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Résumé

Notre travail vise a faire une étude phytochimique et a évaluer I'activité hémolytique des
extraits agueux, hydrométhanolique et alcaloides totaux des différentes concentrations vis-a-

vis des globules rouge humain.

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

coumarines, de terpénoides, de saponosides et de mucilages.

La détection de ces familles chimiques est suivie de I’ extraction des écorces de racines de
Berberis vulgaris par des solvants de polarité croissante et une extraction des alcaloides
totaux.L'analyse quantitative de |'extrait aqueux et hydrométhanolique sous reflux, est
représentée par le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides révélant une
concentration de 10.48 mg GAE/g en polyphénols totaux et 2.05 mg CEQ/g en flavonoides.

Les tests d'hémolyse réalisée par |la méthode spectrophotomeétrique on montré que les extraits
des alcaloides totaux présentent un effet hémolytique trés levé a5 mg/ml  avec un taux
d’ hémolyse de 54,21% ,cet extrait est considéré comme étant le plus toxique vis-avis des
globules rouge. En revanche, les extraits agueux et hydrométhanolique de Berberis vulgaris

de concentration 5 mg/ml ont montré une activité hémolytique faible,

Mots clés. Berberis vulgaris, extraits brut, é&ude phytochimique, alcaloides totaux , activité

hémolytique.
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Introduction générale

Aujourd’hui comme jadis, la médecine moderne dépend beaucoup des plantes .Les
laboratoire 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 divers,
ceci par la recherche de nouveaux principe 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 antimalarique, la morphine, analgésique majeur, I'ergot de seigle aux vertus
antimigraineuses ou le curare aux propriétés myorel axantes sont d’ origine végétal (Celément
,2005).Trouver un traitement pour certaines maladies telle que les cancers, les maadies
neurodégénérative, les maladies cardiovasculaires ou le VIH /SIDA constituent un challenge

important pour les scientifiques.

L’utilisation des plantes en thérapeutique (phytothérapie) est trés ancienne et connait
actuellement un regain d’intérét aupres du public. Il est possible d' utiliser les plantes entieres
ou les produits d’ extraction qu’ elles fournissent. (Marc, 2001).

Aujourd’ hui, et malgré les progrés réalisés en médecine, plusieurs populations ont
recours aux plantes pour se soigner, soit par inaccessibilité aux médicaments prescrits par la
meédecine moderne, soit parce que ces plantes ont donné des résultats thérapeutiques tres
encourageants et a moindre effets secondaires remarqués lors de leur utilisation, soit parce
gu’ elles sont moins agressives et moins nocives pour I’ organisme (Arrif et Benkhaled, 2009).

La recherche de nouvelles molécules pharmacologiques actives via le screening de
sources naturelles a permis la découverte d'un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines
(Gurib-Fakim, 2006).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I'industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacologie. Parmi ces
Ccomposés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont
surtout illustrés en thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de
meédicaments d origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules

actives nouvelles, ou des matiéres premieres pour | asemi -synthése (Bahorun, 1997).




Introduction générale

L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est en croissance partout dans le monde,
mais une magjorité des personnes ne connait certainement pas les effets secondaires éventuels
des plantes, ni comment et quand €elles peuvent étre utilisées en toute sécurité (Zakariya et
coll., 2012).

La notion de dose est déterminante. Certaines plantes utilisées a visée thérapeutique
peuvent a fortes doses, présenter une menace pour la santé de 'Homme (Fourasté, 2000), Il
est donc nécessaire d'identifier la partie de la plante utilisable.

En effet, le principe actif d'une plante toxique peut étre réparti sur toute la plante ou dans

une ou plusieurs de ses parties : laracine, les baies ou les feuilles (Soulaymani, 2010).

Dans le cadre de la recherche de molécules a activités biologique nouvelles d'origine
vegétale, il est préférable de ne pas baser le choix des plantes a étudier sur le hasard, mais de
le circonscrire selon divers criteres. Le plus utilisé est celui de leur emploi en médecine
traditionnelle ou populaire qui valorise I'expérience accumulée par les autochtones dans le
monde entier, y compris dans les pays occidentaux. Une autre possibilité est de considérer
I'écosysteme dans lequel se dével oppent les especes vegétales (Ghourri et coll., 2013).

L'Algérie, de part sa situation geéographique, bénéficie d'un climat trés diversifie, les
plantes poussent en abondance dans les régions coétieres, montagneuses et égaement
sahariennes [(Mahmoudi, 1987) ; (Belouad, 1998)].

L'intérét de la plante exige qu'une approche de sa toxicité puisse étre entreprise en vue de
son adaptation en tradithérapie (Ouedraogo et coll., 2001).

Des travaux réalisés au sein du laboratoire antibiotiques, antifongiques : Physico-
chimique, synthése et activité biologique sur Berberis vulgaris L. ont montré que cette plante

présentent des activités antioxydantes et antimicrobiennes tres intéressantes .

Pour notre part, nous souhaitons apporter notre contribution a ces travaux. Pour cela, nous
avons entrepris un travail qui consiste a évaluer |’ effet hémolytique de cette plante médicinale

vis-avis des globules rouges humains.
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|. Plantes médicinales
1. Introduction

Des plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remedes pour les
maladies humaines parce gu’elles contiennent des composants de valeur thérapeutique.
Récemment. L’ organisation mondiae de la santé (OMS) estime gu'environ 80% des habitants
de la terre ont recours aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de
santé primaire (Lhuillier, 2007). Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle
présentent |'avantage d'une tres grande diversité de structures chimiques et ils possedent aussi
un tres large éventail d'activités biologiques (Bérubé -Gagnon, 2006).

La définition d'une plante médicinale est tres ssmple. En fait il sagit dune plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues vegétales dont au moins une partie possede des propriétés meédicamenteuses
(Farnsworth et al, 1986). Environ 35 000 espéeces de plantes sont employeées par le monde a
des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre & un besoin important malgré

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elqaj et a, 2007).

La planteest le siege d’'une intense activité métabolique aboutissant a la synthese
de principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes
de vie de la plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de I’ environnement
dans lequel ellevit : prédateurs, microorganismes pathogenes, etc. On concoit doc que
la plante puisse développer un métabolisme particulier |ui permettant de synthétiser les

substances les plus diverses pour se défendre : | es métabolites secondaires (Kansole, 2009).
2. Métabolites secondaires

Une des originalités maeures des vegétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites
dits « secondaires » dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I'homme dans des domaines
auss différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire. Les métabolites secondaires sont

produits en trés faible quantité, il existe plus de 200 000 métabolites secondaires classés
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selon leur appartenance chimique en I’ occurrence, les terpenes, les alcaloides, les composés
acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques (Cuendet, 1999; Vermerris, 2006). On
distingue trois classes principales:

2.1. Lescomposés phénoliques

Les métabolites secondaires font | 'objet de nombreuses recherches, notamment le
cas des polyphénols végétaux qui sont largement utilises en thérapeutique comme anti
inflammatoires, antioxydants (Bahorun, 1997). Selon Dialo, (2005), les polyphénols
sont des groupes de molécules de structures variées. L’élément structural fondamental
gui les caractérise est la présence dau moins un noyau benzénique auquel est
directement lié des groupements hydroxyles, ces molécules représentent une famille de
plus 8000 composes (Dacosta, 2003). Les principles classes des composants phénoliques
sont les acides phénoliques (acide caféique, acide ferulique, acide chlorogénique...), les

flavonoides, les tanins, et les coumarines (King and Y oung, 1999 ; Tapiero et al. 2002).
» Lesacides phénoliques ssmples

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 a réserver |I’emploi de cette dénomination aux seuls dérivés des acides
benzoiques et cinnamiques , certains auteurs sont cependant plus restrictif :ils n’ utilisent le
terme d acide —phénolique pour dérivés en C6-Clincluent les dérivés cinnamique dans le
groupe plus large, des phényl -propanoides .(Bruneton 2009).

> Lesflavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables
de la coloration des fleurs et des fruits. Ils existent le plus souvent a |’ éat naturel sous forme
d’ hétérosides : les flavonosides. Ils sont tres largement répandus dans le regne végétal (les
fruits, les légumes, les graines ou encore les racines des plantes) (Fiorucci, 2006). Tous les
flavonoides (plus de 6000 structures) possedent le méme éément structural de base : le noyau
flavane constitué de deux noyaux aromatique A et B et d’un hétérocycle oxygéné central C
(Bruneton, 1999 ; Reynaud et Lussignol, 2005).
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Figure 1 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune. Ils comprennent les
flavonoides au sens strict (flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavylium,
chal cones, aurones) et les isoflavonoides (Cseke, Kirakosyan et a., 2006).

Les flavonoides sont reconnus essentiellement pour leur action antioxydant [Bruneton,
1999], modulatrice de I'activité de certaines enzymes, vasculoprotectrice [Vitor et al.,
2004] [Ghedira, 2005], anti-inflammatoire [Chen et a.,2008] et antidiabétique [Marfak,
2003].

> Lestanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en commun
la propriété de tanner la peau, ¢’ 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, ils sont
localisés dans les vacuoles, quelquefois combiné aux protéines et aux alcaloides. ( Catier et
Roux ,2007). Ils sont divisé en deux groupes. les tannins condensés et les tannins
hydrolysables dont les tannins galliques et ellagiques [Khanbabaee et Van Ree, 2001].

» Lesquinones

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange
et possedant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les veégétaux, les
champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des
guinones, comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du
sang. Lesquinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les
fongicides (Kansole, 2009).
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» Lescoumarines

Pour la premiere fois, la coumarine fut isolée de laféve tonka (Coumarouna odorata) ala
guelle elle confere son odeur caractéristique de foin coupé (Garnero, 2000).Les coumarines,
de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales et possedent des
propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides

membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor, 2002).
2.2. Lesisoprénoides (Terpénaides)

Ce sont des composés organiques lipidiques dérivant de la condensation de plusieurs
molécules d’isopréne. On distingue les mono-terpénes(C10), les sesquiterpenes (C15), les
diterpénes (C20), les triterpénes (C30) et les tetraterpénes (C40). Le caoutchouc est un
polyterpéne (C5H8), ou n est grand. Les terpénes constituent le principe odoriférant des
végétaux (Limoneéne de citron). Beaucoup de molécules terpéniques possedent des propriétés

antiseptiques (Larousse, 2008).
2.3. Lesalcaloides

La définition admise des acaloides est celle donnée par winterstein et Trier en
1910 : « Un acaloides est un composé organique naturel (le plus souvent d’ origine végétale),
hétérocyclique avec|’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 pres de 10 000 a 12 000 différentes
structures (Roberts et Wink1998 ;Stockigt et a; 2002) .

On distingue généralement :

v Les dcaoides vrais, qui sont d' un point de vue de la biosynthése dérivés d’ acides
aminés, et qui présentent au moins un hétérocycle ;

v Les proto-alcaloides, qui dérivent d’acide aminés, dont I’ azote n’est pasinclus dansle
systeme hétérocyclique ;

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

alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés.
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Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou I’ 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 agent antipaludéens (quinine ,chloroquinine )ou
agents anticancéreux (taxol, vinblastine,vincristine). la figure ci —dessous présente quelques

structures al cal oidiques a usage thérapeutiques :

Morphine Quinine Paclitaxel (taxol)
Figure 2 : Exemple de structures alcaloidiques (Badiaga et al 2011)

La phytothérapie est souvent présentée comme une médecine naturelle. Toutefois, la
phytothérapie n’a pas que des effets bénéfiques .comme tout produit actif, elle peut avoir des
effets indésirables, toxiques et alergiques.

II. Etudedelatoxicité desplantes

Une plante est considérée toxique lorsgu’elle contient une ou plusieurs substances
nuisibles pour I’homme ou pour les animaux et dont | utilisation provoque des troubles variés

plus ou moins graves voire mortels. (Fournier, 2001).

Les plantes sont a I’origine de 5% des intoxications signaées au CAP (Centre Anti
Poison) de Strasbourg et 3,2% des intoxications selon I’ Association Ameéricaine des Centres
Anti Poison [Patrick, 2003 ; Flesch, 2005].Parmi |’ ensemble des plantes réputées toxiques,
certaines présentent un danger réel en cas d'injection alors que d’ autres ne provoquent que

des troubles mineurs, principa ement digestifs.

Tous les organes de la plante contiennent |es principes toxiques, mais surtout les racines et
les graines, renferment des alcaloides diterpéniques dont le principal est I’ aconitine qui a une

toxicité principalement neurologique et cardiague (Flesch, 2005).Des études sur les propriétés




Synthése bibliographique

phytochimiques ou biologique de plusieurs produits végétaux ont déemontré I’ action et le

potentiel toxique de ces produits sur les systemes cellulaires des mammiferes (Aline,2010) .

En effet, une toxine est une substance capable de perturber , immédiatement ou a long
terme,de fagon passagere ou durable, le fonctionnement normal dun organisme vivant,
pouvant aller jusqu’ a sa suppression compléete et amener la mort (Viala et Botta, 2007).Cette
toxicité dépend de la nature de la substance, de la dose et de la durée d'exposition, des
différents facteurs liés a I'individu (sexe, ége, état nutritionnel et hormonal), des facteurs
environnementaux et de I'exposition simultanée ou antérieure a dautres produits
chimiques(Tron et coll .,2002).

Les toxines interviennent au niveau des sites cellulaires et agissent sur des cibles
moléculaires dont la nature chimique est variable a savoir. les protéines de structure
(membranes), les enzymes, les transporteurs comme |I'hémoglobine, les coenzymes, les
lipides, les acides nucléiques et les sucres ; Ces derniers étant en revanche rarement affectés
par les molécules toxiques. Ainsi, les effets spécifiques des toxines résultent de la présence de

récepteurs qui interviennent dans leurs mécanismes d'action (Tron et al., 2002).
Les effets toxiques peuvent étre classes de diverses facons, selon, par exemple:

ladurée: aigué, chronique;
le type d'action : locale, systémique;
le mécanisme d'action : stimulant, inhibiteur;

lavoie de pénétration : respiratoire, cutanée, digestive;

YV V. V V V

le tissu ou I'organe affecté : sang (hématotoxique), foie (hépatotoxique),
rein (néphrotoxique), le systéme nerveux (neurotoxique);

> lanature del'effet: irritant, sensibilisant, asphyxiant, cancérogene;

» l'utilisation : pesticides, savons, solvants ; (Ababsa, 2009).

Selon la durée, lafréguence et la quantité de produits toxiques auxguelles un individu est
exposé, on observe plusieurs types de toxicités (Alain, 2002).L'Homme est constamment

EXP0osé a une toxicité soit aigué soit subaigué ou encore chronique (Bismuth et a., 1987).

Des travaux antérieur ont montré que Chenopodium ambrosioides, appartenant a la

famille des chenopodiacées , utilisee comme vermifuge, antispasmodique, carminative peut
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présenter une toxicité rénale .Cela constitue une limite a son utilisation malgré ses propriétés

thérapeutiques (kaoubaia et coll.,2011).

L’ utilisation de la coloquinte (citrullus colocynthis) entraine une hypokaliémie ,oligurie et
les cedémes sembl ables a une néphrite aigue (Hammouda et coll.,2005) .

NigellasativaL . est une plante indiquée contre les problémes d’ estomac. Elle est utilisées
également comme un préventif contre I'asthme, le diabéte et la diarrhée .Parmi les
intoxications dues a I’ utilisation de cette plante, une sécheresse de la bouche, une irritation
bucco pharyngée, des inflammations de la langue, des amygdales et du rhinopharynx
(Anyinam,1995).

D’ apres les études ethnobotaniques réalisées par Allali et a et Azzi et al, Berberis
vulgaris, appelé communément Ghriss est utilisé par 1a population locale de Tlemcen, pour
traiter le diabéte sucré (Allali et a., 2008 ; Azzi et a.,2012). ). Ladécoction et I'infusion des
racines et feuilles de Berberisvulgaris sont utilisées pour traiter le diabéte sucré (Meliani et
a., 2011 ; Azzi et al., 2012). C'est pourguoi, nous avons jugé nécessaire d' évaluer |’ effet
hémolytique de cette plante vis —a vis d’un modéle de cellules animales a savoir les globules

rouges humains.

De ce fait, le globule rouge a été chois comme modele en biologie cellulaire et
moléculaire, en vue de sa facilité disolement, sa relative simplicité, de plus la membrane
érythrocytaire est un outil précieux pour I'étude des transports ioniques transmembranaires et
la présence de cette systéme de transport similaires a ceux dans certains tissu justifier cette
choix (Wajeman et a., 1992).

L’hémolyse est |e phénomeéne irréversible par leque les globules rouges sont détruits et

liberent leur hémoglobinique (Aguilar-Martinez, 2007)

La lyse des globules rouges peut étre simplement réalisée en placant des hématies dans
une solution hypotonique (hémolyse osmotique) ou L'érythrocyte passe de sa forme de disque
biconcave a une forme sphérique allongée caractérisée par le passage des ions K+ vers le
milieu extracellulaire et lesions Na + passent dans le milieu intracellulaire, par conségquence
la membrane cellulaire est brisés, aboutissant a la libération du contenu dans le milieu
extracellulaire [Seemant, 1974].

11



Synthése bibliographique

Berberisvulgaris (Berberidaceae)

Berberis, nom arabe du fruit de la plante ; il signifierait coquille car les pétales creuses

sont en forme de coquille.
Nom scientifique : Berberis vulgaris. (L.)
Nom commun frangais : Epine vinette.
Nom commun arabe : Ghriss.
1. Classification
1.1 Classification classique:
Regne: plantae.
Division : magnoliophyta.
Classe: Magnoliopsida.
Ordre: Ranunculales.
Famille: Berberidaceae.
Genre: Berberis.
Espéce: Berberisvulgaris.
1.2. Classification phylogénétique:
Ordre: Ranunculales.
Famille: Berberidaceae.
2. Description botanique

Arbuste a feuilles caduques, pouvant atteindre 2 a 3 m de haut. Branches et rameaux
armés d'épines. Feuilles ovales, finement dentelées. Fleurs jaunes, trés petites, en grappe. Le
fruit est une baie oblongue, rouge. (Schauenberg et Paris, 2005).
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Figure 3 : Photo de Berberis vulgaris (Wikipédia, 2012).
3. Répartition géographique

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

En Algérie, €dle est fréguente dans les hautes montagnes, au-dessus de 1500 m, a
Djurdjura-Babors, Atlas de Blida, Aurés, montagnes du Hodna et Atlas saharien (Quezel et
Santa, 1962).

4. Composition chimique

L’écorce de la racine et la tige de Berberis vulgaris ont a la fois des propriétés
medicinales et toxiques dues a la présence de berbérine, un alcaloide isoquinoléine, présent

la plupart du temps dans ces organes (Bruneton, 1999)

Berberine, est I’acaloide qui a regu le plus de recherche et la plus large renommeée
comme le composant actif de Berberis. C'est un alcaloide cristalin jaune et amer. Autres
congtituants sont |’oxyacanthine, et berbamine, un peu de tanin, de cire, de résine, de
graisse, de l'albumine, de lagomme et de I'amidon

D’autres molécules sont isolées des fruits, dont le terpénoide, |I'acide oléanolique, le
stigmastérol, le stigmastérol glucoside (Saied et Begum, 2004), I’ acide ascorbique, | acide
malique et les tanins (Hanachi et Golkho, 2009).
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5. Usageet propriété

Berberis vulgaris ont longtemps été utilise comme un remede pour le traitement d'une
variété de maladies. Le principa produit chimique berbérine constituant cette plante posséde
une large gamme d’ activités biochimiques et pharmacologiques , a savoir anti- diarrhéique ,
anti-arythmique anti-inflammatoire , contre la fievre , analgésique( anti-douleur ) ( Kupeli et
a . ,2002 et Yeslada et Kupei , 2002) et activité antitumorale (Huangetal,1989;
Takaseetal,1993; Fukudaetal .,1999a,1999D).

L’ épine-vinette agit sur le fonctionnement de la vésicule biliaire en accroissant la
production de bile et en soulageant les affections telles que douleurs et jaunisses. Grace a ses
fortes propriétés antiseptiques, elle soigne les dysenteries amibienne, le choléra et autres
infections gastro-intestinales similaires. L’ écorce est astringente, antidiarrhéique, et favorise
la cicatrisation du tube digestif.(Iserin et al.,2001)

Toutes les parties de la plante Berberis vulgaris ont longtemps été utilise comme un
remeéde traditionnel pour le traitement de divers troubles de I'organisme, y compris
dysfonctionnement du foie, la vésicule biliaire, la diarrhée, I’indigestion et les maladies des

voies urinaires. (Fallah Huseini et al.,2010 ; Zovko Konci¢ et al.,2010).
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Ce travail est réalisee dans le laboratoire de recherche « Antibiotiques, Antifongiques :
Physico-Chimie, Synthése et Activités Biologiques » du département de Biologie Université
Aboubekr Belkaid, Tlemcen.

Etude phytochimique
1. Matériel végétal
Berberis vulgaris (Berberidacée), a été obtenu aupres des herboristes de la région de

Maghnia— Tlemcen en Mars 2015.

La partie utilisée dans cette éude est |’ écorce des racines du Ghriss qui sont maintenues a
I’abri de lalumiére et atempérature ambiante.

2. Extraction

Les écorces de racines sont broyées finement le jour méme de I’ extraction. La matiere
végétale 20 g a été mise en contact avec 200 ml du solvant. Les solvants utilisés sont :
eau/méthanol (30 :70) et eau. I’ extraction a été réalisés sous reflux sous agitation pendant 3
h.

Les extraits obtenus sont filtrés sur papier filtre, et I’extraits hydrométhanolique est
concentrés a sec par évaporation rotative dans un rotavapeur — Heidolph. Les extraits aqueux
est évaporés dans une éuve a 35 °C. Les résidus obtenus sont conservés a4°C.

3. Extraction des alcaloides totaux

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

avec quelques modifications.

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

I’ addition d’ hydroxyde d’ ammonium concentré.

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

conservé au réfrigérateur a +4 °C.
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4. Tests phytochimiques

L’ éude phytochimque qualitative permet de détecter différentes familles chimiques
présentes dans la plante par des réactions de coloration et de précipitation et des observations

sous lumiére ultra-viol ette.

L’ examen phytochimique est réalisé sur trois extraits : aqueux, méthanolique et étherique,
obtenus par extraction de 10 g de la poudre des écorces de racine de Berberis vulgaris par 100
ml du solvant sous reflux pendant 1h.

a. Alcaloides

10 ml de I'extrait est évaporé a sec. Le résidu obtenu est repris dans 1.5 ml d acide
chlorhydrique 2 % sous agitation au bain marie a chaud. Apres refroidissement et filtration.

Le filtrat est divisé en 2 volumes égaux : le tube 1 est traité par le réactif de Mayer et le
tube 2 est traité par quelques gouttes du réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc

et marron respectivement indique la présence des alcaloides [Mgjob, 2003]
b. Substances polyphénoliques
» Flavonoides: Réaction alacyanidine

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

amylique puis quel ques copeaux de magnésium [N’ Guessan et al, 2009].
Coloration sur la phase surnageante :
Rose orangé : flavones ;
rose violacé : flavonones;
rouge : flavonols, flavanonols

» Anthocyanines (L eucoanthocyanes)

A 1 ml d’infusion est gjouté 1 ml d acool chlorhydrique et 1 ml d’ alcool iso-amylique.
Le mélange est chauffé pendant 15 min.
Coloration :
Rouge-cerise violace : leucoanthocyanes ;

brun-rouge : catéchols.
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» Tanins

A 1 ml del'infusion est gjouté 200 pl de FeCls 1 %. Leur présence est indiquée par une

coloration verdétre ou bleu-noir [Karumi et al, 2004].
c. Coumarines

5 ml de I'extrait est évaporé a sec. Le résidu est dissout dans |I’eau chaude 2 ml. Le
mélange est partagé dans deux tubes. On gjoute a un des tubes 0.5 ml NH,OH 25 %, ensuite,
une goutte de chaque tubes est prélevée puis dépose sur un papier filtre et observation sous
U.V. a366 nm [Bruneton, 1999].

Une fluorescence intense est observée pour |e tube contenant le NH4OH.
d. Anthraquinones

A 10 ml de I’extrait est gjouté 5 ml de NH; OH 10 %, aprés agitation, leur présence est
indiqué par une coloration viol ette dans |a phase ammoniacale [ Oloyede, 2005].

e. Stérolset triterpénes: Lieberman — Burchardt

5 ml de I’extrait est évaporé. Le résidu est dissout dans 1 ml d'anhydride acétique et 0.5
ml d’ acide sulfurique concentré.

L’ apparition a I'interphase d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert
indique leurs présences [Edeoga et al, 2005].

f. Terpénoides: Test de Slakowski

5ml del’extrait est gjouté a2 ml de chloroforme et 3 ml d’ acide sulfurique concentré. La
formation d’ un anneau marron-rouge a |’ interphase indique la présence des terpénoides [Khan
et al, 2011].

g. Saponosides

10 ml de I’ extrait est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant 15 min.Une
hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence de saponosides
[N’ Guessan et al, 2009].
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h. Composésréducteurs

1 ml de la solution est chauffé dans un bain marie, puis 200 pl de réactif de Fehling est
gjouté au résidu. Un test positif est obtenu par la présence d’ un précipité rouge brique [Cal et
al, 2011].

i. Mucilages

1 ml de |’ extrait est gouté a5 ml d’ éthanol absolu. L’ apparition d un précipité floconneux

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

5 ml de I'extrait est mélangé a 2 ml d acide acétique glacial contenant une goutte de
FeCl 3, puis, I’ addition de 1 ml d’ acide chlorhydrique concentré [Khan et al, 2011].

Laformation d’un anneau marron, violet ou vert al’interphase indique leur présence.
5. Dosage des polyphénols totaux

Leréactif utilisé est le réactif de Folin-Ciocalteu, ¢’ est un mélange d’ acide phosphotungstique
(Hs PW 1204) et d acide phosphomolybdique (H sPM0 12040).

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

ambiante et al’ abri de lalumiere pendant 30 minutes.

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

méthanol utilisé comme blanc [V ermerius et Nicholson, 2006].

Une courbe étalon est réaisé en paralele dans les mémes conditions opératoires en

utilisant I acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de la matiére

végétale seche mg GAE / g.
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6. Dosage desflavonoides

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

500 ul de I’ extrait aqueux et hydrométhanolique ou de catéchine est mélangé avec 2 ml
d’eau distillée, puis 150 pl d’ une solution de nitrite de sodium NaNO,15 % est gjouté.

Apres 6 minutes d’incubation a température ambiante, 150 pl de chlorure d’auminium
AICl 310 % est gouté. Et, a 6 minutes, 2 ml d hydroxyde de sodium 4 % est gjouté. Le

volumetotal est complété a5 ml d’ eau distillée.

Aprés agitation et incubation pendant 15 minutes, I'absorbance est mesurée au

spectrophotomeétre a 510 nm contre un blanc.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent catéchine par gramme de la matiéere

végétale sechemg CEQ/ g.

. Activité biologique

. Test d’hémolyse

1.1 Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé sur tube hépariné est centrifugé a 4000 tours/minutes
pendant 5 minutes. Apres élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec une solution
de PBS, puis reprit a nouveau dans le tampon phosphate de sodium salé (PBS) a 10 mM, pH
1.4.

1.2 Mesuredelafuite del’hémoglobine

Les globules rouges sont suspendus dans le PBS araison de 4000 cellules/ml (0.5 ml sont
mis en contact avec 9.5 ml de PBS). La suspension érythrocytaire a 2% est incubée a 37°C
pendant 60 min avec différentes concentrations des extraits testés. Des prél évements de 0.5 ml
sont réalisés chaque 15 min pour étre repris dans 1 ml de PBS. Les tubes sont centrifugés a
4000 tours/min pendant 5 min. Le surnageant est utilisé pour suivre lafuite de I’ hémoglobine
intracellulaire par mesure de |’ absorbance a une longueur d’ onde de 548 nm. Pour le contréle
positif, I’ hémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des globules rouges avec |’ eau

distillée. Le tampon seul est utilisé comme contréle négatif.
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Pour chague échantillon le pourcentage de l'activité hémolytique maximale est

déterminé par I’ équation (Lee, 2002):
Taux d’ hémolyse (%) = [(D-O Extrait = D.O controle négatif) / D.O contrale positif )]X 100

1. Analyses statistiques:

Des études statistiques ont été réalisées pour |a comparaison des résultats et I'évaluation
delaprécision et de I'exactitude d'analyse. [ Schwartz D, 1992; Amotte M, 1971].

» Lamoyenne(m)

» L'écart type (o)

> Test de Student

Pour comparer les moyennes des deux échantillons indépendant, nous avons appliqué le
test de Student « te» aun degré de liberté qui dépend de lataille de I'échantillon.

Lavaleur de «te» donne le degré de signification «p» lu sur latable de Student. La
différence entre deux moyennes est:

v Peusignificative si p<0,05 (*)

v Significative s p<0,01 (**)

v Tréssignificative si p<0,001 (***)

v' Hautement significative si p<0,0001(****)
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|. Etude phytochimique
1. Extraction
L’ extraction des écorces de racine de Berberis vulgaris ont été réalisés : I’ extraction

sous reflux pendant 3 h.

Les solvants utilisés sont : eau ditillée, eau / méthanol (30 : 70), Les rendements obtenus

sont présentés dans le figure 3

Les résultats obtenus montrent que le rendement est meilleur pour les extraits bruts
obtenus par extraction sous reflux.

Concentration
%
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0 A 1 I I
Extraitsde
< . .
N &
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> & &
< D
& &
$ &
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Figure 4 : Rendements des extraits sous-reflux de Berberis vulgaris

Le rendement pour |’ extraction sous reflux est meilleur avec |’ extrait hydrométhanolique,
ensuite I’extrait agueux. Tandis que les extraits des Alcaloides totaux ont présentés des

rendements faibles.
2. Testsphytochimiques

Les tests de caractérisation réalisés sur les trois extraits agueux, methanolique et

étherique, ont donné les résultats reportés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Résultats de I’ examen phytochimiques des différentes préparations de Berberis

vulgaris.
Familles chimiques Extraits
Aqueux M éthanolique Etherique

Alcaloides Mayer +++ +++ .

Wagner bt T )

Substances Flavonoides - - -

el AERElElEs Anthocyanines - - -

Tanins +++ ++ -

Coumarines + + -

Anthraquinones - - -
Stérols et triterpenes + 4+ +++

Terpénoides + - -

Saponosides ++ - -

Composésréducteurs +++ 4+ -

Mucilages ++ + -

Glycosides cardiaques - - -

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; ( -) : test

négatif

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

triterpenes et les composés réducteurs.

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

glycosides cardiaques ont été négatifs sur nos extraits.
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3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

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

catéchine par gramme de matiére seche (mg CEQ/g) respectivement.

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

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

Acide gallique

y =0,8005x + 0,0728

0,8 - R?=0,9537

0,6 -
04 -

0,2 -

Figure5: Courbe d’ éalonnage de |’ acide gallique

Catéchine
1,200 -
y =1,0078x + 0,0104
1,000 -
R%=0,9955
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure 6 : Courbe d’ é&allonage de catéchine
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. Activitébiologique

1. L"évolution del'effet hémolytique de plante étudié

Les figures 07, 08 présentent |'évolution de I'effet hémolytique en fonction de temps, par
absorbance, durant 60 min, dans un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension
érythrocytaire, incubée a 37 °C, et en présence des différentes concentrations des extraits
aqueux, hydrométhanlique et alcaloides totaux de Berberis vulgaris (200pg/ml, Img/ml, 5
mg/ml), préparées par décoction, comparées a un témoin négatif (tube contenant que de PBS

et lasuspension érythrocytaire), et un tube d'hémolyse total provoqué par I'eau distillée.

- alcaloides totaux
2
—a g U
*
£ . .
Q15 * * == PBS+
n * susp
T * % *
g * == HT
g *
2 . % 200ug/ml
]
é M == 1mg/ml
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0,5 *
/
O /\ T 'v 1 N I e 1 \ 1
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Temps min
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Figure7: L'évolution de I'absorbance en fonction du temps des tubes contenant une
suspension érythrocytaire en présence de différentes concentrations des extraits brut aqueux,
hydrométhanlique et al caloides totaux de Berberis vulgaris incubé a37°c.

*P< 005 ** P< 0.01; P** <0,001 ****P<0.0001 signification par rapport Temps O
min ; PBS: témoin négatif; HT hémolyse total .
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Figure 8: L’ évolution de I'absorbance dans les tubes contenant une suspension érythrocytaire
en fonction des différentes concentrations des extraits brut agueux, hydrométhanolique et
alcaloides totaux de Berberis Vulgaris incubé a 37 °c durant 1 heure a 548nm.

L’ Absorbance pour |’ extraction sous-reflux est meilleur avec I extrait alcaloides totaux,
Tandis que les extraits agueux et hydrométhanolique ont présentés des absorbance plus

faibles.

Les résultats obtenus, montrent que les pourcentages d effet hémolytique sont
directement proportionnels a l'augmentation des concentrations des extraits en fonction du

temps

Pour I'extrait agueux ains que hydrométhanolique, & des concentrations faibles
(200ug/ml et 1 mg/ml), nous avons enregistré des taux tres faibles de I'absorbance qui ne
dépasse pas 0.06. De méme, nous n’avons pas noté des différences significatives apres une
heure dincubation par rapport aux temps O min pour I’extrait hydrométanolique et une
augmentation significative (p<0.01) d'absorbance (de 0. 05) a45min pour I’ extrait aqueux en
présence d'une concentration de 1mg/ml.

De méme, a une concentration de 5 mg/ml, nous avons enregistré un effet hémolytique
faible de I'extraits brut agueux et hydrométhanolique, préparé par décoction, des Berberis

vulgaris . Nous avons noté une augmentation significative (p<0.0l) d'absorbance (de 0.11) a
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45min pour I’ extrait hydrométhanolique et une augmentation tres significative (P<0.001) a
30 min et 45 min (une absorbance de 0.15 et 0.18, respectivement) et une augmentation
hautement significative (P<0.0001)a 60 min d'absorbance (de 0.16) pour I’extrait aqueux.
Par rapport aux absorbances enregistré a 0 min. cette augmentation d'absorbance est aussi
comparable par rapport au tube d'hémolyse total.

Pour I'extrait alcaloides totaux, a une concentration faible (200pug/ml), nous avons
enregistré des taux tres faibles de I'absorbance qui ne dépasse pas 0.03 De méme, nous
n‘avons pas noté des différences significatives aprés une heure dincubation par rapport aux

temps Omin.

A une concentration de 1mg/ml, |'absorbance a arrivé jusqu'a 0.27 a 60 min, cette
augmentation d'absorbance est significative par rapport au temps Omin.

Par contre, a une concentration de 5 mg/ml, nous avons enregistré un effet hémolytique
remarguable de I’ extrait brut alcaloides totaux, préparé par décoction, de Berberis vulgaris.
Nous avons noté une augmentation hautement significative (p<0.0001) dabsorbance (de
1.04)a 15 min et une augmentation tres significative(P<0.001 ) d'absorbance (de0.92) a 45min
et une augmentation significative(P<0.01)a30min et 60min (une absorbance de 0.87 et 0.77,
respectivement) . Cette augmentation d'absorbance est aussi comparable par rapport au tube
d'’hémolyse total.

La figure 09 présente les taux d'hémolyse, par pourcentage en fonction de temps dans un
milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée a 37°C, en
présence des différentes concentrations des I'extraits aqueux, hydrométhanolique et
alcaloides totaux de Berberis vulgaris (200pg/ml 1mg/ml, et 5 mg/ml), préparé par décoction,
par rapport au tube d'hémolyse totale contenant la suspension érythrocytaire dans un milieu

hypotonique provoqué par |'eau distillé
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Figure9: Evolution de taux dhémolyse (%) en fonction de temps en présence des
différentes concentrations d'extrait brut aqueux ,hydrométhanolique et alcaloides totaux de

Berberisvulgaris.
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Les résultats relatifs aux taux d’ hémolyse induit par les différentes concentrations de la
fraction alcaloides totaux de Berberis vulgaris alant de 0 ,2a 5mg/ml vis-&vis des globules

rouges sont présentes sur lafigure N°9

Les extraits alcaloides totaux de Berberis vulgaris ont montré des niveaux dactivité
hémolytique variant entre 12 ,88% a la concentration Img/ml au temps 60min et 54,21% ala
concentration 5 mg/ml au temps 15 min, I'activité hémolytique a cette concentration diminue
a 38,65 % a 60 min d’'incubation. L'hémolyse maximale (54,21%) est obtenue avec |'extrait
alcaloides totaux de Berberis vulgaris ala concentration 5 mg/ml. En revanche, aucune lyse
de globule rouge n’ est observée en présence de I’ extrait alcal oides totaux a une concentration
finale de 0,2mg/ml jusqu'a 60min.

En ce qui concerne |'effet de I'extrait agueux de Berberis vulgaris sur la fuite de

I hémogl obine des globules rouge, les résultats sont présentés sur lafigure N°9

Nous remarquons que cet extrait est plus moins toxique que |'extrait précédent.
L’hémolyse maximale estimée a 7,85 % avec une concentration finale de 5mg/ml. En
revanche, aucune lyse de globule rouge n’ est observée en présence de |’ extrait aqueux aune

concentration finale équivalent a 0,2 et Img/ml.

Nous avons testé également la cytotoxcité de I’ extraits hydrométhanolique , les résultats

sont présente sur lafigure N°9

L’ extrait testé a montré une |égere activité hémolytique avec des pourcentages inférieurs
a5%. Donc, ils sont d' une trés faible toxicité, méme & des concentrations élevées ( 5mg/ml) et

apres 1 heure de contact avec les érythrocytes humains.
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Discussion

La découverte de nouvelles molécules d' origine végétale reste capitale pour leur

utilisation comme de nouveaux remedes thérapeutiques.

Les plantes médicinales sont employées comme des remedes pour |es maladies surtout les
maladies chroniques, grace aux composants de valeur thérapeutique qu'elles contiennent. Ces
Ccomposeés biochimiques sont déterminés par une éude phytochimique qui consiste a détecter,
extraire et doser certains principes actifs existants dans la plantes.

Des enquétes ethnobotaniques récents effectuées dans le but de répertorier les plantes
meédicinales utilisées par la population dans I'Est et I'Ouest Algérien [Azzi et ., 2012 ;
Allali et a., 2008 ; Hamza, 2011], soulignent I’importance qu’ occupe ce patrimoine végétale
dans la pharmacopée traditionnelle et surtout dans le traitement des différents maladies

chroniques.

L’ évaluation des activités biologiques des extraits naturels, nécessite une éude de
I"activité hémolytique, afin d évaluer les effets biologiques de Berberis vulgaris, nous avons
proceédé a des extractions des écorces de racine de la plante. L’ extraction peut affecter la
guantité et la composition en métabolites secondaires d’un extrait, de plus plusieurs facteurs
peuvent influencer |’ extraction : le mode et le temps d’ extraction, la température, la nature du
solvant et sa concentration ainsi que la polarité qui permet de solubiliser les composés de

polarité similaire au solvant [ Green, 2004 ; Ncube et al, 2008].

Nous avons opté pour une type d extraction : sous reflux pendant 3h. Les solvants
utilisés sont de polarité croissante : eau/méthanol (30 : 70) et eau. Cette différence de polarité

permet d’ extraire plusieurs métabolites secondaires de la plante [ Green, 2004].

L’ examen phytochimique réalisé sur les écorces de racines de Berberis vulgaris arévélé
la présence des alcaloides, tanins, les composés réducteurs, les stérols et triterpénes en
guantités importantes, et les saponosides, les coumarines, les terpénoides et les mucilages en
guantités moins importante. Cependant, nous observons I'absence des flavonoides, des

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

Ces résultats sont en accord avec ceux rapporter dans la littérature par les travaux de
Mezouar, 2013, qui confirme la présence, des alcaloides, tanins, les composés réducteurs, les
stérols et triterpenes en quantités importantes, et les saponosides, les coumarines, les

terpénoides et des sucres réducteurs,

34



Discussion

De méme, Les résultats des études phytochimiques effectuées par Meliani et ses
collaborateurs, qui ont détecté la présence des tanins, des alcaloides, des saponosides, des
stérols et des anthraguinones dans les écorces de racines de Berberis vulgaris [Mdiani et a,
2011].

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

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

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

représentatif des polyphénols totaux.

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

Les plantes sont aussi reconnues par leurs effets toxiques, ce qui nous a mener d étudier

I’ effet hémolytique, in vitro, de cette plante

Dans notre analyse biologique, Nous remarquons que le pourcentage d'effet hémolytique

des extraits de plante augmente au cours du temps en fonction de la concentration.

L'hémolyse maximale (54,21%) est obtenue avec l'extrait acaoides totaux a la
concentration 5 mg/mL. Cet extrait a5 mg/mL est considéré comme éant le plus toxique vis-
avis des globules rouges. En revanche, I’ extraits hydrométhanolique a une concentration de
5mg/mL  présente un taux d’hémolyse de 4,8% , le pouvoir hémolytique ne dépasse pas 5 %

d’ hémolyse. Donc, La cytotoxicité pour cet extrait est mineure .
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Discussion

L’extrait aqueux (7.85%) a une concentration de 5mg/ml présente une activité
hémolytique.

Donc, on peut classer I effet hémolytique des différents extraits testés, a la concentration
de5mg.mi™, aprés 60 min de contact avec les érythrocytes humain, comme suit : |’ extrait

des alcaloides totaux > I’extrait aqueux > I’extrait hydrométhanolique

Nos résultats sont en accord avec les conclusions de Rengasamy et a. (2013) et Zubair et
al. (2013) ou les extraits méthanoliques et agueux, de plusieurs plantes étudiées, ont montré
des effets hémolytiques faibles contre les érythrocytes humains.
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Conclusion

Certaines plantes utilisées a visee thérapeutique peuvent a fortes doses, présenter une
menace pour la santé de I'hnomme, I'intérét des humains exige qu'une étude de sa toxicité soit

étudiee.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a faire une étude phytochimique et a
évaluer I'activité hémolytique des extraits de nos de plante vis-avis des globules rouges

humains.

Cette éude nous a permis de mettre en évidence différentes familles de composés

chimiques dans la plante de Berberis vulgaris appartenant alafamille des Berberidacées.

A lumiére des résultats obtenus dans notre étude, I’analyse phytochimique qualitative a
mis en évidence la présence des alcaoides, des tanins, des stérols et des triterpenes et des
Ccomposes réducteurs en quantités importantes. Cependant, il y a moins de coumarines, de

terpénoides, de saponosides et de mucilages dans les extraits.

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

Les tests d'hémolyse réalisée par la méthode spectrophotométrique on montré que les
extraits des alcaloides totaux présentent un effet hémolytique élevé a5 mg/ml,En revanche,
les extraits aqueux et hydrométhanolique de Berberis vulgaris de concentration 5 mg/ml ont

montré une activité hémolytique faible.

D’ aprés les tests hiologiques, réalises in vitro, sur des érythrocytes isolés du sang
humain, incubés dans un milieu tampon PBS (pH 7,4), en présence des différentes
concentrations des extraits des alcaloides totaux de Berberis vulgaris , nous avons constaté
gue cette plante est fortement toxique. Elle ne peut ére une source dans les domaines

thérapeutiques et pharmacol ogiques pour soulager les différentes maladies.

L'accomplissement d'une étude toxicologique est une étape importante afin de pouvoir
cerner tout effet indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives.

Ce travail reste préliminaire et ne constitue qu'une premiére étape dans la recherche des
substances responsables de la toxicité, il est intéressant d'approfondir cette étude par
purification des molécules phytochimiques responsables de I'activité biologique et évaluer

leurs effet toxique in vivo.
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Annexes

Annexe 1 : Réactifs et réactions de caractérisation des tests phytochimiques

+ Réactif de Wagner : Dans 75 ml d'eau distillée dissoudre 2g d’iodure de potassium K et

1.27g diiode I, le volume obtenu est gjusté a 100 ml avec |’ eau distill ée.

+ Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g de chlorure de mercure HgCl ,dans 60 ml d'eau
distillée puis 5g d'iodure de potassium Kl dans 10 ml d'eau distillée. Méanger les deux
solutions et gjuster le volume total 4100 ml.

4 Alcool chlorhydrique : Mélange a volumes égaux d'acool a 95° et d’acide chlorhydrique

concentré.

4+ Liqueur de Fehling:

v' Fehling A : dissoudre 3.5 gde sulfate de cuivre pentahydraté CuSO,.5H,0 dans 50 ml

d eau distillée.

v" Fehling B : dissoudre 6.5 g d ammoniaque NH4OH, 17.3 g de tartrate de sodium et de

potassium dans 35 ml d’ eau distillé puis compléter le volume a50 ml.

L es composeés réducteurs donnent avec le réactif de Fehling un précipité rouge brique.
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Annexes

Annexe 2 : Rendements obtenus avec les différents solvants

Tableau 2: Rendements obtenus pour les extraits bruts sous reflux de Berberis vulgaris

Extraits Sous reflux
Aqueux Hydrométhanolique | Alcaloides totaux
Rendements 14.91 16.2 6.7

%
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Annexe 3 : Résultats de |’ activité hémol ytique

Tableau3:Densités optiques et I'écarte type obtenues pour I'extrait aqueux,
hydrométhanolique et alcal oides totaux respectivement de Berberis vulgaris.

Temps(min) | PBS+susp | HT 200pg/ml Img/mi 5mg/ml

0 0.01+0 1.89+0.02 0.03+0.012 0.04+0 0.11+0

15 0.01+0.006 | 1.91+0.02 | 0.03+0 0.04£0.006 | 0.12+0.02
30 0.02+0.006 | 1.9+0.01 0.03+0.006 0.03+0.006 0.15+0.006
45 0.03+0.046 | 1.94+0.017 | 0.05+0.017 0.05+0.006 0.18+0.01
60 0.02+0.015 | 1.96+0.05 | 0.023+0.006 0.03+0.01 0.16+0
Temps PBS+susp | HT 200pg/ml Img/mi 5mg/ml

0 0.01+0 1.89+0.02 0.03+0.012 0.04+0.017 0.08+0.01
15 0.01+0.006 | 1.91+0.02 0.02+0.006 0.04+0.017 0.1+0.044
30 0.02+0.006 | 1.9+0.01 0.023+0.006 0.05+0.017 0.11+0.021
45 0.03+0.046 | 1.94+0.017 | 0.04+0.012 0.05+0.023 | 0.11+0.006
60 0.02+0.015 | 1.96%0.05 0.023+0.012 0.03+0 0.11+0.017
Temps PBStsusp | HT 200pg/ml Img/mi 5mg/ml

0 0.01+0 1.89+0.02 0.01+0.01 0.14+0.03 0.67+0.03
15 0.01+0.006 | 1.91+0.02 0.02+0.007 0.11+0.006 1.04+0.04
30 0.02+0.006 | 1.9+0.01 0.02+0.007 0.13+0.006 0.87+0.064
45 0.03+0.046 | 1.94+0.017 | 0.01+0.006 0.13+0.015 0.92+0.021
60 0.02+0.015 | 1.96x0.05 0.02+0.007 0.27+0.015 0.77+0.021
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Tableau 4 : Effet hémolytique des extraits eau/MeOH sous refleux

0 15 30 45 60

0,02 0,02 0,02 0,03 0,03
200pg/ml

0,04 0,03 0,03 0,05 0,03

0,02 0,02 0,02 0,03 0,01
DO MOY 0,03 0,02 0,023 0,04 0,023
Ecart type 0,012 0,006 0,006 0,012 0,012
Student 0,03 0,67 0,67 0,35 0,74
TH% 1,06 0,53 0,15 0,52 0,15

0,03 0,03 0,04 0,04 0,03
1mg/ml 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03

0,06 0,06 0,07 0,08
DO MOY 0,04 0,04 0,05 0,05 0,03
Ecart type 0,017 0,017 0,017 0,023 0
Student 0,04 1 0,52 0,46 0,49
TH% 1,6 1,6 1,6 1,05 0,52

0,07 0,07 0,09 0,11 0,1
5mg/ml 0,08 0,08 0,1 0,11 0.1

0,09 0,15 0,13 0,12 0,13
DO MOY 0,08 0,1 0,11 0,11 0,11
Ecart type 0,01 0,044 0,021 0,006 0,017
Student 0,08 0,48 0,12 0,007 0,060
TH% 3,72 4,74 4,8 4,2 4,64
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Tableau 5 : Effet hémolytique des alcaloides totaux

0 15 30 45 60
0 0,02

200 ml
ug/ 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02
0,02 0,01 0,02 0,01 0,01
DO MOY 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02
Ecart type 0,01 0,007 0,007 0,006 0,007
Student 0,01 0,6 0,6 0,64 0,6
TH% 0 0,53 0 0 0
0,15 0,12 0,12 0,12 0,27

1mg/ml

0,11 0,11 0,13 0,13 0,26
0,17 0,11 0,13 0,15 0,29
DO MOY 0,14 0,11 0,13 0,13 0,27
Ecart type 0,031 0,006 0,006 0,015 0,015
Student 0,14 0,17 0,40 0,64 0,0027
TH% 6,91 5,26 5,85 5,23 12,88
0,69 1,08 0,94 0,78
5mg/ml 0,64 1,01 0,82 0,9 0,75
0,67 1,03 0,84 0,93 0,79
DO MOY 0,67 1,04 0,87 0,92 0,77
Ecart type 0,025 0,036 0,064 0,021 0,021
Student 0,67 0,0001 0,007 0,001 0,0048
TH% 35,1 54,21 45,21 46,59 38,65
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Tableau 6: Effet hémolytique des extraits aqueux sousrefleux

0 15 30 45 60

0,02 0,03 0,03 0,07 0,02
200pg/ml 0,02 0,03 0,03 0,04 0,03
0,04 0,03 0,02 0,04 0,02
DO MOY 0,03 0,03 0,03 0,05 0,023
Ecart type 0,011 0 0,006 0,017 0,006
Student 0,03 0,64 1 0,12 0,67
TH% 1,06 1,05 0,53 1,05 0,15
0,04 0,04 0,03 0,05 0,02
1mg/ml 0,04 0,04 0,04 0,06 0,04
0,04 0,05 0,03 0,05 0,03
DO MOY 0,04 0,04 0,03 0,05 0,03
Ecart type 0 0,006 0,006 0,006 0,01
Student 0,04 0,37 0,12 0,01 0,16
TH% 1,6 1,75 0,53 1,05 0,51
0,11 0,14 0,14 0,18 0,16

5mg/ml
0,11 0,13 0,15 0,19 0,16
0,11 0,1 0,15 0,17 0,16
DO MOY 0,11 0,12 0,15 0,18 0,16
Ecart type 0 0,021 0,006 0,01 0
Student 0,11 0,33 0,00038 0,00026 0,0001
TH% 5,31 5,8 6,91 7,85 7,22
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Tableau 7: Densités optiques obtenues pour un témoin négatif (tube contenant que de PBS et
la suspension érythrocytaire), et un tube d'hémolyse total provoqué par I'eau distillée.

0 15 30 45 60

0,01 0,01 0,02 0 0,04

PBS
0,01 0,01 0,01 0,08 0,01
0,01 0,02 0,02 0 0,02
DO MOY 0,01 0,01 0,02 0,03 0,02
Ecart type 0 0,006 0,006 0,05 0,015
1,9 1,89 1,91 1,95 1,9
Eau distillée 1,9 15 L2 L 2
1,86 1,92 1,89 1,95 1,97
DO MOY 1,89 1,91 1,9 1,94 1,96
Ecart type 0,023 0,021 0,01 0,017 0,051
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