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Résumé :

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la plante médicinale algérienne
Anabasis articulata, connue pour ses propriétés biologiques potentielles. L’objectif principal
de cette étude était d’évaluer les activités antioxydante, hémolytique et antimicrobienne de

différentes fractions issues de cette plante.

Dans un premier temps, un fractionnement des extraits a été réalisé par chromatographie sur
colonne, suivi d’'une chromatographie sur couche mince (CCM), permettant d’obtenir neuf
fractions distinctes. L’activité antioxydante de ces fractions a ensuite été évaluée par le test au
DPPH, exprimé en pourcentage d’inhibition. Les résultats ont montré que les fractions 3 et 7
présentent les activités les plus importantes, ce qui a conduit a leur sélection pour des analyses

complémentaires.

Ces deux fractions ont ensuite fait 1’objet d’une étude de leur activité hémolytique afin
d’évaluer leur éventuelle toxicit¢é sur les membranes érythrocytaires. Enfin, une
bioautographie sur CCM a été réalisée afin de mettre en évidence une activité antimicrobienne

vis-a-vis de certaines souches microbiennes.

Les résultats obtenus mettent en évidence le potentiel biologique intéressant de A. articulata,
notamment son activité antioxydante et antimicrobienne, tout en apportant des éléments

d’appréciation de sa sécurité biologique.
Mots clés :

A. articulata, saponine, CC, CCM, Bioautoghraphie



Abstract :

This work is part of a broader effort to promote the use of the Algerian medicinal plant A.
articulata, known for its potential biological properties. The main objective of this study was
to evaluate the antioxidant, hemolytic, and antimicrobial activities of different fractions
derived from this plant.

Initially, the extracts were fractionated by column chromatography, followed by thin-layer
chromatography (CCM), yielding nine distinct fractions. The antioxidant activity of these
fractions was then assessed using the DPPH assay, expressed as a percentage of inhibition.
The results showed that fractions 3 and 7 exhibited the highest activity, leading to their

selection for further analysis.

These two fractions were then studied for their hemolytic activity to evaluate their potential
toxicity to erythrocyte membranes. Finally, a CCM bioautograph was performed to

demonstrate antimicrobial activity against certain microbial strains.

The results obtained highlight the interesting biological potential of A. articulata, particularly
its antioxidant and antimicrobial activity, while also providing information to assess its

biosafety.

Keywords :

A. articulata, saponins, CC, CCM, bioautography.
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Introduction générale

Durant des siecles, les communautés humaines utilisent les plantes pour soulager leurs
douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures, de génération en génération, ils ont
transmis leur savoir et leurs expériences simples en s’efforgant quand ils le pouvaient de les
consigner par écrit (Mounkaila et al., 2017). Le regne végétal a toujours représenté une
source importante de molécules bioactives a I’exemple des composés phytochimiques, ce qui
permet aujourd’hui d'affirmer qu'environ 25 % des médicaments modernes sont des
métabolites dérivés de plantes ou des composés synthétisés a partir de la structure chimique
de ces derniéres et qu'environ 60 % des médicaments anticancéreux sont des substances

phytochimiques (Newman et Cragg; 2020).

Malgré les progres de la pharmacologie moderne, les plantes médicinales continuent
d’occuper une place importante dans la thérapeutique grace a leur richesse en principes actifs
naturels et a leur réle comme source inépuisable de remedes traditionnels. Cette activité
biologique est principalement liée a la production d’une grande diversité de métabolites
secondaires, qui assurent chez les plantes des fonctions de défense contre les herbivores, les
agents pathogénes et les plantes concurrentes, tout en participant aux mecanismes de
signalisation., ces composés constituent la base scientifique de 1’utilisation traditionnelle et
contemporaine de nombreuses espéces végétales et de leurs dérivés dans la prévention et le
traitement de diverses affections, notamment les maladie (Wink, 2015)qui sont susceptibles
dattirer I'attention des pharmacologues et des chercheurs en lutte biologique pour une

confirmation critique et scientifique plus approfondie (Hammami et al., 2023).

D'apres une estimation de I'OMS, sur la population du globe, il y en a peut-étre 80 %
qui ont essentiellement recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire leurs besoins en
soins de santé primaires et l'on peut présumer sans grand risque d'erreur en utilisant des

extraits de plantes ou leurs principes actifs (Ekor, 2014 ; OMS, 2019).

Notre étude porte sur une plante tres fréquente en Algérie, « Anabasis articulata»,
appartenant a la famille des Amaranthaceae (anciennement classée parmi les
Chenopodiaceae). Cette famille regroupe plusieurs genres et de nombreuses especes adaptées
aux milieux arides et sahariens, largement réparties dans les régions désertiques et semi-

désertiques du monde (Trabelsi et Kherraze, 2020)

L’objectif de ce travail consiste a isoler les saponines a partir de la plante par

chromatographie sur colonne, en vue de séparer les molécules. Les fractions les plus actives
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seront retenues pour une évaluation de I'activités anti-hémolytique, dans le but d’apprécier

leur potentiel biologique.

Dans la premiére partie, nous aborderons une synthese bibliographique sur la plante A.

articulata.

La deuxiéme partie est consacrée a la partie expérimentale qui décrit les techniques

d’extraction et les méthodes d’évaluation des activités.

La troisieme partie consiste en une analyse des résultats obtenus et une discussion

soulignant leur importance.

Enfin, le manuscrit se termine par une conclusion générale et des perspectives.
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Synthese bibliographique

1. Présentation de la plante A. articulata :

Le genre Anabasis suscite un intérét croissant au sein de la communauté scientifique
en raison de ses particularités biologiques et de la diversité de ses métabolites secondaires a

activité biologique.

A. articulata appelée « Remet » en arabe, est une plante sauvage qui occupe une place
importante en meédecine traditionnelle. La population locale I'utilise principalement contre le
diabéte, la fiévre, les céphalées et des affections cutanées comme l'eczéma (Ndem et al.,
2014).

Dans plusieurs pays (Algérie, Syrie, Egypte et Irak), elle est couramment employée en
médecine occidentale pour traiter l'asthme, la fievre, I'eczéma et les infections rénales
(Khamees et al., 2020), ainsi que sous forme de platre contre la gale (Nouidjem et al., 2021).
Ses rameaux contiennent de nombreuses molécules actives susceptibles d'avoir plusieurs
effets pharmacologiques (Khamees et al., 2019). Cette espéce est également reconnue
comme remede antidiabétique (Kambouche et al., 2011) et possede des propriétés
cholinergiques (Tilyabaev et Abduvakhabov, 1998). Les parties aériennes, utilisées en
décoction ou en cataplasme, servent a soigner les dermatoses, I'eczéma, les maux de téte et la
fievre et les maladies de la peau, comme les démangeaisons, (Hammiche et Maiza, 2006).
Selon des renseignements recueillis aupres de la population de Hassi rmel, il s’est avéré qu’A.
Articulata est utilisée contre le cancer du sein, en la mélangeant avec d’autres plantes, la
consommation de ce mélange avec un produit laitier comme le yaourt donne un meilleur
résultat que sa consommation avec du miel pour atténuer son amertume. (BEN MENNI,

2022),Ainsi que la plante entiére a été utilisée pour traiter I'nypertension (El-Shabasy, 2016).
a.Description botanique de la plante :

A. Articulata est une plante endémique saharienne (Ozenda, 2004), halophile, ¢’est un
arbuste, elle mesure 20 a 40cm (Al-Shalmani et Abdellatif, 2013).

Les rameaux articulés vert-pale presque blanchatre surtout sur le sec, a articles épais a peine
dilatés vers le haut en deux feuilles trés courtes. Les fleurs blanches sont isolées a l'aisselle de
chaque feuille. Le fruit est entouré par trois ailes dues a la dilatation de trois des cing sépales.
Elle est commune dans les sols pierreux de tout le Sahara, jusqu’au Sahara méridional

(Ozenda, 2004).
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Photol: Photo originale prise @ Mecheria le 23]02|2026

b.Position systématique de la plante :

La classification d’A. Articulata a été faite par (Quezel et Santa, 1963 ; Dupont et
Guignard, 2007).

e Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes.
e Sous embranchement : Angiospermes.

e Classe : Eudicots.

e Sous classe : Pré-astéridées.

e Ordre : Caryophyllales.

e Familles : Amarantacées.

e Genre : Anabasis.

e Espece: A. articulataMoq .(Forsk).
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e Noms vernaculaires : Belbel, Djell (Quezel et Santa, 1963), Ajrem et Baguel

(Kherraze et al., 2010) et Remt en arabe.
2. Les Travaux antérieurs d’A. articulata :
2.1Les Alcaloides :

Les alcaloides sont des métabolites secondaires végétaux azotés, basiques, regroupant
plus de 12 000 composés et classés selon leur biosynthese ou leur structure (Croteau et al.,
2000 ; Pillet, 2011). Leur role est surtout défensif contre herbivores et pathogeénes,
représentant moins de 10 % du poids sec.(Mann, 1994 ; Harborne & Herbert, 1995 ;
Kutchan, 1995 ; Bhat et al, 2005) Ils ont une grande importance pharmacologique
(anticancéreux, analgésiques, antipaludiques, etc.), constituant une source majeure de
médicaments .(Muniz, 2006 ; Koné, 2009)

Plusieurs études phytochimiques ont montré que A. articulata contient différents
alcaloides biologiquement actifs. Une analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (GC-MS) réalisée sur les parties aériennes de la plante a permis
d’identifier plusieurs alcaloides appartenant a différentes familles chimiques, notamment les
tétrahydroisoquinolines, les phényléthylamines et les alcaloides indoliques. Ces composés ont
montré des activités antioxydants et anti-inflammatoires significatives dans des essais in vitro
et in vivo, suggérant leur potentiel pharmacologique dans la prévention de certaines maladies

liées au stress oxydatif et a I’inflammation (Boutrif et al., 2024).

D’autres travaux consacrés au genre Anabasis indiquent également la présence
d’alcaloides caractéristiques tels que 1’anabasine, 1’anabasamine, la lupinine et la jaxartinine.
Ces molécules sont connues pour leurs activités biologiques variées, notamment
antimicrobiennes et cytotoxiques, ce qui explique 1’utilisation traditionnelle de cette plante
dans la médecine populaire dans les régions arides d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient
(Gismondi et al., 2019).

D’autres travaux consacrés, une quantification des alcaloides a également été
rapportée, avec une teneur estimee a 2,86 = 0,00 mg EAA/g de matiere séche (milligrammes

d’équivalent d’acide ascorbique par gramme de matiére seche) (Benhammou et al., 2013).
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2.2 Les polypheénols :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires végétaux (plus de 8000 composés)
caractérisés par au moins un noyau aromatique hydroxylé, incluant flavonoides, tanins et
acides phénoliques.(Bruneton, 1993 ; Harborne, 1993 ; Mompont et al., 1998 ;
Hannebelle et al., 2004) .1Is jouent un role essentiel dans la défense des plantes contre stress,
pathogenes et herbivores (Marchix et al., 2005 ; Lattanzio & Day, 2009). Chez I’homme, ils
possedent des propriétés antioxydantes impliquées dans la préventiondes maladies

cardiovasculaires et des cancers.

D’autres études ont également confirmé que les extraits de A. articulata contiennent
des concentrations importantes de polyphénols et présentent une activité antioxydante notable
ainsi que des effets anti-inflammatoires dans différents modéles expérimentaux, soutenant
I’utilisation traditionnelle de la plante dans le traitement de diverses affections inflammatoires

et métaboliques .
2.3Les flavonoides :

Les flavonoides sont une classe majeure de polyphénols présents dans divers organes
des plantes (feuilles, fleurs, fruits, etc.) sous forme aglycone ou glycosides, et responsables de
nombreuses colorations (Middleton & Kandaswami, 1993 ; Bouttis, 2004). IIs assurent chez
les plantes une protection contre les UV, les pathogenes et participent a ’attraction des
pollinisateurs. Chez I’homme, ils présentent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires

et anticancéreuses.

Les flavonoides constituent un groupe important de polyphénols présents dans A.
articulata. Des analyses phytochimiques ont montré que les extraits de cette plante renferment
une guantité notable de flavonoides, qui participent aux propriétés antioxydantes observées et
jouent un réle important dans la neutralisation des radicaux libres et dans la protection des

cellules contre les dommages oxydatifs (Benzineb et al., 2019).

Plusieurs études ont démontré que la richesse en flavonoides de A. articulata contribue
également a ses effets biologiques, notamment ses activités anti-inflammatoires et
neuroprotectrices potentielles, ce qui pourrait expliquer certaines de ses applications en
médecine traditionnelle dans les régions sahariennes (Benhamou, 2012 ; Benzineb et al.,
2019)
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2.4Les tanins :

Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles (500-3000 Da) capables de
précipiter les protéines et alcaloides, présents notamment dans les fruits, le thé et le vin (Bate-
Smith & Swain, 1962). lIs jouent un réle important dans la défense des plantes contre
herbivores et pathogenes. lls se divisent en tanins hydrolysables et tanins condensés

(proanthocyanidines), utilisés historiqguement pour le tannage du cuir (Canon, 2010).

Les tanins font également partie des composés phénoliques identifiés dans A.
articulata. Les analyses phytochimiques ont révélé que les extraits de la plante contiennent
des quantités appréciables de tanins, qui contribuent aux propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires de la plante. Ces composés sont connus pour leur capacité a précipiter les
protéines et a inhiber la croissance de certains micro-organismes pathogenes(Benzineb et
al.,2020).

La présence de tanins dans A. articulata pourrait également jouer un role dans les
mécanismes de défense de la plante contre les herbivores et les infections microbiennes, ce
qui explique en partie ses propriétés pharmacologiques observées dans plusieurs études
expérimentales (EI Haci et al.,2024).

2.5Les saponines :

Les saponosides (saponines) sont des hétérosides naturels a forte masse moléculaire,
de nature stéroidique ou triterpénique, caractérisés par leurs propriétés tensioactives et
moussantes (Gonzalez-Cas trén et al., 2012). Ills possédent souvent une activité
hémolytiqueet sont utilisés comme précurseurs dans la synthése de médicaments stéroidiens.
On distingue les saponosides stéroidiques (monocotylédones, C27) et triterpéniques
(dicotylédones, C30)(Yarnell, 2007 ; Bruneton, 2009 ; Osbourn, 2010)

Les saponosides constituent une classe importante de métabolites secondaires
identifiés chez A. articulata. Des travaux phytochimiques ont mis en évidence la présence de
glycosides saponiques dans cette plante depuis les années 1960.L extraction hydroalcoolique
des parties aériennes a révele une teneur de 2,8 + 0,3% en saponines totales, avec
identification de saponines triterpéniques de type oleanane par CCM et HPLC. Ces composés
sont connus pour leurs propriétés biologiques variées, notamment leurs effets antimicrobiens
(MIC = 32-64 pg/ml contre Staphylococcus  aureus), anti-inflammatoires et
cytotoxiques(Maatalah et al., 2012).
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Ces composés sont reconnus pour leurs diverses activités biologiques, notamment
leurs effets antimicrobiens, anti-inflammatoires et cytotoxiques, ce qui contribue aux
propriétés pharmacologiques de I’espéce. Ainsi, la présence de saponines pourrait expliquer
en partie les activités thérapeutiques attribuées a A. articulata dans la médecine traditionnelle
saharienne.Les saponines purifiées ont montré une activité hémolytique significative (HR50 =
45 pg/ml sur érythrocytes humains) et une cytotoxicité sélective contre les lignées
cancéreuses HelLa (IC50 = 28,6 pug/mL) et MCF-7 (IC50 = 35,2 pug/mL), tout en préservant
les cellules saines Vero (CC50 > 100 pg/mL). Ces résultats valident l'usage traditionnel

contre infections cutanées et tumeurs bénignes (Abdelmoumene et al., 2025).

2.6Extrait méthanolique brut :

L’extrait méthanolique brut d’A. articulataprésente une richesse importante en
métabolites secondaires, notamment en composés phénoliques, flavonoides et alcaloides. Une
forte teneur en polyphénols totaux et en flavonoides a été mise en évidence par
spectrophotometrie UV-visible (Benzineb, 2020).

Sur le plan qualitatif, cet extrait contient plusieurs alcaloides de type
tétrahydroxyisoquinoléine, incluant la salsolidine, la N-méthylisosalsoline, 1’isosalsoline et la
carnégine, ainsi que des indoles tels que la tryptamine et la méthyltryptamine. Il renferme
également des O-glycosides, diglycosides et triglycosides dérivés de 1’isorhamnetine
(Benzineb, 2020).

2.7TExtrait aqueux :

Les extraits aqueux d'A. Articulata montrent généralement une teneur plus faible en
polyphénols et en flavonoides par rapport aux extraits méthanoliques. Cependant, ils
contiennent d'autres familles de composés bioactifs, notamment des saponines (2,1 = 0,4%),

polysaccharides et acides phénoliques tres polaires.

L'analyse HPLC-DAD a identifie 14 acides phénoliques (acide gallique 12,3 pg/g,
acide caféique 8,7 ug/g) et 7 flavonoides (quercétine 5,2 ug/g, rutine 9,1 pg/g), avec une
activité antioxydante DPPH de 65% a 1 mg/ml (Ben Menni, 2022).
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3. Généralités sur les saponines :
3.1Définition

Le nom saponine ou saponoside dérive du mot latin sapo qui veut dire « savon ». Les
saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques, fréqguemment rencontrés chez les
végétaux supérieurs en particulier chez les Dicotylédones (racines, fruits, écorces, tiges,
feuilles ou graines), mais sont synthétises également par certains animaux marins tels que les

étoiles de mer (Boutaghane, 2013)

Ces composés ont la particularité de former, par agitation avec de I’eau, des mousses
stables tout comme les savons qui évoque le caractére moussant de leur solution aqueuse. Ce
pouvoir tensio-actif est d0 au caractére amphiphile des molécules, a la fois lipophile (la partie
aglycone ou génine) et hydrophile (la partie osidique) (Hopkins, 2003).

Les saponosides sont des composés, pour la plupart, trés polaires et sont souvent
retrouves sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils possedent en outre un large

spectre de propriétés biologiques et pharmacologiques (Boutaghane, 2013)

Doués de proprietés mouillantes, détergentes, solubilisantes, dispersantes,
émulsionnantes et généralement moussantes, ces « tensioactifs naturels » représentent les
constituants principaux de plusieurs produits pharmaceutiques et cosmétiques.(Khenaka,
2011)

3.2Composition des saponosides :

Les saponosides sont des glycosides a poids moléculaire élevé (600 a 2000 Daltons),
elles se composent d’une fraction aglycone hydrophobe communément appelée génine liée a
une chaine mono ou polysaccharidique hydrophile (Khenaka, 2011) Les différents
hydroxyles de ces molécules, que ce soit au niveau de la génine ou de la partie osidique

peuvent aussi étre estérifiés par les acides organiques.(Arrif, 2009)

Le grand nombre de structures décrites dérive d’un nombre réduit de génines. La variabilité
des structures est essentiellement due aux nombreuses combinaisons possibles des unités

osidiques, acylées ou non.

10
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Figure 1:Schéma de la composition des saponines

a. Partie aglycone :

Les génines (ou sapogénines) forment la partie aglycone des saponines, molécules
amphiphiles bien connues pour leurs propriétés détergentes, cette partie peut étre un triterpéne
ou un stérol. Certains auteurs distinguent une troisieme catégorie, les génines aminées

stéroidiques qui sont traitées par d’autres comme des alcaloides stéroidiques. (Leray, 2012).
v -Les génines triterpéniques :

Les triterpenes, 4000 composés construits sur plus de 40 squelettes différents, sont une
classe de meétabolites secondaires, des composés en C30 issus de la cyclisation du
dihydrosqualéne ou, plus rarement du squaléne lui-méme. Presque toujours hydroxylés en 3,

les triterpénes présentent une tres forte unité structurale.
Les sapogénines triterpéniques sont de loin les plus nombreuses des molécules

pentacycliques, les oléananes et les ursanes étant les deux squelettes les plus

communs.(Bruneton, 2009)
v" . Les génines stéroidiques :

Les genines stéroidiques sont des composés neutres et possedent toutes un squelette a
27 atomes de carbone qui comportent habituellement six cycles. Compte tenu de la nature
spiro du carbone C-22, on désigne couramment ce squelette hexacyclique par le terme de

spirostane (figure C). Dans les plantes fraiches, il n’est pas rare que 1’hydroxyle en C-26 soit

11
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engagé dans une liaison avec un ose, la structure restant alors pentacyclique : on parle dans ce

cas de furostane.(Bruneton, 2009)

Leur structure chimique est similaire a celle de nombreuses hormones humaines et
dérive exclusivement de la structure du stérane.Ces sapogenines possedent toujours une
fonction alcool secondaire en 3, susceptible de former une liaison hémiatocétalique avec un

ose ou un oside.(Bruneton, 2009)
b.Partie osidique :

Les unités saccharides qui constituent les saponines sont communes, parmi elles on
distingue ; leD-glucose, D-galactose, Larabinose, L-rhamnose, D-xylose, D-fucose et acide
Dglucuronique chez les saponines triterpéniques. Les chaines oligosiques, linéaires ou
ramifiées, comportent jusqu’a une dizaine d’oses qui constituent la partie sucrée
del’hétéroside. Elles peuvent étre liées a la génine par une liaison de type O-hétéroside ou par

une liaison de type ester. (Sofowora ,2010).

12
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4. Activité antioxydant :
4.1 es radicaux libres :

Les radicaux libres sont par définition des especes chimiques possédant un
électron célibataire sur leur couche périphérique, ce qui leur confere un fort degré de
réactivité (Migdal et Serres, 2011). Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on
distingue un ensemble restreint de radicaux libres, les radicaux primaires et les radicaux
secondaires (Favier, 2003). Les ERO lorsqu’elles sont a faible concentration ont des effets
bénéfiques pour la cellule (la phosphorisation des protéines, 1’apoptose, etc.). Quand leur
production augmente elles deviennent nocives pour les structures cellulaires comme les

protéines et les lipides, et génerent ainsi le stress oxydant (Togliatto et al., 2017).

Formation des radicaux libres

Electrons appariés Electron célibataire

= stabilité )= instabilté

Atome stable Perte d'un électron

Figure 2:Formation des radicaux libre (Ghouti et Halbigue, 2019).

4.2L e stress oxydant :

Le stress oxydatif ; c’est un déséquilibre entre la production des espéces radicalaires
et les capacités de défense antioxydant de 1’organisme. La production d’especes réactives de
I’oxygéne (ERO) est utile mais peut étre néfaste pour I’organisme lors d’une production
excessive et en 1’absence de mécanismes de défense. Donc c’est ce que 1’on appelle le stress
oxydatif, celui-ci peut faire la survenue de pathologies (cancers, maladies cardiovasculaires,
maladies dégénératives), un vieillissement prématuré ainsi que la mort cellulaire programmée

ou apoptose (Belaich et Boujraf, 2016).

13
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Stres oxydatif

Cellule Radicaux libres Cellule avec
normale attaquant la cellule ~ Stvess
oxydatif

Figure 3:Repreésentation schématique du stress oxydative.

4.3Antioxydants :
Un antioxydant est une molécule naturelle ou synthétique qui inhibent ou retardent

L’oxydation d'autres molécules en intervenant a différents stades du processus d’oxydation.
C’estUne molécule suffisamment stable pour donner un électron a un radical libre déchainé et
leNeutraliser, réduisant ainsi sa capacité d'endommager. Les antioxydants jouent un réle dans
laPrévention des maladies chroniques telles que les maladies cardiaques, le cancer, le
diabéte,L’hypertension et la maladie d’Alzheimer (Nimse et Pal, 2015).

4.5Mécanisme d’action :

Le mécanisme d’action des antioxydants contre les effets néfastes des especes

réactives

Peuvent étre comme suit :

e Inhibition de la formation des radicaux libres
e Neutralisation des radicaux libres

e Augmentation du systeme de défense du corps

® Réparation des dommages résultants de radicaux libres (Liochev, 2013).

14
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5. Pouvoir hemolytique :
5.1 Composition de sang :

C’est un fluide corporel dont la fonction principale est de transporter I'oxygéne vers
les tissus vivants. Il joue également un rdle important dans le systéme immunitaire. Les
cellules sanguines, produites par la moelle osseuse, se divisent en trois types principaux : les
globules rouges (érythrocytes) qui représentent environ 99 % des cellules circulantes, les
globules blancs (leucocytes) qui n’en constituent qu’environ 1 %, et les plaquettes
(thrombocytes). Les globules rouges assurent le transport des gaz grace a 1’hémoglobine ; les
globules blancs, qui incluent les granulocytes, lymphocytes et monocytes,sont les acteurs clés
de la defense immunitaire ; et les plaquettes sont essentielles pour I’hémostase et la

coagulation sanguine (Yiallouros, 2026).
5.2 Les globules rouges (GR) ou érythrocytes :

Il'y a environ 4,5 a 5,9 millions de cellules par microlitre de sang chez l'adulte. Ces
cellules anucléées ont une forme de disque biconcave, d'un diametre d'environ 7,5 a 8,5 pm et
une épaisseur d'environ 2,5 pm. Leur fonction principale est le transport de 1'oxygéne des
poumons vers les tissus et du dioxyde de carbone des tissus vers les poumons, grace a
I'némoglobine. Des études récentes montrent également que les globules rouges jouent un role
dans la réponse immunitaire et la régulation de la vasodilatation (Pretini et al.,2019 ; Kuhn
etal., 2021).

5.3 Les globules blancs ou leucocytes :

Les globules blancs sont des cellules du systeme immunitaire et jouent principalement
un réle dans la défense de I'organisme contre les agents agresseurs, qu'ils soient endogénes ou
exogénes (Nichols et al., 2020). Ce sont de véritables cellules mémoires qui assurent la
surveillance immunitaire au niveau des organes (Paul et Ohashi, 2020). Il existe trois grandes
classes de globules blancs : les granulocytes (polynucléaires), les monocytes et les

lymphocytes (Boccuni et Ley, 2022).
5.4 Les plaquettes :

Les plaquettes sanguines au repos présentent une morphologie discoide avec un
volume moyen compris entre 8 et 10 fL. Environ deux tiers de la population plaquettaire
circulent dans le sang périphérique a une concentration variant de 150 a 400 x10° /L, tandis

qu’une fraction est stockée au niveau splénique. Leur renouvellement est rapide, avec une
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durée de vie moyenne estimée entre 7 et 10 jours, apres laquelle elles sont éliminées

principalement par les macrophages du foie et de la rate (George & Aster, 2024).

Les plaquettes jouent un role essentiel dans les mécanismes de la coagulation : en cas de
Iésion de I’endothélium vasculaire, elles sont capables d’adhérer au collagéne exposé (Theml
et al, 2006), des travaux récents ont également mis en évidence leur participation a des
processus immunitaires et inflammatoires a travers la libération de médiateurs biologiques et

leurs interactions avec les cellules immunitaires (Mack et al., 2024)
5.5Hémolyse :

L’hémolyse vient des mots grecs : haema : sang et lyse : perturbation (Beris et
Picard, 2015).

L'hémolyse, consistant en la destruction des globules rouges, est un
phénomenelrréversible lié au vieillissement de ces cellules, constituant ainsi une forme de
mortPhysiologique appelée sénescence (Vieira et al., 2012). Ce processus de vieillissement

entraine

Une diminution progressive de I'équipement enzymatique des globules rouges, car ils ne seNe
renouvellent pas. Cette diminution conduit & une moindre protection de la membrane
cellulaire et de I'némoglobine contre I'oxydation, ainsi qu'a la présence d'hémoglobine oxydée
(Kato etal., 2017).

Dans un état d'équilibre, I'némolyse physiologique assure I'élimination quotidienne
desGlobules rouges les plus agés, tandis que la moelle osseuse libére une quantité équivalente

de nouveaux globules rouges dans la circulation sanguine (Lippi et Plebani, 2019).
6. Généralité sur les bactéries

Ce sont des micro-organismes procaryotes qui ne possedent pas de vrai noyau mais un
appareil nucléaire simplifié, d'une taille de l'ordre de un a quelque dizaines de microns,
constituent d’un systetme nucléaire rudimentaire et d'une paroi contenant des
mucopolysaccharide originaux, cette fonctionnalité les distingue des autres organismes
supérieures tels que : champignons, algues, protozoaires. Elles ont été découvertes a la fin du
XVII eme siecle par le naturaliste hollandais Anthony Van Leeuwenhoek, qui a inventé la
microscopie. Certaines sont inoffensives, d'autres sont trés pathogénes. Elles ont des

propriétés antigéniques. (Delarras, 2014)
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Les differentes especes microbiennes croissent dans des conditions physico-chimiques et en
fonction de la nourriture. Elles sont ubiquistes et peuvent-étre mobiles ou immobiles (des
spheres, des batonnets, des spirilles), vues seulement sous un microscope optique, a 1’état frais
ou aprés coloration tandis que les détails de leur structure ne sont visibles que sous un
microscope électronique. Il existe deux type selon la structure biochimique qui sont établis
par coloration de gram : les bactéries gram positif (+) et les bactéries gram négative (-
).(Gourreau & Bendali, 2008)

6.1 Activité antimicrobienne :

Autours des derniéres années, 1’augmentation des infections qui concerne un large
Eventail des microorganismes (levure, bactérie, champignons) constitue une sérieuse menace
pour la santé publique et capable d'engendrer les différentes maladies les plus fatales et les
épidémies les plus Répandues et observées dans le milieu hospitalier qu’en milieu
communautaire. Prés d’un Quart des morts dans le monde résultent de ces infections
bactériennes, qui sont devenues le Sujet du debat national et international.(WHO, 2016)
.Cependant, le remede de ces infections sebase principalement sur 1’usage des antibiotiques
qui combattent d'une maniére sélective, certaines voies métaboliques des bactéries
(veyssiere,2019)  .Hélas, la prescription a grande Echelle et la surconsommation de ces
médicaments entrainent 1’apparition des bactéries résistantes et multi résistantes, (Bourrillon
et al., 2004) .notamment les bactéries a Gram négatif, en raison de leur enveloppe cellulaire

complexe et sophistiquée a deux membranes. (Zgurskaya et al., 2015).

Cela indique I’importance du développement de nouvelles substances bioactives sres,
efficaces et plus fiables que les médicaments existants, des alternatives puissantes qui n'ont
aucun effet Secondaire. (Boucher et al., 2013).

Compte tenu de ce qui précede, la MT a la possibilité de lutter contre la résistance des
médicaments, surtout a base des végétaux puisqu’ils constituent des substances qui a faible
concentration inhibent et empéchent le développement des microorganismes ou les tue. Ils
sont toujours constitués d’une source d'inspiration dans les recherches médicales. C'est 1’'un

des défis les plus importants pour la santé populaire. (Gupta & Birdi, 2017).
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6.2 Agent antimicrobienne :

Le terme "agent antimicrobien” désigne toute substance utilisée pour détruire les
microorganismes ou empécher leur croissance, y compris, agents antibactériens. Les agents
antimicrobiens sont utilisés depuis des décennies pour traiter les maladies transmissibles et
prévenir les infections. Le mode d’action de ces agents sur les bactéries, peuvent étre :
Bactériostatique, lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries ou bactéricides ;

lorsque la substance détruit totalement les bactéries (CUE,2002)
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1. Matériel et méthode :
1.1Récolte du materiel végétal :

Ce modeste travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche des Produits
Naturels LAPRONA de I’Université de Tlemcen.

La plante a été récoltée le 23 Mars 2026 dans un secteur de la région de Macheria (wilaya de
Nadma) en Algérie, La plante a été identifiée par le laboratoire d'écologie végétale, de

I'Université de Tlemcen, par le Pr Hassani.

1.2Site d’échantillonnage :

ol 5

Tuinie

M o

.
g - !

Figure 4:Carte géographique illustrant la région de récolte de la plante.

(Macheria, Wilaya de Nadma, Algérie)

1.3Préparation du matériel végétal :

Au laboratoire c’est la partie aérienne d’A. articulataqui a servi aux différentes analyses. La
plante a été lavée, séchée a 1’abri de la lumiére pendant quinze jours avant utilisation. Cette
opération du séchage est suivie par le broyage qui a été fait par un mortier pour éviter la

dégradation des composés chimiques par la chaleur du broyeur.
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(A) Plante fraiche : Anabasis articulata (B) Lavage des parties végétales fraiches

e o o s

(C) Séchage a 'ombre pendant 15 jours (D) Récolte des parties aériennes

¢ b S e ."'._“‘“ /
(H) Stockage de la poudre dans une

(G) Poudre obtenue aprés tamisage ; z i
boite couverte de papier aluminium

Figure 5:Etapes de préparation de la poudre des parties aériennes de plante.
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1.4Extraction des saponines : (Kambouch et al., 2011)
a. Dégraissage a I’hexane :

L’extraction a été effectuée par macération, en laissant 50 g de poudre de la plante en contact
avec 100 ml d’hexane pendant 24 heures a I’abri de la lumiére, afin d’extraire et d’éliminer
les composés lipophiles (mati¢res grasses, pigments, etc.) susceptibles d’interférer avec
I’extraction des saponines. Aprés la période de macération, le mélange a été filtré afin de

récupérer le résidu vegetal.
b. Extraction au méthanol

Le résidu véegetal obtenu a ensuite été soumis a une seconde macération en
présence de 100 ml de méthanol. Aprés filtration, I’extrait méthanolique a été conservé dans
un récipient hermétiquement fermé et a I’abri de la lumiére afin de préserver les composes

bioactifs.
c.Evaporation de ’extrait :

L’extrait méthanolique a été concentré par évaporation pendant 30 minutes afin
d’éliminer le solvant organique. Le résidu obtenu a ensuite été¢ repris dans 25 ml d’eau

distillée chaude, permettant la solubilisation des composés extraits.
d.Extraction liquide-liquide :

L’extrait brut obtenu précédemment est introduit dans une ampoule a décanter, puis
soumis a une extraction liquide-liquide par addition de 10 ml de n-butanol. Le mélange est
agité vigoureusement afin d’assurer une bonne interaction entre les phases, puis laissé au
repos jusqu’a séparation complete. La phase organique (butanolique) est soigneusement

récupérée. Cette opération a été répété 2 fois afin d extraire le maximum de saponines.
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Photo2: Premiére décantation de I’extrait.

Photo3: Deuxiéme décantation de I’extrait
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e.Evaporation du solvant :

La phase butanoligue récupérée est transférée dans un ballon adapté, La masse du
ballon vide est déterminée au préalable, Le solvant est ensuite éliminé par évaporation sous

pression réduite (évaporateur rotatif), Apres évaporation compléte, le ballon est & nouveau

pesé afin de déterminer la masse de 1’extrait sec.

Photo 4: Evaporation de solvant.

Le résidu sec obtenu apres évaporation est dissous dans 4 ml de méthanol afin d’obtenir une
solution homogeéne, cette étape permettant de solubiliser et de récupérer la plus grande

quantité possible de saponines. La solution méthanolique est ensuite soigneusement transférée

dans des tubes d’hémolyse.

Enfin, les échantillons sont conservés au réfrigérateur (= 4 °C) jusqu’a leur utilisation.
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f.Calcul du rendement :

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée aprés €vaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction

(Cheurfaet al., 2013).

Le rendement d’extraction est estimé par la formule suivante :

[ Rendement d’extraction (%) = (P / PO) x 100 ]

R : le rendement en %.
P : poids en gramme de I’extrait sec résultant (g).

PO : poids en gramme du matériel végétal de départ (Q).

1.5Méthodes de séparations chromatographiques :

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences
d’affinité des substances a analyser a 1’égard de deux phases, ’une stationnaire ou fixe,
I’autre mobile. Selon la technique chromatographique mise en jeu, la séparation des
composants entrainés par la phase mobile, résulte soit de leur adsorption et leur désorption sur

la phase stationnaire, soit de leur différente solubilité dans chaque phase.

Afin de séparer, purifier et identifier les saponines présentes dans 1’extrait végétal, deux
techniques chromatographiques ont été utilisées : chromatographie sur colonne (CC) et la

chromatographie sur couche mince (CCM).

1.6 La chromatographie sur colonne :
Principe :

Cette technique a été réalisée en 1906 par le botaniste Mikhail tswelt, et jusqu’a nos
jours elle est appliquée dans nos laboratoires (Madi., 2009)
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Cette étude repose sur le phénomene d’adsorption, dont les molécules sont entrainées
vers le bas de la colonne a des vitesses variables, selon leur affinité pour I’absorbant et leur

solubilité dans 1’¢luant, les produits apolaires sont ¢lués les premiers.

La chromatographie sur colonne est une méthode de séparation des constituants d’'un mélange

par migration dans un dispositif constitué de deux phases :

La phase stationnaire : C’est le support solide, qui est la colonne contenant une quantité
calculée de gel silice préparée sous forme de bouillie dans le moins polaire des solvants
utilisés.

La phase mobile : Représente le solvant d’élution utilisé qui est en générale un mélange de
deux solvants, I’un polaire et I’autre apolaire.

Protocole :

La phase stationnaire : elle est constituée du gel de silice utilisé comme support solide
dans la colonne. Celui-ci a été préparé sous forme de suspension dans le chloroforme puis
introduit dans la colonne aprés la mise en place d’un tampon de coton suivi d’une couche de
sable afin d’assurer une bonne répartition du support et d’éviter les perturbations lors de

I’élution.

L’extrait brut a été préalablement adsorbé sur le gel de silice ce mélange conduit a
I’obtention d’une poudre séche et homogene qui introduit délicatement au sommet de la

colonne.

La phase mobile : elle correspond aux solvants d’élution utilisés pour entrainer les composés
a travers la colonne. L’élution a été réalisée a 1’aide de mélanges chloroforme/méthanol. Les

gradients utilisés étaient les suivants :
Gradient 1 : 95 : 5 Chloroforme /Méthanol
Gradient 2 : 90 : 10 Chloroforme /Méthanol
Gradient 3 : 80 : 20 Chloroforme /Méthanol
Gradient 4 : 70 : 30 Chloroforme /Méthanol.

A la fin de I’élution, les fractionsobtenues ont été récupérées dans des tubes distincts pour les

analyses ultérieures.
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Photo 5: Séparation des fractions par chromatographie sur colonne.

1.7Chromatographie sur couche mince (C.C.M) :
Principe :

La chromatographie sur couche mince (C.C.M) est une méthode rapide de séparation
et d’identification des différents constituants d’un extrait selon leur force de migration dans la
phase mobile qui est en général un mélange de solvants, adapté au type de séparation
recherché, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut étre un gel de polyamide ou

de silice.
Protocole :

La phase stationnaire : est constituée d’une couche mince uniforme de gel de silice
déposée sur une plaque en aluminium. Avant utilisation, les plaques chromatographiques ont
été activées par chauffage dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure afin dimunier I’humidité

et d’améliorer la qualité de la séparation.

La phase mobile : utilisée comme systéeme d’élution était constituée d’un mélange de

chloroforme, méthanol et eau distillée dans les proportions suivantes :

Chloroforme — Méthanol — Eau distille (65 : 35 : 10).

27



Matériel et méthode

Dépot des échantillons :

A 1 cm du bord de la plaque : Déposer 20uLlL de I’extrait sur la plaque, sur la ligne de dép6t,

a I’aide d’un capillaire.
Migration :

La plaque préparée est introduite dans la cuve a chromatographique préalablement saturé

avec les solvants.

La migration de la phase mobile s’effectuec par capillarité a travers la phase
stationnaire, permettant ainsi la séparation des constituants selon leur affinité pour les deux
phases. La migration a été arrétée lorsque le front du solvant est arrivé a la ligne d’arrivée. La

plaque a ensuite été retirée et séchée pour 1’observation des taches chromatographiques.
1.8Evaluation de I’activité anti-oxydante d’extrait de plantes :
Test DPPH :

Principe : Le DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de
couleur violée (forme oxydée) qui absorbe la lumiere a 515nm. En présence de composes
anti-radicalaires, le radical DPPH- est réduit et change de couleur en virant au jaune (forme

réduite) sous l'effet des substances antioxydants qui lui céde un proton.
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Figure 6:Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al., 1995).

28



Matériel et méthode

Protocole :
Préparation de la solution DPPH :

L'activité de piégeage des radicaux libres des échantillons a été déterminée par
spectrophotométrie par le dosage DPPH, comme décrit dans Sanchez-Moreno et al. (1998)
avec une légéere modification. La forme radicalaire DPPH absorbe a 515 nm mais lors de la
réduction par un antioxydant, son absorption diminue. Brievement, cinquante microlitres de
diverses concentrations des extraits dans du méthanol ont été ajoutés a 1.980 mL de solution
de méthanol DPPH & 0,025 g/L. Aprés incubation a température ambiante pendant 30 min, &
I'obscurité, lI'absorbance a été lue a 515 nm contre un blanc (sans extrait végétal et sans

DPPH). La solution de DPPH sans solution d'échantillon a été utilisée comme témoin.

La capacité de piégeage du radical libre est ensuite calculée a travers le pourcentage

d’inhibition.

Activité anti radicalaire (%0) = [(Ac - Ae) / Ac]

AControI : présente 1’absorbance de la solution DPPH en présence du méthanol.

Aextrait : présente 1’absorbance de la solution DPPH en présence de I’extrait.

Apres el développement de la plague CCM ,celle-ci été pulvérisée avec une solution de DPPH
pour mettre en évidence les composé antioxydants qui apparaissent sous forme de taches

jaunes sur un fond violet.
1.9Etude de I’ Activité Anti-hémolytique :

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits & empécher ’hémolyse des
globules rouges (Gb) induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de

I’hemoglobine.
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Protocole :

Préparation de de la solution PBS :

Pour tester I'effet hémolytique in vitro, nous avons utilisé la méthode de Henneberg et

al. (2013)

La solution PBS a été préparée avec du NaoHPO4 a 10mM et KH2PO4 a 1,76 mM dans du

sérum physiologique. La solution PBS finale a été obtenue par mélange de volumes égaux

(100 ml de chaque solution), puis le pH a été ajusté entre 7,2 et 7,4 avant utilisation.

Préparation de la suspension sanguine :

Pour cette préparation, on suit les étapes suivantes :

v

< AR NEENEEN

<

<N X X

Prélevement du sang a partir un volontaire sain, non -fumeurs, n’ayant pas suivi de
médication (pas de traitement anti —inflammatoire) sur un tube EDTA au niveau du
laboratoire.

Centrifugation a 3000 tour/10 min afin d’éliminer le plasma et les cellules
polynucléaires.

Elimination du surnageant.

Lavage du culot, trois fois, avec la PBS a pH=7,20

Une dilution sanguine a été préparée a 1/20.

Cing séries correspondant aux différentes concentrations de I’extrait ont été préparées.
Chaque série a été réalisée en triple essai.

Dans chaque tube :

20 pL de I’extrait végétal ont été ajoutés ; puis 1980 L de suspension sanguine diluée
ont été incorporeés.

Préparation le contrdle négative 20ul PBS et 1980ul de suspension sanguine diluée.
Préparation le contr6le positive 20ul I'eau distillée avec 1980ul de suspension
sanguine diluée.

Préparation de blanc 20ul d’extrait avec 1980ul de PBS.

Incubation 37 ° C pendant 30 min

Centrifugation 3000t pendant 10min

L’absorbance du surnageant a été mesurée a 560 nm a I’aide d’un spectrophotometre
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Expression des résultats : Le pourcentage d’hémolyse a été calculé a partir de la formule

suivante :

Hémolyse (%) = [(absorbance de I'échantillon - absorbance
du contréle négatif) /absorbance du contrdle positif] x 100

ou : Ac = Absorbance du contréle

At = Absorbance du test.

1.10Evaluation de ’activité antimicrobienne :
Souches testées :

Dans le but d’évaluer in vitro I’activité antimicrobienne des extraits des feuilles de
[’A. articulata, tests antibactériens ont été effectués sur des germes couramment responsables
de diverses pathologies. Les bactéries étudiées sont rapportées dans le (tableau 1).

Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire pédagogique de microbiologie dans
Laboratoire des produits naturels LAPRONA.
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Tableau 1 : Liste des bactéries et levures utilisées dans les essais microbiologiques.

Microorganisme Gram Code
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus cereus . ATCC 11778
Positive
Micrococcus luteus ATCC 15307
Bactérie
Psedomonas aerugenosa ATCC 27853
Escherichia coli - ATCC 25922
Negative
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603
Candida albicans ATCC 10231
Levures

ATCC: American Type Culture Collection.
Préparation de I’inoculum :

L’inoculum correspond a une suspension de microorganismes ensemencée dans un milieu de

culture biologique par inoculation.

e Dans les Bouillon Mueller-Hinton pour les bactéries etBouillon Sabouraud pour les

levures, une pré-culture des souches a été réalisée afin de garantir leur croissance.
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Apres incubation pendant 18 a 24 h a 37 °C pour les bactéries et 48 h a 30 °C pour les
levures, la turbidité a été ajustée au standard de McFarland 0,5 a 1’aide d’un
colorimétre. Pour cela, de la culture a été ajoutée lorsque la suspension était trop
faible, ou du milieu stérile (BMH ou BS) lorsqu’elle étaittropconcentrée.

Les normes correspondent a :
o 108 UFC/mL pour les bactéries (DO = 0,08 2 0,1 a L = 625 nm)
o 108 UFC/mL pour les levures (DO = 0,06 4 0,1 a A = 530 nm).

L’ensemencement a ¢été réalis¢ dans les 15 minutes suivant la préparation de

I’inoculum (Rahal et al., 2008 ; Vitali et al., 2016).

Mode d’ensemencement des souches bactériennes :

Les boites de Pétri ont été coulées avec une épaisseur de gélose de 4 mm. Elles ont ensuite été

placées a I’étuve a 37 °C pendant 30 min avant I’ensemencement afin d’éliminer toute

humidité.

Un écouvillon stérile a été trempé dans la suspension bactérienne, puis essoré en le

pressant fermement contre la paroi interne du tube afin d’éliminer I’excés de liquide.

L’écouvillon a ensuite été frotté sur toute la surface de la gélose seéche par stries
serrées, de haut en bas. Cette opération a été répétée deux fois en tournant la boite de

60° a chaque passage, tout en faisant pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.
L’ensemencement a été terminé en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

L’écouvillon a été rechargé a chaque nouvel ensemencement d’une boite de Pétri

(Rahal et al., 2008).

Bioautoghraphie sur couche mince des fractions saponiques :

Apres ’ensemencement des boites de Pétri avec les souches bactériennes testées, 1’évaluation

de I’activité antibactérienne des fractions saponiniques a été réalisée par bioautographie sur

couche mince. Contrairement a la méthode classique utilisant des disques imprégnés

d’extraits, les plaques de CCM portant.
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Les différentes taches correspondant aux fractions de saponines ont été directement déposées
a la surface du milieu ensemencé. Les boites ont ensuite été incubées dans des conditions
appropriées afin d’observer 1’apparition éventuelle de zones d’inhibition autour des taches,

indiquant une activité antibactérienne des composés séparés.

Photo 6: principale étape de I’activité antimicrobienne.

Incubation :
Les boites ont été incubées :
e a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries.

e a30 °C pendant 48 h pour Candida albicans.
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Lecture des résultats :

La lecture des résultats a été effectuée par la mesure Les valeurs des Rf effectués sur
des systemes chromatographiques spécifiques ou conventionnels peuvent si elles sont bien
utilisées, apporter beaucoup d’indications. Ce dernier point permet effectivement de classer

les composés a analyser selon la nature des substituant présents sur ces squelettes.

_ Distance parcourue par I'échantillon
~ Distance parcourue par le solvant

35



Reésultats et discussion



Résultats et discussion

1. Résultats et discussion :
1.1. Extraction des saponines :

Apreés I’extraction méthanolique suivie du I’extraction liquide-liquide au n-butanol, un

extrait brut riche en saponines a été obtenu a partir des parties aériennes d’A. Articulata.

Tableau 2: Rendement d’extraction des saponines d’A.articulata.

Masse de poudre (g) Masse de I’extrait (g) Rendement (%)

50 0,1618g 0,32%

Le rendement est dans la dépendance de I’origine géographique, le stade phénologique
et les facteurs environnementaux tels que la température, et la qualité su sol (Bruneton,
1993).

Le rendement obtenu est de 0,32 %.

Ce rendement relativement faible peut étre attribué a la faible concentration des
saponines extractibles dans les parties aériennes d’A.articulata ainsi qu’aux pertes pouvant
survenir lors des différentes étapes d’extraction, de décantation et d’évaporation. La polarité
du meéthanol et du n-butanol favorise I’extraction des composés saponosidiques, mais
I’efficacité du procédé reste fortement influencée par la nature chimique de la plante et les

conditions expérimentales utilisées.

Des résultats similaires ont été rapportés par Kambouche et al. (2011), qui ont montré
que I’extraction des métabolites secondaires d’A.articulata dépend fortement du protocole
utilisé et du choix des solvants. De plus, Trease et Evans (2009) indiquent que les
rendements d’extraction des saponines varient considérablement selon l’espece végétale,

I’organe étudié et les méthodes d’extraction employées.

La différence entre notre rendement et ceux rapportés dans certaines etudes peut étre
expliquée par plusieurs facteurs, notamment la période de récolte, 1’origine géographique de
la plante, les conditions climatiques, le stade physiologique du végétal, ainsi que les

conditions de séchage et de conservation du matériel végétal (Cheurfa et al., 2013).
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1.2. Séparation chromatographique sur colonne :

La chromatographie sur colonne réalisée sur 1’extrait brut a permis d’obtenir 45 tubes
apres élution progressive avec différents mélanges chloroforme/méthanol de polarité
croissante. Cette technique a permis une premiére séparation des constituants de I’extrait

selon leur polarité et leur affinité pour la phase stationnaire constituee de gel de silice.

Les fractions collectées ont ensuite été analysees par chromatographie sur couche
mince afin de vérifier leur homogénéité et de regrouper les fractions présentant des profils
chromatographiques similaires.

Photo 7: Tubes collectés aprés séparation chromatographiqueSur colonne de I’extrait
brut.
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Photo 8: Dépdt de différentes fractions obtenues sur la plaque de CCM.

Apres analyses par CCM, les fractions montrant des taches identiques ont été combinées et

regroupées dans un méme tube.

Photo 9: Les fractions présente les mémes taches en CCM.
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1.3. Analyse des fractions par chromatographie sur couche mince (CCM) :

L’analyse des 45 tubes obtenus par chromatographie sur colonne a été réalisée par CCM.
Aprés migration dans le systeme éluant chloroforme/méthanol, les plaques ont été observées

sous lampe UV.

Photo 10:Observation les plague CCM sous lampe UV (365).

L’observation a révélé I’apparition de plusieurs taches bien distinctes, témoignant
d’une bonne séparation des composés présents dans I’extrait. Les fractions présentant les
mémes profils chromatographiques, caractérisés par des taches de méme couleur et de méme

position, ont été regroupées.

Le regroupement des fractions a permis de réduire les 45 tubes initiaux en 9 fractions

principales, comme présenté dans le tableau suivant :
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Tableau 3: Regroupement des fractions aprés analyse CCM.

Fraction Tubes Regroupeés
F1 1+2
F2 3
F3 4
F4 5
F5 6+7+8
F6 9+10 jusqu’a 22
F7 23 jusqu’a 33
F8 34 jusqu’a 40
F9 41 jusqu’a 45

Ce regroupement a permis de simplifier les analyses biologiques ultérieures tout en

conservant les fractions présentant des caractéristiques chromatographiques homogénes.
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Photo 11: Photographie des 9 fractions.
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Photo 12: Observation sous lampe UV 254nm.

Photo 13: Observation sous lampe 365nm.

1.4. Evaluation de activité antioxydant par la méthode DPPH sur CCM :

Aprés révélation, des zones décolorées de couleur jaune sont apparues sur le fond
violet caractéristique du DPPH. Ces taches jaunes traduisent la capacité des composés
présents dans les fractions a réduire le radical libre DPPH et a exercer ainsi une activité
antioxydant.
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Parmi les fractions analysées, toutes les fractions ont présenté des taches jaunes, intense et

visible directement apres vaporisation du DPHH

Ces résultats suggerent que ces fractions contiennent une concentration plus élevée de

composés bioactifs capables de neutraliser les radicaux libres.

Photo 14: Photographie de la plaque CCM révélée au DPPH.

1.5. Mesure spectrophotométrie de ’activité antioxydant :

L’activité antioxydant des différentes fractions obtenues a partir d 4. articulata a été
¢valuée par la méthode du radical libre DPPH. Les valeurs d’absorbance des différentes
fractions ont été mesurées en double essai, puis la moyenne a été calculée afin de déterminer

le pourcentage d’inhibition du radical DPPH.
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Activité antioxydante (% d'inhibition DPPH)

% d'inhibition
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Figure 7: Pourcentage d'inhibition du radical DPPH par les différentes fractions.

Les résultats obtenus montrent une variation importante de I’activité antioxydant entre
les différentes fractions étudiées. Les fractions F3 (63,47 %), F7 (63,03 %) et F6 (62,00 %)
ont présenté les pourcentages d’inhibition les plus élevés, indiquant une forte capacité a

neutraliser le radical libre DPPH.

A Tlinverse, les fractions F4 (17,78 %) et F9 (16,31 %) ont montré les activités les plus

faibles, ce qui suggére une faible concentration en molécules antioxydants.

Selon Blois (1958), la diminution de 1’absorbance du DPPH traduit directement la capacité
des composés présents dans 1’extrait a céder un électron ou un atome d’hydrogéne afin de
stabiliser les radicaux libres. De méme, Brand-Williams et al. (1995) ont montré que le test

DPPH constitue une méthode fiable pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits

végétaux.

1.6. Activité anti-hémolytique :

1.6.1. Activité anti-hémolytique de la fraction F3 :
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L’activité anti-hémolytique de la fraction F3 a été évaluée sur des globules rouges

humains en utilisant différentes concentrations de 1’extrait. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau suivant.

Tableau 4: Pourcentage d’hémolyse de la fraction F3.

Concentration (mg/ml) Pourcentage d’hémolyse%
0,5 2,08%
0,25 1,23%
0,1 1,03%
0,05 0,92%
0,025 0,02%

% d'hémolyse de la fraction F3
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Figure 8: Variation du pourcentage d’hémolyse de la fraction F3 en fonction

Les résultats montrent que la fraction F3 présente une trés faible activité hémolytique aux
différentes concentrations testées. Le pourcentage d’hémolyse varie entre 0,02 % et 2,08 %,

ce qui indique une faible altération des membranes erythrocytaires.

44



Résultats et discussion

La concentration de 0,5 mg/ml a présenté le pourcentage d’hémolyse le plus élevé (2,08 %),
tandis que la concentration de 0,025 mg/ml a montré la valeur la plus faible (0,02 %). Cette
diminution progressive du pourcentage d’hémolyse avec la baisse de la concentration suggére

une bonne tolérance de la fraction vis-a-vis des globules rouges humains.

Les faibles valeurs obtenues indiquent que les composés présents dans cette fraction
possedent une faible toxicité membranaire. Cette observation pourrait étre liée a la nature des
saponines présentes dans la fraction F3, dont I’activité biologique dépend fortement de leur

structure chimique et de leur concentration.

Des résultats similaires ont été rapportés par Sparg et al. (2004), qui ont montré que certaines
saponines veégétales présentent une faible activité hémolytique malgré leur importante activité
biologique.

1.6.2. Activité anti-hémolytique de la fraction F7 :

L’activité anti-hémolytique de la fraction F7 a également été évaluée selon le méme

protocole expérimental. Les pourcentages d’hémolyse obtenus sont regroupés dans le tableau

suivant.

Tableau 5: Pourcentage d’hémolyse de la fraction F7.
Concentration(mg/ml) Pourcentage d’hémolyse%
0,5 5,99%

0,25 5,87%
0,1 1,34%
0,05 0,15%
0,025 0,19%
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Figure 9: Variation du pourcentage d’hémolyse de la fraction F7 en fonction de la
concentration.

Les résultats obtenus pour la fraction F7 montrent également une faible activité
hémolytique, avec des pourcentages variantes entre 0,15 % et 5,99 %.

Les concentrations les plus élevées (0,5 mg/ml et 0,25 mg/ml) ont présenté les pourcentages
d’hémolyse les plus importants, atteignant respectivement 5,99 % et 5,87 %. Cependant, ces
valeurs demeurent relativement faibles et traduisent une faible toxicité vis-a-vis des globules

rouges humains.

La diminution importante du pourcentage d’hémolyse aux faibles concentrations pourrait
indiquer une meilleure stabilité membranaire en présence de faibles doses de la fraction. Cette
activité pourrait étre liée a la présence de saponines ainsi qu’a d’autres métabolites

secondaires capables d’interagir avec la membrane érythrocytaire.

Selon Francis et al. (2002), I’activité hémolytique des saponines dépend principalement de
leur structure chimique et de leur concentration. Certaines saponines présentent une activité
hémolytique importante alors que d’autres possédent une faible toxicité tout en conservant

leurs propriétés pharmacologiques.

Les faibles pourcentages d’hémolyse observés dans les fractions F3 et F7 suggerent que les
saponines isolées a partir d’A. articulata possedent une faible activité hémolytique malgré
leur importante activité biologique. Cette propriété est particulierement intéressante dans le
cadre de la valorisation pharmacologique de ces composés, car elle traduit une meilleure

compatibilité avec les cellules sanguines (Sparg et al., 2004).
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1.6.3Comparaison entre les fractions F3 et F7 :

Les résultats obtenus montrent que les fractions F3 et F7 présentent une faible activité
hémolytique aux différentes concentrations testées et une bonne activité antioxydante.
Cependant, la fraction F3 apparait comme la plus intéressante, avec un pourcentage

d’hémolyse plus faible un pourcentage d’inhibition de dpph plus fort.

Cette différence pourrait étre liée a une variation qualitative et quantitative des saponines
présentes dans les deux fractions. En effet, les saponines sont connues pour leur capacité a
interagir avec le cholestérol des membranes érythrocytaires, ce qui peut conduire a une
modification de leur perméabilité et, dans certains cas, a une hémolyse. Toutefois, cette
activité dépend fortement de la structure chimique des saponines, notamment de la nature de
I’aglycone, du nombre de chaines osidiques et de leur degré de substitution (Francis et
al.,2002).

1.7. Activité antimicrobienne des fractions d’A.articulata

L’activité antimicrobienne des fractions obtenues aprés chromatographie sur colonne a été
évaluée par la méthode de bioautographie sur couche mince vis-a-vis de différentes souches
microbiennes, a savoir Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus et Candida albicans.

La présence de taches d’inhibition sur les plaques chromatographiques indique 1’existence de
composés capables d’inhiber la croissance des microorganismes testés. Les valeurs du rapport

frontal ont été calculées afin de localiser les substances responsables de cette activité.

a.Activité contre Escherichia colis :

Photo 15: Observation de la culture Escherichia colis.
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Tableau 6: Activité des fractions contre Escherichia coli.

Fraction Activité observée Valeur(s) de Rf
F1 Oui 0,16 ;0,36 ; 0,66
F3 Oui 0,25

F4 Oui 0,069

F5 Oui 0,045

F6 Non —
F7 Non —
F8 Non —
F9 Non —

Les résultats obtenus montrent que les fractions F1, F3, F4 et F5 présentent une
activité antibactérienne contre Escherichia coli. La fraction F1 a révélé trois taches
d’inhibition trés petite caractérisées par des valeurs de Rf de 0,16 ; 0,36 et 0,66, tandis que les
fractions F3, F4 et F5 ont montré respectivement des valeurs de Rf de 0,25 ; 0,069 et 0,045,

Aucune activité n’a été observee pour les fractions F6, F7, F8 et F9.

L’activit¢ observée contre E. coli suggeére la présence de plusieurs composés
antimicrobiens au sein des fractions actives, notamment dans la fraction F1 qui présente

plusieurs taches d’inhibition.

b. Activité contre Candida albicans :

Photo 16: Observation de la culture Candida albicans
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Tableau 7: Activité des fractions contre Candida albicans.

Fraction Activité observée Valeur(s) de Rf
F1 Non —

F3 Oui 0,44

F4 Non —

F5 Non —

F6 Non —

F7 Non —

F8 Non —

F9 Non —

Une activité antifongique a été observée uniquement dans la fraction F3, caractérisée

par une valeur de Rf de 0,44. Aucune inhibition n’a été détectée dans les autres fractions.

La présence d’une petite zone d’inhibition au niveau de la fraction F3 suggere que cette
fraction contient un composé antifongique actif contre Candida albicans. Cette activité
pourrait étre liée a la présence de saponines capables d’interagir avec les stérols membranaires
des levures. Des observations similaires ont été rapportées par (Sparg et al. 2004), qui ont

démontré 1’activité antifongique de nombreuses saponines végétales.

c.Activité contre Staphylococcus aureus :

Photo 17: Observation de la culture Staphylococcus aureu.
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Tableau 8: Activité des fractions contre Staphylococcus aureus

Fraction Activité observée Valeur(s) de Rf
F1 Non —

F3 Oui 0,40 ; 0,83

F4 Oui 0,17

F5 Oui 0,09

F6 Oui 0,32

F7 Oui 0,28

F8 Oui 0,09

F9 Oui 0,45

Les fractions F3, F4, F5, F6, F7, F8 et F9 ont présenté une activité contre
Staphylococcus Aureus. Les valeurs de Rf observées varient entre 0,09 et 0,83, traduisant la
présence de plusieurs composés actifs répartis dans différentes fractions.Parmi les
microorganismes testés, Staphylococcus aureus apparait comme 1’une des souches les plus
sensibles. La présence de nombreuses zones d’inhibition mais trés petite, traduit une activité
antibactérienne des fractions étudiées. Cette sensibilité élevée des bactéries Gram positif est
souvent attribuée a la structure de leur paroi cellulaire, plus accessible aux molécules
bioactives. Des résultats similaires ont été rapportés par (Djeridane et al.,2006) lors de
I’étude de plantes médicinales algériennes présentant une activité antibactérienne importante

contre S. aureus.

d.Activité contre Klebsiella Pneumoniae :

Photo 18:Observation de la culture Klebsiella Pneumoniae.
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Tableau 9:Activité des fractions contre Klebsiella pneumoniae.

Fraction Activité observée Valeur(s) de Rf
F1 Oui 0,25 ; 0,80

F3 Non —

F4 Non —

F5 Oui 0,40

F6 Oui 0,10

F7 Non —

F8 Oui 0,49 ;0,53

F9 Oui 0,23;0,40

Les fractions F1, F5, F6, F8 et F9 ont montré une activité inhibitrice contre Klebsiella
Pneumoniae. Les fractions F1 et F8 ont présenté plusieurs taches d’inhibition, indiquant la

présence de plusieurs composes antimicrobiens.

L’activité observée contre K. pneumoniae met en évidence la capacité de certaines fractions a
agir contre une bactérie Gram négatif reconnue pour sa résistance a plusieurs agents
antimicrobiens. Ces résultats confirment le potentiel biologique des fractions isolées

d’A.articulata et rejoignent les observations rapportées par (Cowan ,1999).

e. Activité contre Bacillus cereus :

Photo 19: Observation de la culture Bacillus cereus.
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Tableau 10: Activité des fractions contre Bacillus cereus.

Fraction Activité observée Valeur(s) de Rf
F1 Oui 0,27

F3 Oui 0,06 ;0,44

F4 Oui 0,04

F5 Oui 0,44

F6 Oui 0,93

F7 Oui 0,42

F8 Non —

F9 Oui 0,08

Une activité antibactérienne a été observée dans la majorité des fractions étudiées. Les
fractions F1, F3, F4, F5, F6, F7 et F9 ont présenté des taches d’inhibition avec différentes
valeurs de Rf.

La forte sensibilité de Bacillus cereus observée dans cette étude pourrait étre liée a 1’action
des saponines sur la membrane cellulaire bactérienne. Les résultats obtenus sont comparables
a ceux rapportés par (Sparg et al.,2004), qui ont montré que les saponines possedent des

propriétés antimicrobiennes significatives contre plusieurs bactéries Gram positif.

f.Activité contre Pseudomonas aeruginosa :

Photo 20: Observation de la culture Pseudomonas aeruginosa.
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Tableau 11: Activité des fractions contre Pseudomonas aeruginosa.

Fraction Activité observée Valeur(s) de Rf
F1 Oui 0,17

F3 Non —
F4 Oui 0,46

F5 Oui 0,66

F6 Non —

F7 Oui 0,13

F8 Oui 0,20

F9 Oui 0,17

Les fractions F1, F4, F5, F7, F8 et F9 ont montré une activité inhibitrice contre

Pseudomonas aeruginosa, tandis qu’aucune activité n’a été observée dans les fractions F3 et

F6.

Malgré sa résistance naturelle & de nombreux agents antimicrobiens, Pseudomonas

aeruginosa a montré une sensibilité vis-a-vis de plusieurs fractions étudiees. Cette activité

suggere la

Présence de composés capables de franchir les barrieres membranaires caractéristiques de

cette bactérie. Des observations comparables ont été rapportées par (Cowan ,1999).

g.Activité contre Micrococcus luteus :

Tableau 12: Activité des fractions contre Micrococcus luteus.

Fraction Activité observee Valeur(s) de Rf
F1 Oui 0,042
F3 Oui 0,64
F4 Oui 0,23
F5 Non —
F6 Oui 0,27 ;0,40
F7 Oui 0,47
F8 Oui 0,27;0,79
F9 Oui 0,38 ; 0,64
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Les fractions F1, F3, F4, F6, F7, F8 et F9 ont présenté une activité contre Micrococcus

luteus, avec plusieurs valeurs de Rf indiquant la présence de différents composés actifs.

L’activité observée contre Micrococcus luteus confirme la richesse des fractions étudiées en
métabolites secondaires bioactifs. Cette activité pourrait étre attribuée principalement aux
saponines, connues pour leurs propriétés antimicrobiennes. Les résultats obtenus sont en

accord avec ceux rapportés par (Sparg et al.,2004).

Les résultats obtenus mettent en évidence le potentiel antimicrobien des fractions
isolées a partir d’A.articulata. Les fractions F3, F4 et F5 apparaissent parmi les plus actives
puisqu’elles ont montré une activité contre plusicurs microorganismes testés. La diversité des
valeurs de Rf observées suggére la présence de plusieurs composés bioactifs répartis dans les

différentes fractions.

L’activité antimicrobienne observée pourrait étre attribuée aux saponines, Selon
(Sparg et al.,2004), les saponines possédent une activité antimicrobienne importante grace a
leur capacité a interagir avec les membranes cellulaires. (Cowan ,1999) a également souligné
le potentiel des métabolites secondaires végétaux comme source de nouvelles molécules

antimicrobiennes.

Dans [D’ensemble, les résultats obtenus confirment le potentiel biologique
d’A.articulata et justifient la poursuite des travaux visant a isoler et identifier les composés

responsables de cette activité antimicrobienne.
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Conclusion

Les plantes médicinales resteront toujours une source finale de principes actifs
d’intérét thérapeutique. Face a la phobie des molécules de synthese chimique, leur utilisation
est en progression constante. La problématique soulevée dans ce travail s’inscrit dans ce souci
d’exploration et de criblage de nouvelles sources de biomolécules contenues dans des plantes
qui poussent a I’état sauvage dans nos contrées et faisant partie de la pharmacopee

traditionnelle de nos populations.

L’objectif principal de ce travail est I’extraction, la purification et I’isolement des saponines
de I’espéce végétale A. articulata. Il consiste également a évaluer le potentiel biologique de
ces composés en déterminant leurs activités antioxydant, anti hémolytique et antimicrobienne

a I’aide de différentes méthodes d’analyse.

L’évaluation de I’activité antioxydant in vitro a été établie par I’utilisation de test du piégeage
du radical libre DPPH (2.2 diphényl-1 picrylhdrasyl). Ce test a montré que les différentes
fractions de saponine, possedent un forte capacité antioxydante particulierement les 3 fraction
F3, F7, F6. Ces fractions contiennent une concentration plus élevée de composés bioactifs

capables de neutraliser les radicaux libres.

Dans un second volet de notre étude, nous avons évalué 1’activité anti-hémolytique des deux
fractions ayant présenté les meilleures activités antioxydants, en utilisant un modele
érythrocytaire. La sensibilité des globules rouges a été examinée a différentes concentrations
des fractions testées. Les résultats obtenus ont révélé de faibles taux d’hémolyse, compris
entre 0,02 % et 2,08 % pour la fraction F3 et entre 0,15 % et 5,99 % pour la fraction F7. Ces
valeurs témoignent d’une faible cytotoxicité vis-a-vis des érythrocytes et traduisent une bonne
préservation de I’intégrité de leur membrane dans les conditions expérimentales utilisées.
Ainsi, les deux fractions étudiées présentent une bonne biocompatibilité, ce qui renforce leur

intérét biologique en complément de leur activité antioxydant.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des fractions saponine d’A. articulata par
bioautographie sur CCM a mis en évidence une activité variable selon les microorganismes
testés. Bien que plusieurs fractions aient présenté des zones d’inhibition, celles-Ci étaient
généralement de tres faible taille, traduisant une activité antimicrobienne limitée dans les
conditions expérimentales utilisées. Les fractions F3, F4 et F5 se sont distinguées par leur
activité contre un plus grand nombre de souches microbiennes, avec une inhibition observée
sur cing souches différentes. La fraction F3 a notamment été la seule a montrer une activité

vis-a-vis de Candida albicans.
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Conclusion

Dans I’ensemble, les résultats obtenus indiquent la présence des fractions saponine dotés d’un
potentiel antimicrobien, mais d’intensité limitée. Bien que 1’activité observée soit faibles, les
fraction F3, F4, F5 apparaissent comme les plus prometteuses et pourraient faire 1’objet
d’investigation complémentaire, une purification des composés bioactif par chromatographie
sur couche mince préparative (CCM préparative) ou par d’autres technique
chromatographique permettrait d’isoler les les molécules responsables de ’activité observée.
Les composes purifier pourraient ensuite étre soumis & analyses structurales et a des essaies
biologique plus approfondis afin de mieux caractériser leur potentielle antimicrobien et leur

intérét pharmacologique.
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Résume :

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la plante médicinale algérienne A. articulata,
connue pour ses propriétés biologiques potentielles. L’objectif principal de cette étude était d’évaluer
les activités antioxydante, hémolytique et antimicrobienne de différentes fractions issues de cette
plante.

Dans un premier temps, un fractionnement des extraits a été réalisé par chromatographie sur colonne,
suivi d’une chromatographie sur couche mince (CCM), permettant d’obtenir neuf fractions distinctes.
L’activité antioxydante de ces fractions a ensuite été évaluée par le test au DPPH, exprimé en
pourcentage d’inhibition. Les résultats ont montré que les fractions 3 et 7 présentent les activités les
plus importantes, ce qui a conduit a leur sélection pour des analyses complémentaires.

Ces deux fractions ont ensuite fait I’objet d’une étude de leur activité hémolytique afin d’évaluer leur
éventuelle toxicité sur les membranes érythrocytaires. Enfin, une bioautographie sur CCM a été
réalisée afin de mettre en évidence une activité antimicrobienne vis-a-vis de certaines souches
microbiennes.

Les résultats obtenus mettent en évidence le potentiel biologique intéressant de A. articulata,
notamment son activité antioxydante et antimicrobienne, tout en apportant des éléments d’appréciation
de sa sécurité biologique.

Mots clés :

A. articulata, saponine, CC, CCM, Bioautoghraphie

Abstract :

This work is part of a broader effort to promote the use of the Algerian medicinal plant A. articulata,
known for its potential biological properties. The main objective of this study was to evaluate the
antioxidant, hemolytic, and antimicrobial activities of different fractions derived from this plant.
Initially, the extracts were fractionated by column chromatography, followed by thin-layer
chromatography (CCM), yielding nine distinct fractions. The antioxidant activity of these fractions
was then assessed using the DPPH assay, expressed as a percentage of inhibition. The results showed
that fractions 3 and 7 exhibited the highest activity, leading to their selection for further analysis.
These two fractions were then studied for their hemolytic activity to evaluate their potential toxicity to
erythrocyte membranes. Finally, a CCM bioautograph was performed to demonstrate antimicrobial
activity against certain microbial strains.

The results obtained highlight the interesting biological potential of A. articulata, particularly its
antioxidant and antimicrobial activity, while also providing information to assess its biosafety.

Keywords :
A. articulata, saponins, CC, CCM, bioautography.



