS). Ainsi, en comparant les différents
organes d’A. radiata, nous remarquons que les fleurs contiennent une teneur élevée en [3-
carotene (38.831 £ 0.927 ug/g MS) et en lycopene (48.911 + 0.567 ug/g MS). Par contre, les
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feuilles sont riches en chlorophylle a (131.844 + 1.267 pg/g MS). Ces composés mineurs
conférent aux deux plantes des qualités nutritionnelles et thérapeutiques importantes.

Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a obtenir un extrait enrichi en métabolites
d’'intérét — les flavonoides. Un protocole d’extraction a été optimisé afin de concentrer les
composeés dans un extrait adapté en réalisant des extractions successives avec des solvants
de polarité croissante. Nous avons d’abord éliminé tous les composés apolaires (stérols,
triterpenes, chlorophylles, ...). Cette premiere étape a permis de fragiliser les cellules
végétales en laissant pénétrer le premier solvant d’extraction, puis de simplifier les extraits
enrichis que nous avons obtenu avec le n-butanol et l'acétate d'éthyle. Ces derniers
présentent des teneurs respectives de (55.910 + 1.022 mg EC/g MS) et (47.394 + 1.497 mg
EC/g MS) pour les fleurs d’A. radiata et de (5.597 + 0.038 mg EC/g MS) et (4.648 + 0.068 mg
EC/g MS) pour la partie aérienne de R. vesicarius.

L’évaluation de [lactivité antioxydante in vitro des extraits/fractions a été réalisée par
différentes méthodes, a savoir : le piégeage du radical libre DPPH?e, la capacité antioxydante
totale, le pouvoir réducteur des ions ferriques, le piégeage du radical-cation ABTS™,
l'inhibition du blanchiment du béta-carotene et la chélation des ions ferreux. Nous avons
constaté que les différents extraits bruts et les différentes fractions testés présentent des
activités antiradicalaires et antioxydantes intéressantes, dépendantes du contenu en
polyphénols totaux et en flavonoides et une relation linéaire a été établie ; les fractions les
plus riches en flavonoides étant les plus actives. Cependant, lintensité de [I'activité
antioxydante ne dépend pas uniqguement de la teneur globale en flavonoides mais
également de leur nature. Ainsi, la trés forte inhibition de I'oxydation lipidique par la fraction
hexanique des fleurs d’A. radiata, pourtant tres peu concentrée en polyphénols, peut étre
attribuée a d’autres substances (cires, acides gras, stérols, triterpenes, caroténoides,
flavonoides aglycones hautement méthoxylés, coumarines) qui peuvent agir
indépendamment ou en synergie.

Les extraits de ces deux espéces végétales ont été également soumis & un criblage pour
leur possible activité antimicrobienne in vitro, contre six souches de bactéries pathogenes,
deux espéces de levures et trois moisissures, en employant la méthode de diffusion sur
disque et la méthode de microdilution en milieu liquide. Nous avons constaté que seuls les
extraits hydro-acétonique et hydro-méthanolique des feuilles d’A. radiata étaient actifs vis-a-
vis de B. cereus avec des diametres variant entre 8 et 13 mm. Par ailleurs, les fractions les
moins polaires ont montré les activités les plus élevées et les CMI ont été déterminée a partir
des fractions les plus actives en milieu gélosé. Les fractions chloroformique, acétate d’éthyle
et butanolique des feuilles d’A. radiata ont témoigné d’'une forte activité antibactérienne vis-a-

vis de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus, avec des CMI situées entre 0.156 -
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0.625 mg/ml. Par contre les extraits de Rumex vesicarius se sont révélés inactifs vis-a-vis de
toutes les souches microbiennes testées. De méme, une tendance a été montrée, indiquant
gue les extraits les plus riches en flavonoides présentent des activités antibactériennes les
plus éleveées.

L'identification chromatographique menées sur les deux espéces a permis de caractériser
les principaux composés phénoliques. Quatre grandes familles de composés ont été mises
en évidence : il s’agit de deux acides phénols ('acide procatéchique (3.21%) et l'acide
caféique (3.83%)), deux flavonoides (la naringénine-7-O-glucoside (1.46%) et la morine
(27.09%)) et une coumarine (1.64%) dans la FAE des fleurs d’A. radiata et de l'acide
tannique (0.65%), le résorcinol (2.93%), cinq acides phénols ('acide gentisique (6.54%),
lacide vanillique (1.40%), l'acide chlorogénique (9.13%), l'acide syringique (2.02%) et
l'acide 3-(4-méthoxyphényl) propanoique (2.20%)), une coumarine (1.06%) et trois
composeés flavoniques (la naringénine (1.05%), la naringénine-7-O-glucoside (2.91%) et la
lutéoline (0.27%)) dans la FAE de la partie aérienne de R. vesicarius. Ces principes actifs
majeurs possedent diverses activités biologiques et jouent un réle reconnu dans le maintien

d’un bon état de santé.

L'ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifigue de l'usage
traditionnel des plantes étudiées et confirme encore une fois la pertinence des remédes
traditionnels dans le traitement de nombreux maux. Mais ces résultats ne constituent qu’'une
ébauche dans le domaine de recherche des antioxydants et des antimicrobiens naturels, il

serait intéressant d'étayer ce travail par :

- La purification et I'identification des principes actifs ;

- L'étude de la toxicité de ceux-ci sur différentes lignées cellulaires (in vitro) et sur des
modeles utilisant les animaux (in vivo) afin de déterminer les doses thérapeutiques et
les doses létales car les remedes traditionnels souffrent beaucoup du probleme de
dosages ;

- Tester l'activité antidiabétique et anti-inflammatoire d’Anvillea radiata ; ces activités
biologiques répondent aux usages majeurs de la plante selon les résultats de
I'enquéte ethnobotanique.

- Cette étude est en partie de I'usage traditionnel des plantes, mais aujourd’hui, avec la
rapide dégradation de I'environnement suivie de la disparition de nombreuses
espéces végétales, les études de pharmacognosie ne doivent plus se contenter
uniqguement des espéces qui font I'objet d’'un usage traditionnel, mais de toutes les
espéces disponibles au risque de laisser des molécules qui resteront & jamais

inconnues.
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ANNEXES

Annexe 1: Réactions générales de caractérisation (screening phytochimique)

1.1. Caractérisation des alcaloides

1 g du matériel végétal est mélangé avec 5 ml d’une solution de H,SO, a 10%. Le mélange obtenu est
mis sous agitation pendant 24 heures a température ambiante. Ce mélange est ensuite filtré et le
volume complété avec de I'eau distillée a 5 ml.

1 ml du filtrat obtenu est placé dans deux tubes différents, puis 5 gouttes du réactif de Dragendorff
sont ajoutées dans l'un des tubes et 5 gouttes de réactif de Mayer dans l'autre. L'apparition d’'un
précipité rouges orangé et blanc jaunatre, respectivement, dans les tubes témoigne la présence des

alcaloides.

e Composition du réactif de Dragendorff :

lodure de potassium (KI, 60 g), nitrate de bismuth (BiNO3, 0.85 g), acide acétique glacial (CH;COOH,
15 ml), chlorure de mercure (Hg,Cl,, 13.55 g), ammoniaque (NH4OH, 20 ml) et dichlorométhane
(CH,ClI,, 100 ml).

e Composition du réactif de Mayer :

lodure de potassium (KI, 25 g), chlorure de mercure (Hg,Cl,, 6.8 g) et eau distillée (1 L).

1.2. Caractérisation des substances polyphénoliques

La solution a analyser est une infusion aqueuse a 5%. Nous avons introduit 5 g de poudre séchée
dans 100 ml d’eau distillée bouillante. Nous avons laissé infusé pendant 30 minutes puis nous avons

filtré la solution et rincé avec de I'eau chaude de maniére a obtenir 100 ml de filtrat.

1.2.1. Caractérisation des flavonoides

Réaction a la cyanidine : Nous avons procédé a un mélange, a volume égal, de 5 ml d'infusé et
d’alcool chlorhydrique (éthanol a 95°, eau distillée, acide chlorhydrique concentré (v/v/v)) dans un tube
a essai. Nous avons ajouté au mélange 1 ml d'alcool isoamylique et quelques copeaux de
magnésium. La présence de coloration rose-orangée (flavones), rose-violacée (flavonones) ou rouge
cerise (flavonols) dans la couche surnageante du mélange indique la présence d'un flavonoide libre

(génine).

Nous avons ensuite effectué la réaction a la cyanidine sans ajouter les copeaux de magnésium puis

nous avons chauffé le mélange au bain-marie pendant 15 minutes. Le développement d’'une



coloration rouge cerise ou violacée et d’'une teinte brune rouge indique respectivement la présence de

leucoanthocyane et de catéchols.
1.2.2. Caractérisation des tanins

Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 ml d'infusé a 5 % puis 200 pl de solution aqueuse de
FeCl; a 1%. La présence des tanins galliques ou catéchiques se traduit par le développement d’'une

coloration verdatre ou bleue noiratre, respectivement.
1.2.3. Caractérisation des coumarines

A 0.5 g de poudre végétale, nous avons ajouté 20 ml d'éther diéthylique et nous avons laissé macéré
le tout pendant 24 heures. Nous avons procédé ensuite a une filtration puis évaporation a sec au bain-
marie de I'extrait. Le résidu ainsi obtenu a été repris par 2 ml d’eau chaude puis divisé entre deux
tubes a essai, le premier sert de témoin. Dans le 2°™ tube, il a été introduit 0.5 ml de NH,OH a 25 %.
eme

L'observation d’une fluorescence intense sous UV 366 nm dans le 277" tube indique la présence de

coumarines.
1.2.4. Caractérisation des dérivés anthracéniques
1.2.4.1. Préparation de I'extrait chloroformique

Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 g de poudre végétale et 10 ml de CHCI;. Nous avons
procédé a un chauffage au bain marie pendant 15 min, puis nous avons filtré et complété le volume a

10 ml avec du chloroforme.
1.2.4.2. Préparation de I'hydrolysat

Le résidu épuisé par le chloroforme est additionné de 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’'HCI concentré.
Aprés un chauffage au bain-marie bouillant pendant 15 min, nous avons refroidi la solution sous un

courant d’eau et filtré. Le filtrat a été ajusté a 10 ml avec de I'eau distillée.

A l'extrait chloroformique, nous avons ajouté une solution aqueuse de KOH a 10%. Aprés agitation, la
présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase aqueuse au rouge. Si le test

est positif, nous procédons a la recherche des composés suivants :
e Les anthraquinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I'extrait chloroformique et 1 ml de NH,OH dilué au demi. La

coloration plus ou moins rouge indique la présence d’'anthraquinones libres.



* Les anthracéniques combinés

- Les O-hétérosides : Prélever 5 ml d’hydrolysat et agiter avec 5 ml de CHCI;. Aprés décantation de
la solution, soutirer la phase organique et I'introduire dans un tube a essai. Ajouter 1 ml de NH,OH

dilué. La présence des anthraquinones est révélée par une coloration rouge plus ou moins intense.

- Les O-hétérosides a génine réduite :  Si la réaction précédente est négative ou faiblement positive,
rechercher les O-hétérosides a génine réduite. Dans un tube a essai, introduire 5 ml d’hydrolysat et 3
a 4 gouttes d’'une solution de FeCl; a 10%. Le tout est porté au bain-marie a 90°C pendant 5 min puis
refroidit sous courant d'eau. Agiter la solution avec 5 ml de chloroforme, soutirer la phase
chloroformique et I'introduire dans un tube a essai. Ajouter 1 ml de NH4OH dilué au demi puis agiter.
En présence de produits d’oxydation des anthranols ou anthrones, la coloration rouge est plus intense

gue précédemmment.

- Les C-hétérosides :

Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée au cours de la caractérisation des O-hétérosides
par 10 ml d’eau distillée et ajouter 1 ml d’'une solution de FeCl; a 10%. Maintenir le tube a essai dans
un bain-marie pendant 30 min. Aprés refroidissement sous courant d’eau, agiter la solution avec 5 ml
de chloroforme. Soutirer la phase chloroformique et I'agiter avec 1 ml de NH,OH dilué. L’existence

des C-hétérosides est confirmée par la coloration rouge plus ou moins intense.

1.2.5. Caractérisation des stérols et des triterpen  es

Solution a analyser: 0.5 g de poudre végétale est mise en agitation avec 10 ml d'éther éthylique

pendant 24 heures. Le mélange est ensuite filtré et ajusté a 10 ml.

La mise en évidence des substances stéroliques est effectuée par la réaction de Liebermann
Biichard. 1 ml de la solution étherique est évaporé a sec. Le résidu obtenu est repris par un mélange
de 0.1 ml d’anhydride acétique et 0.1 ml de chloroforme. Cette solution est partagée entre deux tubes
a essai ; le premier servira de référence alors que dans le 2°™ tube nous avons introduit (dans le fond
du tube) 0.1 ml de H,SO, concentré. La formation d’un anneau rouge-brunatre ou violet dans la zone
de contact des deux phases et d’'une coloration verte ou violette de la couche surnageante indique la

présence des stérols et des triterpénes.

1.2.6. Caractérisation des saponosides

Le principe consiste a déterminer l'indice de mousse persistante pendant 20 min d’'une décoction

aqueuse a 5%.

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire successivement 1, 2, 3,...,10 ml

de décocté. Ajuster le volume de chaque tube a 10 ml avec de 'eau distillée. Chaque tube est agité



horizontalement pendant 15 secondes puis laissé reposé pendant 15 min. On reléve ensuite la
hauteur de la mousse persistante en cm. Si celle-ci est inférieure & 1 cm dans tous les tubes, l'indice
est moins de 100. La dilution dans le tube ou la hauteur de la mousse est égale a 1 cm représente
l'indice recherché.

eme

Si elle est proche de 1 cm dans le X~ tube, on calcule I'indice de mousse par la formule suivante :
| = hauteur de mousse (en cm) dans le X ™ tube x 5/ 0,0x
La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100.

1.2.7. Caractériation des composés réducteurs

Nous avons procédé a une évaporation a sec de 5 ml du décocté aqueux a 10% au bain-marie
bouillant. L'obtention d'un précipité rouge-brique aprés addition au résidu de 1 ml de réactif de Fehling

indique la présence des composés réducteurs.



Annexe 2 : Chromatographie sur couche mince (CCM)

2.1. Les systemes de solvants utilisés pour les dif ~ férentes fractions

* Les chromatogrammes de la fraction hexanique ont été obtenus avec un gradient n-
hexane/AcOEt, (8/1.9 (VIV)) ;

e« Le développant choisi pour faire migrer les composés contenus dans les fractions
chloroformiques est un mélange de cyclohexane et d’acétate d’'éthyle (10/8, v/v) ;

* Les chromatogrammes des fractions acétate d'éthyle ont été obtenus avec un gradient
AcOEt/chloroforme/acétone dans les proportions 8/7/0.5 ; (vIvIV) ;

 Les chromatogrammes des fractions butanoliques ont été obtenus avec le gradient:

toluene/acétone/acide formique, (3/5/1 (v/viv)).

2.2. Réactifs utilisés pour la révélation des compo  sés recherchés

» Réactif de Liebermann-Birchard (Réactif spécifique aux stérols, stéroides et triterpenes) :
Préparer, a basse température et juste avant emploi, une solution de 5 ml d’anhydride
acétique, 5 ml d'acide sulfurique concentré et g.s.p. 50 ml d'éthanol a 95%. Apres
pulvérisation, chauffer la plaque de CCM a 110°C pendant 10 minutes.

« Réactif a la vanilline sulfurique  (Révélateur polyvalent) : Préparer une solution composée
de 1 g de vanilline, 2 ml d'acide sulfurique et de I'éthanol a 95% q.s.p. 100 ml. Aprés
pulvérisation, chauffer la plaque de CCM a 110°C pendant 5 minutes environ. Plusieurs
colorations apparaissent en fonction du type de composés.

 Réactif de Dragendorff (Révélateur spécifique aux alcaloides): Préparer une solution
composée de 0,85 g de nitrate basique de bismuth et 10 g d’acide tartrique dans 40 ml d'eau
(solution A) et une solution contenant 16 g de Kl dans 40 ml d’eau (solution B). Mélanger
extemporanément 5 ml de A, 5 ml de B, 100 ml d’'eau et 20 g d’'acide tartrique. Vaporiser le
mélange sur la plaque. Les alcaloides apparaissent sous forme de taches orange.

e Une solution méthanolique de KOH a 5%, une solution aqueuse d’acétate de plomb basique a
5% et I'ammoniac pour la révélation des coumarines ;

» Une solution méthanolique de chlorure d’aluminium pour la révalation des flavonoides ;

* Une solution aqueuse de FeCl; a 2% pour la révélation des tanins.



Annexe 3 : Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Tableau 1. Temps de rétention des standards utilisés dans I'analyse par CLHP

Standards Temps de rétention (min)
Acide gallique 3,67
Acide tannique 3,69
Acide protocatéchique 4,16
Catéchine hydrate 4,24
Acide 3,4-dihydroxybenzoique 4,33
Acide gentisique 5,48
Acide caféique 5,56
Acide vanillique 6,02
Résorcinol 6,12
Epicatéchine 6,38
Acide chlorogénique 6,52
Gallate de méthyle 6,68
Acide 2-hydroxyphényl acétique 6,73
Acide syringique 9,65
Acide phlorétique 9,82
Acide rosmarinique 13,78
Myricétine 14,45
Acide paracoumarique 14,66
Taxifoline 14,8
Rutine hydrate 16,75
Acide férulique 16,87
Naringénine 17,68
Naringénine-7-O-glucoside 17,84
Coumarine 18,22
Acide 3-(4-Méthoxyphényl) propinoique | 18,37
Quercétine 18,46
Morine 18,62
Lutéoline 19,06
Naringénine 19,16
Trans-acide cinnamique 19,8
Hespéretine 19,81
Genisteine 19,91
Warfarine 22,39
Flavone 22,64
5,7 dihydroxyflavone (chrysin) 23,19
Flavonol 23,68
Flavonose 23,78
Chalcone 24,39
Acide carnosique 25,29
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Résumé

Les travaux présentés dans cette these contribuent a la valorisation des deux plantes médicinales sahariennes (Anvillea radiata Coss. & Dur. (Asteraceae) et Rumex vesicarius L.
(Polygonaceae)) en les caractérisant par un screening phytochimique, une évaluation des activités antimicrobienne et antioxydante et une identification de certains composés phénoliques
par chromatographie.

L'évaluation préliminaire de la composition phytochimique des différentes parties traitées a permis de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques. Ceci a été confirmé
par une analyse quantitative basée sur le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavonols et des tanins condensés. Nous avons démontré que le méthanol aqueux est le
meilleur extracteur des flavonoides, tandis que I'acétone posséde la capacité d'extraire plus de tanins. Considérant les organes, les fleurs d’A. radiata accusent les teneurs les plus
élevées en ces composés. Ainsi, afin d’obtenir un extrait enrichi en métabolites d'intérét — les flavonoides, nous avons opté pour une extraction liquide-liquide en utilisant différents
solvants de polarité croissante. La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode au trichlorure d’aluminium révéle que les fractions butanolique et acétate d'éthyle sont
les plus riches avec des teneurs respectives de (55.910 + 1.022 mg EC/g MS) et (47.394 + 1.497 mg EC/g MS) pour les fleurs d’A. radiata et de (5.597 + 0.038 mg EC/g MS) et (4.648 +
0.068 mg EC/g MS) pour la partie aérienne de R. vesicarius. Par ailleurs, la détermination de la teneur en pigments liposolubles révéle la richesse de Rumex vesicarius en 3-carotene
(116.893 + 1.602 pg/g MS), en lycopene (156.403 + 1.592 ng/g MS) et en chlorophylle a (271.447 + 3.457 pg/g MS). Par contre, en comparant les différents organes d’A. radiata, nous
remarquons que les fleurs contiennent une teneur élevée en B-carotene (38.831 + 0.927 pg/g MS) et en lycopene (48.911 + 0.567 pg/g MS), tandis que les feuilles sont riches en
chlorophylle a (131.844 + 1.267 pg/g MS). Ces composés mineurs conferent aux deux plantes des qualités nutritionnelles et thérapeutiques importantes.

L'évaluation, in vitro, de I'activité antioxydante des différents extraits et fractions a été réalisée par six méthodes, a savoir : la réduction du phosphomolybdate (ou capacité antioxydante
totale (CAT)), le pouvoir réducteur de I'ion ferrique (FRAP), le piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH?e), le piégeage du radical-cation ABTS™ (I'acide 2,2’-azinobis-3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), le blanchiment du B-carotene et le pouvoir chélateur des ions ferreux. Ainsi, ils présentent des activités antiradicalaires et antioxydantes intéressentes,
dépendantes du contenu en polyphénols totaux et en flavonoides. La meilleure activité, par rapport a I'antioxydant de synthése (a-tocophérol), est obtenue avec les fractions acétate
d'éthyle des deux espéces et cela en réduisant les ions du fer ferrique en fer ferreux avec des valeurs de CEs, égales a 0.161 + 0.005 mg/ml pour les fleurs d’A. radiata et 0.233 + 0.001
mg/ml pour la partie aérienne de R. vesicarius. Une relation linéaire a été établie ; les fractions les plus riches en flavonoides étant les plus actives. Inversement, une tres forte inhibition de
I'oxydation lipidique a été obtenue par la fraction hexanique des fleurs d’A. radiata (Cls, < 0.094 mg/ml), pourtant trés peu concentrée en polyphénols. Ceci est du probablement a la
présence d’autres substances qui peuvent agir indépendamment ou en synergie.

Les différents extraits et fractions ont été également soumis a un criblage pour leur possible activité antimicrobienne. Les fractions chloroformique, acétate d'éthyle et butanolique des
feuilles d’A. radiata ont révélé une forte activité antibactérienne vis-a-vis de Bacillus cereus et de Staphylococcus aureus, avec des CMI situées entre 0.156 - 0.625 mg/ml. Par contre, les
extraits obtenus a partir de la partie aérienne de Rumex vesicarius se sont révélés inactifs vis-a-vis de toutes les souches microbiennes testées. De méme, une tendence a été montrée
indiquant que les extraits les plus riches en flavonoides présentent des activités antibactériennes les plus élevées.

L’identification chromatographique menée sur les deux especes a permis de caractériser les principaux composés phénoliques. Quatre grandes familles de composés ont été mises en
évidence : il s’agit de deux acides phénols (I'acide procatéchique (3.21%) et I'acide caféique (3.83%)), deux flavonoides (la naringénine-7-O-glucoside (1.46%) et la morine (27.09%)) et
une coumarine (1.64%) dans la FAE des fleurs d’A. radiata et de I'acide tannique (0.65%), le résorcinol (2.93%), cinq acides phénols (I'acide gentisique (6.54%), I'acide vanillique (1.40%),
I'acide chlorogénique (9.13%), I'acide syringique (2.02%) et I'acide 3-(4-méthoxyphényl) propanoique (2.20%)), une coumarine (1.06%) et trois composés flavoniques (la naringénine
(1.05%), la naringénine-7-O-glucoside (2.91%) et la lutéoline (0.27%)) dans la FAE de la partie aérienne de R. vesicarius. Ces principes actifs majeurs possedent diverses activités
biologiques et jouent un rdle reconnu dans le maintien d’'un bon état de santé.

Mots clés : Anvillea radiata, Rumex vesicarius, Composés phénoliques, Activité antioxydante, Pouvoir antimicrobien, CCM, CLHP.
Abstract

The work presented in this thesis contributes in the valorization of both Saharan medicinal plants: Anvillea radiata Coss. & Dur. (Asteraceae) and Rumex vesicarius L. (Polygonaceae)) by
characterizing them with phytochemical screening, evaluating their antimicrobial and antioxidant activities and identifying some of their phenolic compounds by chromatography.

The preliminary evaluation of the phytochemical composition of the different treated parts highlighted the presence of some chemical groups. This was confirmed by a quantitative analysis
based on the measurement of total phenolics, flavonoids, flavonols and condensed tannins content. We have shown that aqueous methanol is the best extractor of flavonoids, while
acetone has the ability to extract more of tannins. Considering organs, flowers of A. radiata have the highest levels of these compounds. Thus, in order to obtain an extract enriched with
metabolites of interest - flavonoids, we opted for a liquid-liquid extraction using different solvents with increasing polarity. The quantitative determination of total flavonoids by the aluminum
trichloride method revealed that butanol and ethyl acetate fractions were the richest with respective holders of (55.910 + 1.022 mg CE/g DW) and (47.394 + 1.497 mg CE/g DW) for A.
radiata flowers and (5.597 + 0.038 mg CE/g DW) and (4.648 + 0.068 mg CE/g DW) for the aerial part of R. vesicarius. Furthermore, the determination of the liposoluble pigments content
revealed the richness of Rumex vesicarius in 3-carotene (116.893 + 1.602 pg/g DW), in lycopene (156.403 + 1.592 pg/g DW) and in chlorophyll a (271.447 + 3.457 pg/g DW). However, by
comparing the various organs of A. radiata, we noticed that the flowers have a high content of B-carotene (38.831 + 0.927 pg/g DW) and lycopene (48.911 + 0.567 pg/g DW), while the
leaves are rich on chlorophyll a (131.844 + 1.267 pg/g DW). These minor compounds give to these plants important nutritional and therapeutic qualities.

The in vitro evaluation of the different extracts and fractions antioxidant activity was performed by six methods, namely: total antioxidant capacity by phosphomolybdenum assay, iron
reducing power, DPPH radical-scavenging activity, ABTS radical-scavenging activity, B-carotene bleaching test and chelating effect on ferrous ions. Thus, they have interesting radical
scavenging and antioxidant activities, dependent on the content of total phenolics and flavonoids. The greatest activity relative to the synthetic antioxidant (a-tocopherol) is obtained with
ethyl acetate fractions by reducing power through the transformation of ferrous to ferric ions with ECs, values of 0.161 + 0.005 mg/ml for A. radiata flowers and 0.233 + 0.001 mg/ml for the
aerial part of R. vesicarius. A linear relationship has been established; the richest fractions in flavonoids being the most active. Conversely, a very high inhibition of lipid oxidation was
obtained in the hexane fraction of A. radiata flowers (ICs, < 0.094 mg/ml), yet very low concentrated on polyphenols. This is probably due to the presence of other substances which may
act independently or synergistically.

The various extracts and fractions were also subjected to a screening for their potential antimicrobial activity. The chloroform, the ethyl acetate and the butanol fractions of A. radiata
sheets showed a high antibacterial activity towards Bacillus cereus and Staphylococcus aureus, with a MIC between 0.156 and 0.625 mg/ml. However, the extracts obtained from the
aerial part of Rumex vesicarius were inactive towards all tested microbial strains. Similarly, a tendency was shown indicating that the richest extracts on flavonoids exhibit the higher
antibacterial activities.

The chromatographic identification conducted on the two species allowed us to characterize the main phenolic compounds. Four major families of compounds have been identified: two
phenolic acids (procatechique acid (3.21%) and caffeic acid (3.83%)), two flavonoids (naringenin-7-O-glucoside (1.46%) and morin (27.09%)) and coumarin (1.64%) in the EAF of A.
radiata flowers and tannic acid (0.65%), resorcinol (2.93%), five phenolic acids (gentisic acid (6.54%), vanillic acid (1.40%), chlorogenic acid (9.13%), syringic acid (2.02%) and 3- (4-
methoxyphenyl) propanoic acid (2.20%)), coumarin (1.06%) and three flavonoid compounds (naringenin (1.05%), naringenin-7-O-glucoside (2.91%) and luteolin (0.27%)) in the EAF of the
aerial part of R. vesicarius. These major active ingredients possess various biological activities and play an important and acknowledged role in maintaining good health.

Keywords: Anvillea radiata, Rumex vesicarius, phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial power, TLC, HPLC.
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