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Introduction Générale

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son

environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement, I'organisation
mondiale de la santé (OMS) estime qu'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)

En Afrique, 'utilisation des plantes médicinales est restée depuis des siécles le systéme de

santé le moins cher et par conséquent le plus accessible. Ces plantes contribuent de fagon
significative a la vie des populations rurales et a 1’équilibre sociétal en Afrique, particuliérement
parmi les franges de la société les plus démunies (Baker et al 1995, Mohmoodally., 2013). 1l est
a signaler gque certaines plantes médicinales sont extrémement efficaces, mais si dangereuses
qu’elles ne doivent étre administrées que par des connaisseurs de la médecine traditionnelle.
D’autre part, la perte des savoirs autochtones autour des plantes médicinales s’accélére du fait
des transformations socio-culturelles des sociétés, ainsi que de la disparition progressive des
personnes agées qui traditionnellement sont les gardiens de ces connaissances. Cette situation
rend nécessaire de valoriser les savoirs traditionnels des guérisseurs concernant 1’usage des
plantes médicinales et d’explorer davantage la possibilit¢ de les intégrer dans les systémes

médicaux modernes.

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une briilante actualité malgré son ancienneté.

Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’une

immense variété de molécules bioactives (Ferrari., 2002).

Dans ce contexte et dans le souci d’apporter des solutions concrétes a 1’utilisation des plantes

dans la pharmacopée traditionnelle, les études de fractionnement bioguidées consacrées a la
détermination des principes actifs des plantes médicinales ont deux intéréts principaux.

Le premier concerne la mise en évidence de nouveaux principes actifs pour le développement de
I’industrie de médicaments.

Le second objectif est li¢ a la validation des médecines traditionnelles auxquelles 80% de la
population africaine ont recours et ce, malgré les progres spectaculaires accomplis récemment

par la médecine moderne (Baker et al 1995, Mohmoodally., 2013).




Introduction Générale

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et
une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques (Ozenda., 1991). Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non
négligeable (15%) d’espéces endémiques (Ozenda., 1991), ce qui a donné a la pharmacopée

traditionnelle une richesse inestimable.

Dans cette perspective, ce travail de recherche est centré sur la recherche de substances
naturelles issues de la famille des Zygophylaceae. Cette derniére est connue par sa richesse en
divers métabolites secondaires tels que les triterpénoides, les saponosides et les flavonoides.
L’objectif principal de ce travail est ’extraction, et le fractionnement de des extraits organiques
de I’espece Fagonia microphylla Pomel
Le présent travail a donc pour but d’adopter ’approche scientifique pour 1’investigation
chimique de I’extrait butanolique des parties aériennes de 1’espéce Fagonia microphylla Pomel.
Cette étude chimique sera complétée par une évaluation de I’activité antiradicalaire.

Ce travail sera présenté comme suit :

% le premier chapitre traite des généralités sur la famille des Zygophylaceae et

du genre Fagonia

% Le deuxieme chapitre sera dédié a une synthese bibliographique qui permettra de décrire
les métabolites secondaires principaux dans ce genre : les flavonoides et les saponosides.

% Le troisiéme est un apercu sur les antioxydants.

% Le quatriéme chapitre évoquera nos travaux personnels.

% Le dernier chapitre sera consacré aux résultats obtenus dans notre étude et a leur

discussion.

A la lumiere des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront évoquees.
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l. Introduction

Il est généralement estimé qu’il ya environ 300.000 especes de plantes supérieures (Laurence

et al; 1951), cependant certaines rapportent le nombre a 250.000.

D’autre estiment que le nombre est aussi élevé que 500.000, cette disparité du nombre est
particulierement liée a la différence de philosophie systématique chez les botanistes et la grande
diversité des environnements et les foréts tropicales ou on peut rencontrer des especes nouvelles

de plante, continuellement.

Parmi ces 300.000espéces de plantes, environ 1% ; soit 3000 ont été utilises pour nourriture,

dont environ 150 ont été commercialement cultivées.

D’autre part, a peu prés 10.000 de ces plantes ont ét¢ documentées pour ['usage médicinales ;
elles sont beaucoup plus que celles utilises dans 1’alimentation, mais il est encore un tres faible

pourcentage de toutes les plantes supérieure (James et al; 2007).

Ces especes sont décrites et nommées suivant la nomenclature introduite en 1753 par Karl
Von Linné, elles sont regroupées dans 300 familles différentes (Roland; 2005).

La flore algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont
15% endémiques (Quezel et al; 1963), reste tres peu explorée sur le plan phytochimique ainsi

gue pharmacologique.

I.1.La famille de zygophyllaceae

Les plantes appartenant a cette famille, sont trés reconnaissables a 1’aspect de ses herbes,
arbustes, ou arbres, elles ont des feuilles stipulées, tres polymorphes.

Les fleures de 4 a 5 meéres, isolées ou inflorescences, la corolle, est également de 4a 5 meres, et

parfois nulle.

Généralement, ces plantes renferment 10 étamines, le plus souvent, a stipules unies, un ovaire

de 4 a 5 carpelles, a un ou plusieurs ovules par loge.
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Figure 1.1: plante de la famille de zygophyllaceae

Ses fruits sont en genéral, capsules, loculicides, ou septicides, se dissociant en coque, parfois

bacciforme, ou drupacés (Quezel et al; 1963).

I.1.1 Classification et Répartition géographique

Les Zygophyllaceae, dans la classification de Sheahan et Chase, constituent une famille
avec environ 285 especes, qui se subdivisent en cing sous-familles et 27 genres (Sheahan et al;
1996; Sheahan et al; 2000).

Les Zygophyllodeae, constituent la sous famille la plus large avec 180 espéces, regroupées en
quatre genres :

Fagonia (30 especes), Augea (monotypique), Tetraena (monotypique), et Zygophyllum (150
especes) (Sheahan et al; 1996 ; Takhtajan; 1996).

Elles sont largement distribuées dans les régions arides, semi-arides, les terrains salés, et les
paturages désertiques (Quezel et al; 1963; Sheahan et al; 2000), elle constitue plus de 3% de la

flore du désert dont plus du tiers est endémique (Smati, et al ; 2004).
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Figure 1.2: Répartition géographique de I'espece Zygophyllaceae (Betina-Bencharif., 2014).

1.1.2 Intérét biologique de la famille zygophylaceae

Les espéces de cette famille ont des propriétés thérapeutiques remarquables, nous allons citer

quelques espéces de tres grandes importances thérapeutiques dans le Tableau 1.1.
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Tableau 1.1 : Quelques propriétés biologique et métabolites secondaires de quelques espéces
de la de Zygophyllaceae.

La plante propriétés Métabolites secondaires
Traitement de diabete Quercetin 3-O-rutinoside
(Jaouhari et al., 2000) Isorhamnetin 3-O-
rutinoside

Isorhamnetin 3-O-glucoside
Isorhamnetin 3-O-
galactoside (Poey et al.,

1977).
Propriété Alcaloides, saponines,
terpénes, flavonoides,
anti bactérienne glycosides (Abdelkhalika,
Anti cancéreuse et al 2000).
Activité cytotoxique
Activité
Anti- inflammatoire
(Abdelkhalika et al 2000).
Traitement, de diabete et Alcaloides :
I’hypertension artérielle Harmaline
(Tahraoui et al., 2007) Harmine
Flavonoides :

acacetine-7-rhamnoside
(Berrougi et al., 2006).

Peganum harmala
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Larrea tridentata

Soigner I’acné et les
psoriasis et en méme temps
ont des effets cicatrisante,
antifongique et antiviral
(Whitford et al., 2001;
Brent ., 1999), elle a aussi
des activités analgésique,
anti- inflammatoires et anti-
oxydantes

(Kay., 1996; Abdou-Gazar
etal ., 2004).

Flavonoides :
Apigenine
Isokaempferide
(Abdou-Gazar et al.,
2004).

Lignane :

4,4> —dihydroxy-3,3’-
dimethoxylignane

3’, 4-dihydroxy-3.,4’-
dimethoxylignane
(Lambert et al ., 2005).

Traitement des diarrhées
(Maizaetal ., 1993) et du
diabete (Meng et al ., 2002)
.ls sont carminatifs,

anti septique, et stimulants

Harmine
Stigmasterol
B-sitostérol

acide decanoique
acide palmitique

(Atta et al ., 2004). carvone
a-terpineol
Zygophyllum album
Anti inflammatoire, Flavonoides :

Balanites aegyptiaca

antioxydants, anti
nociceptives (Speroni et al.,
2005), anti fongique (Bishnu
et al ; 2007), anti septique,
anti malaria, anti syphiliques
et anti virales (Duke., 1983;
Kokwano., 1976).

Quercetine-3-0O-glucoside
Quercetine 3-O-rutinoside
Isorhamnetin 3-O-glucoside
Isorhamnetin 3,7-
diglucoside

Isorhamnetin 3-O-
rutinoside
Isorhamnetine-3-O-
rhamnogalactoside
(Maksoud et al., 1988)
Riche en saponines (Liu et
al., 1982; Pettit et al
1991).

Bulnesia sarmientoi

Propriétés calmantes,
Activité antifongique
(Rodilla et al., 2011).

Triterpenes, sterols, tanins

{
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1.2 Le genre Fagonia

Fagonia est I'un des principaux genres de la famille Zygophylaceae avec 34 especes de plantes
du désert (Beier., 2003 ; Beier et al., 2004), est représenté par 17 especes dans la flore de Algérie
(Quezel et al., 1963).

1.2.1 Principaux métabolites secondaires du genre Fagonia

Une recherche bibliographique réalisée sur les espéces du genre Fagonia, montre qu'elles ont

fait I'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Celles-ci ont permis d'isoler un grand
nombre de métabolites secondaires. Les substances dominantes sont les flavonoides, alcaloides et
saponines.
A titre d’exemple L’espece Fagonia arabica s’est révélée extrémement riche en saponoside. En
effet, I’investigation chimique de I’extrait méthanolique des parties aérienne de I’espéce citée, a
permis d’isoler 13 saponosides triterpénique (EI-Wakil., 2007 ; Miyase et al., 1996 ; Shoeb et
al., 1994 ; Perrone et al., 2007).

z
2
0
gg
0
W

R, R, R R4
1 H H COOH Glc
2 H Glc COOH Glc
3 SO;zH H CH,OH H
4 SO3zH H CH,OH Glc
5 H H CHj; Glc
6 H Glc CH; H
7 H Gle CH; Glc
8 Xyl Glc CH3; H
9 Xyl Glc CH; Glc
10 Glc Glc CH3 Glc
11 Glc Ara CH3 Glc
12 Gle Gle CH,OH Glc
13 Xyl Gle CH,OH Glc

1.2.2Utilisation en médecine traditionnelle

La phytothérapie est une médecine qui utilise des plantes - ou la seule "partie active"- ayant
des proprietés thérapeutiques. Elles sont regroupées dans la catégorie des plantes médicinales.
L’utilisation thérapeutique des plantes et surtout leur choix ne se trouvent pas dans leur origine
systématique, mais bien dans les découvertes fortuites de leurs propriétes thérapeutiques de fagon

empirique au cours des siecles. Ce qui a permis a I’humanit¢ d’accumuler d’importantes
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connaissances sur les plantes médicinales et de transmettre leurs vertus de génération a
génération.

Beaucoup d’espéces du genre Fagonia ont des propriétés thérapeutiques remarquables, et sont
utilisés dans la médecine traditionnelle, pour leur activité anti - inflammatoire, analgésique et
effets anti- pyrétiques, des effets thrombolytiques et activité antioxydante (Chopra et al, 1982;
Saeed Asif et al., 2003 ; Kasture et al. 2014). lls sont également utilisés comme remedes
populaires pour le traitement de diverses lésions cutanées et les troubles digestifs (Chopra et al.,
1982).

1.3 Fagonia microphylla

1.3.1Description botanique

D’aprés Quezel et Santa Fagonia microphylla est une Espéce endémique saharienne du
Sahara septentrional se trouve beaucoup plus dans: Touggourt, Mzab, Sud-tunisien, Sud-
marocain. De 20 a 40 cm de hauteur. Cette espéce est fréle a port dressé et Toute la plante

agglutine le sable.

Il existe deux variétés : la forme typique a des rameaux étalés, la variété fruticans a des rameaux
nombreux et dressés, les feuilles ont des pétioles trés longs. Plante a stipule plus courtes que les
pétioles, feuilles avec un long pétiole au bout duquel se trouvent trois folioles tres petit terminés
par une pointe. Le pétiole et ses folioles forment une croix et leurs fleurs sont voilettes (Album

Sahara nature plante).

Figure 1.3: plante du genre Fagonia microphylla (Album Sahara nature plante)
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Figure 1.4 : fleurs de la plante Fagonia microphylla (Album Sahara nature plante)

1.3.2 Classification et place dans la systéematique botanique (Pareek, A et al,
2012):

|

N
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1.3.3 Utilisation en médecine traditionnelle

On ne connait pas d’usage en médecine traditionnelle de Fagonia microphylla.

1.3.4 Travaux antérieurs sur I’espéce Fagonia microphylla

Fagonia microphylla n’a fait I’objet d’aucune étude phytochimique ni biologique, a notre
connaissance.

JEE
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1. 1 Définition

Les polyphénols, également dénommeés composés phénoliques, forment un trés vaste
ensemble de substances naturelles aux structures extrémement variées. L’¢élément structural de
base qui les caractérise est la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel sont directement
liés un ou plusieurs groupes hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,

ester ou encore hétéroside) (Bruneton., 2009).

A T’heure actuelle, plus de 10000 composés naturels satisfaisant a ces critéres ont été isolés et
identifiés (Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en
différentes familles : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides, tanins, quinones, acides
phénoliques, xanthones, stilbénes...... etc (Hennebelle et al., 2004). Ces structures sont des
monomeres, des polymeéres ou des composés complexes dont la masse moléculaire peut atteindre
9000 uma (Harbone., 1993). Ces métabolites secondaires sont synthétisés par les plantes pendant
leur développement, mais aussi comme réponse aux conditions de stress tels que les infections, les

blessures, les radiations UV ....etc (Bruneton., 2009 ; Scapagnini et al ., 2004).

11.1.2 Les Flavonoides

Le terme « flavonoide » désigne une treés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en
partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. La classe des
flavonoides est 1’'une des plus abondantes, et a ce jour, plus de 6500 structures naturelles ont été
isolées et caractérisées, repartie en 12 squelettes de base. Ce groupe de composés est défini par
une structure générale en C15 caractérisée par un enchainement C6-C3-C6 (1,3-
diphénylpropane); les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques

Notes A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (Figure 11.1) (Rijke et al.,
2006).
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11.1.2.1Structures chimiques et classification

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité
structurale selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central lequel peux étre ouvert et
recyclisé en un motif furanique (dihydrofuranone). Les plus importants sont donnés ci-aprés
(Figure 11. 2) (Luthar, Z ; 1992): flavones , flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols,

Anthocyane, chalcones, aurones, isoflavones, ptérocarpanes, coumestanes, roténoides,... etc.

Anthocyane Flavone Flavonol Flavanone

= ""|- r:?-.-\'"” ’[?/1. __.-"_""J
-3 . A de e, - ) o A L
f-fiihh-ﬂlmﬁﬁh'f.ﬁhlf'i |-|' i £y -|-r g N n“-\.._\_\__ iy, r%'__.-:"\l/ o
e L § )
._H.H_._F___._-.'.'-.H.H_._;._-:.a = Jr; 'l.-l'l 0 &%g

Dihydroflavonol Flavane Flavan-3-ol Flavan-3,4-diol
= H| f‘i“ ,C‘R T
i-f'ﬁ‘*-'q-ze-"'l:'“*- ey ,-*”‘E;,_.-*nm e e .-Pn'm.-f i ;-"&’*t.u-"o‘“ﬂ::.-""
T e lm.,gf’“mh,,j R T
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Chalcon Dihydrochalcone Aurone
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e o ~ [ [ [’:j--.\? "\-\:-""-F

Figure 11.2 : Principaux types de flavonoides
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11.1.2.2 Biosynthése des flavonoides

Au plan biosynthétique, les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune, ils
résultent de la condensation de 3 unités de malonyl-CoA en formant le noyau A, et d'un acide
cinnamique activé qui sera a l'origine du noyau B et de la chaine propanique. Cette condensation
est catalysée par la chalcone synthétase (CHS), enzyme-clé dans la formation des flavonoides,

qui conduit a un précurseur appelé la chalcone (Figure 11.3).

5 o @ OH
HO OH
HO + CHS @
— |
CoAS 0 CoAS
OH O

chalcone

L

Figure 11.3: Formation de la chalcone

La chalcone néoformée donne une 2S-flavanone (la naringénine), par une transformation
stéréospécifique catalysée par une chalconeisomérase (CHI). La naringénine est au centre de la
synthése de différentes classes de flavonoides par I’action d’enzymes diverses (Figure 11.4). Les
flavonesynthases (FSI) introduisent une double liaison en 2,3 pour donner une flavone. La
flavanone-3-hydroxylase (F3H) catalyse 1’hydroxylation en position 3 d’une 2S-flavanone pour
donner un (2R, 3R)-dihydroflavonol. Le dihydroflavonol peut ensuite étre transformé en flavonol
par la flavonol-synthase (FLS), ou bien en leucoanthocyanidine par le dihydroflavonol réductase
(DFR). L’anthocyanidine synthase (ANS) conduit ensuite a I’anthocyanidine qui va, a son tour,
étre glycosylée par la glycosyltransferase (GT) formant une anthocyane, la pélargonidine-3-O-
glucoside. La catéchine est formée par action de DFR sur la leucoanthocyanidine (Winkel-
Shirley, B ; 2001).
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chalcone

CHI
0
0 _.n*“‘@/

FiH
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HO
—_—
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naringénine dihydroflavenol
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H

flavone

H H
anthocyanidine leucoanthocyanidine flavonol

DFER

anthocyanine catechine

(pelargonidine)

Figure 11.4: Schéma conduisant aux différentes classes de flavonoides.
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11.1.2.3 Propriétés et intérét thérapeutiques des Flavonoides
Les flavonoides sont des composants naturels hautement actifs. Plusieurs études ont déemontré

une large gamme des effets biochimiques et pharmacologiques de ces molécules. (Milane., 2004)
» Effets antioxydants

Les flavonoides possedent wune structure chimique aromatique permettant une
délocalisation électronique importante et donc une bonne stabilisation de leurs formes
radicalaires. C’est pourquoi les propriétés antioxydants des flavonoides sont trés souvent
exprimées en termes de potentiel anti radicalaire. (Hadj Salem., 2009) sont des piégeurs efficaces
des radicaux libres les plus pro oxydants, particulierement impliqués dans la peroxydation
lipidique. (Puppo., 1992) L’activit¢ du piégeage des radicaux libres est I’un des mécanismes
importants de I’activité antioxydant, ce mécanisme est li¢ a leur structure et de I’arrangement des
groupements hydroxyles. (Sokol-Letowska., et al., 2007)

Des études faites sur la capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres ont montré que
les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres suivants :
e La structure ortho dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui conféere la stabilité

au radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.

e Ladouble liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo
e La présence du groupe 30H en combinaison avec la double liaison C2-C3.

Atitre d’exemple, la quercétine satisfait a tous ces critéres et par conséquent, elle est le composé

le plus actif de la famille des flavonoides (Figure 11.5) (Marfak., 2003)

Figure 11.5: Eléments essentiels pour I’activité anti-oxydante des flavonoides.
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La propriété anti radicalaire des flavonoides (Flav-OH) est dirigée principalement vers le radical
hydroxyle (HO-) et I’anion superoxyde (O2e-) aussi les radicaux peroxyl et alkoxyl par transfert
d’hydrogene. (Saija et al., 1995)

De plus, ils ont une activité chélatrice des métaux tels que cuivre et fer, qui, a 1’état libre,
peuvent étre a 1’origine de la production de radicaux libres par les réactions de Fenton d’Haber-
Weiss. (Puppo., 1992)

Les flavonoides sont aussi capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du
O2e- et d’autres especes réactives oxygénées, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C,
la cyclooxygenase, lipooxygenase, monooxygenase microsomal, et la glutathion S- Transferase.
Les flavonoides ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase
mitochondriale et la NADH oxydase. (Pietta., 2000; Densiov et al., 2005)

= Activité antimicrobienne des flavonoides

L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par de
nombreuse études. Cette activité est due principalement a la capacité de ces molécules a inhiber
I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des

microorganismes (Ulanowska et al; 2006).
= Activité antibactérienne des flavonoides

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et tres diversifiée. En effet, ils

s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le microorganisme
et I’écosysteme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de
différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et al ; 2004), Escherichia coli
(Ulanowska et al; 2006) Enterococcus feacalis, Enterobacter cloaceae, Heliotropium sinuatum,
Proteus mirabilis ... (Didrak., 1999, Modak., 2001; Okigbo et al., 2005).
Chague composé agit spécifiguement sur un ou plusieurs germes. Exemple : sur plusieurs
bactéries testées 1’apigénine n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus aureus,
toutes les autres ont été fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la galangine n’a donné une
activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes se sont averés resistants
contre cette molécule (Basile et al., 1999 ; Cushnie et al., 2003 ; Martini et al., 2004).
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Aussi dans certains travaux, il a été cité que les flavonoides extraits avec du méthanol 95 %
étaient actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du méthanol 60 % de la méme
plante ne I’étaient pas, comme c’était le cas des flavonoides de Linum capitatum contre

Staphylococcus aureus (Slavica et al., 2004).

La diffusion radiale souvent demeure utilisée pour mettre en ¢évidence [activité
antimicrobienne in vitro, méme si la mesure par le biais de cette méthode est parfois difficile a
cause des zones diffusionnelles (llic et al., 2004). Bien que le mécanisme d’action des flavonoides
sur les microorganismes demeure encore imprécis, certaines études ont commencé a donner un
début d’explication de leur activité antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme
celui de la quercétine censée agir sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli (Dadi et al., 2009).

En effet, selon les travaux de Dadi et ses collaborateurs, la quercétine serait capable d’inhiber
la gyrase bactérienne par deux mécanismes :

e Elle se fixe sur ’ADN au niveau des sites d’insertion de I’enzyme bloquant ainsi son

activité.

e Elle bloque le site de fixation de ’ATP se trouvant sur ’ADN gyrase. Dans les deux cas
I’action du flavonoide se manifeste par le clivage de I’ADN bactérien, désormais incapable

de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon fonctionnement.

= Activite antifongique des flavonoides

Aussi, comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique tres
puissante. L’une des études les plus importantes sur cette activité était celle de Ortuno et ses
collaborateurs (2006), qui ont démontré 1’activité des flavanones glycosides et des
polymethoxyflavones extraites de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium digitatum.
En effet, la naringinine, 1’hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine extraites de
ces deux especes de Cirtus servent a protéger ces derniéres contre les attaques de Penicillium
digitatum (Ortuno et al., 2006).

Batawita et ses collaborateurs (2002), dans leur étude sur les flavonoides de Conyza aegyptica
L., ont aussi démontré que ces molécules avaient une action fongicide et fongistatique sur

différents agents de mycoses : Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
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mentagrophytes et Candida zeylanoides. D’autres flavonoides extraits de Tibouchina grandifolia
ont montré une forte activité antifongique contre différents types de moisissures (Kuster et al.,
2009).

Néanmoins, les études portées sur D’activité antifongique des flavonoides restent encore

insuffisantes du fait de la grande hétérogénéité des moisissures et des levures.

= Activité antivirale des flavonoides

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le
rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus
d’influenza, le virus de I’herpes (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A (A/WS/33)
(Spedding et al., 1989 ; Choi et al ., 2009).

Certains chercheurs (Spedding et al., 1989). Ont d’abord suggéré que ces polyphénols agissaient
comme inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de I’agent viral et de I’ADN et
I’ARN polymérases de la cellule hote ; bloquant ainsi tout le processus infectieux. D’autres
travaux plus récents ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient plus exactement la
synthése de I’ARNm viral (Choi et al., 2009). Ceci, impliquait que les flavonoides
n’intervenaient pas dans 1’absorption des agents viraux, mais plutét a un stade plus avancé

impliqué dans la réplication virale.
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11.2 Les Saponosides

11.2.1 Définition

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires, abondamment
trouvés dans certaines familles du régne vegétal (Sparg et al., 2004). Leur nom provient du
latin sapo signifiant "savon™ en raison de leurs propriétés a former des solutions moussantes en
présence d'eau (Dewick., 2002) Ce sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, qui se
composent d’une partie lipophile I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique
(Figurell.6). Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs

molécules expligue leur comportement moussant en solution aqueuse.

Saponine

Sucre
Aglycone Hexoses

Pentoses

Stéroide Triterpénoide

o J

Figure 11.6: composition des saponines



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

11.2.2Structure chimique des saponosides

Au niveau structural, les saponines sont classées en deux groupes en fonction de la nature de

leur génine pouvant étre de type stéroidique ou triterpénique (Bruneton., 1999).
= Saponosides a génines stéroidiques

IIs sont presque exclusivement présents chez les angiospermes monocotylédones et possedent
un squelette de 27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles. Ce sont des dérivés
du noyau furostane et spirostane. Ces saponosides ont généralement un hydroxyle en position 3.

Ce dernier est le plus souvent substitué par une chaine osidique. (Figure 11.7).

Spirostane Furostane

Figure I1.7: Principaux squelettes stéroidiques.
= Saponosides a génines triterpeniques

IIs constituent la majorité des sapogénines des angiospermes dicotylédones (Sparg et al.,
2004), et possédent un squelette de 30 atomes de carbone qui comporte habituellement cing cycles
(Tableau 11.1). Ce sont des dérivés du noyau oléanane, ursane, lupane, friedelane, hopane

(pentacycle), ou parfois du noyau dammarane, cucurbitane, lanostane et cycloartane (tétracycle)
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Tableau I1.1: Principaux squelettes triterpéniques

Dammarane (1) Curcurbitane (2) Lanostane (3)

= | _essucres

Les unités saccharides qui constituent les saponines sont communes: D-glucose, D- galactose,
L-arabinose, L-rhamnose, D-xylose, D-fucose et acide D-glucuronique (Figure 11.8). La partie
sucre de la molécule peut compter jusqu'a 11 oses liés a la génine par une liaison de type acétal.
Habituellement, la liaison glycosidique s'effectue entre une seule section saccharidique et le
groupement hydroxyle en position 3 de la génine, les saponosides sont dits dans ce cas
monodesmosidiques (glycyrrhizine). Toutefois, lorsque la génine est Substituée par deux
chaines osidiques, en positions 3 et 28 on parle de saponosides bidesmosidiques (Bruneton.,
1999).
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Figure 11.8: Différents squelettes des oses

11.2.3 Biosynthése des saponosides

La grande diversité structurale des saponines peut étre expliquée par leurs origines

biosynthétiques variées. En effet, a partir de I'oxydosqualéne a 30 carbones, la biosynthése des

génines triterpéniques et stéroidiques est effectuée selon diverses voies métaboliques suivie de

I'assemblage des différentes sections osidiques par des enzymes telles que les glycosyltransférases

et les glycosidases (Haralampidis et al., 2002 ; Hostettman; 1995).

Par la suite, des modifications subséquentes peuvent avoir lieu sur la saponine dont, entre

autres, des oxydations, réarrangements, méthylations et estérifications, ce qui augmente d'autant

plus la possibilité de variations structurales a I'intérieur de cette classe de produits naturels.
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11.2.4 Propriétés biologiques des saponosides

Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, les saponines ont été intensivement
étudiées au cours des dernieres annees. La communauté scientifique a démontré un intérét marqué
envers cette classe de métabolites secondaires afin d'accélérer le processus lie a leur développement
biopharmaceutique. En effet, les saponines a génines stéroidiques et triterpéniques exercent des
activités biologiques trés variées telles que :

= Hémolytique

Depuis longtemps, les saponines sont réputées pour leur capacité a induire la formation de pores
au travers des membranes cellulaires et ainsi entrainer I'némolyse des globules rouges (érythrocytes).
(Seeman et al., 1973, Vincken et al., 2007).

= Molluscicide
Depuis quelques années cette activité retient [’attention de plusieurs chercheurs vus son

importance dans le domaine de 1’agriculture. Les saponines triterpénoides a squelette hédéragénine
isolées de Sapindus mukorossi Gaertn (Sapindaceae) ont des effets molluscicides contre I'escargot du
pommier (Pomacea canaliculata) qui est devenu I'un des principaux parasites du riz et d'autres

récoltes aquatiques. (Huang et al., 2003).
= Anti-inflammatoire

Plusieurs saponines sont reconnues pour leurs effets anti-inflammatoires. Les balanines
(balanitine-1 B1, balanitine-2 B2) isolées des écorces de tronc de Balanites aegyptiaca (L.) Delile
(Zygophyllaceae) sont des exemples de saponines stéroidiques a propriétés anti-inflammatoires et
antalgiques. (Speroni et al., 2005).

= Cytotoxique et anti-tumorale

De nombreuses études ont mis en évidence le caractére fortement cytotoxique, voir méme
antitumoral, de plusieurs saponines on y trouve :
La saponine stéroidique, la dioscine, isolée d'un grand nombre de Iégumes et plantes de la medecine
traditionnelle orientale exerce une activité antitumorale ainsi qu’un vaste spectre d'activités

biologiques (antivirale, antifongique et anti-inflammatoire) (Yu et al., 2002).
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Figure I1. 9: Structure de la dioscine

= Anti-oxydante
L’a-hédérine, 1’hédérasaponine C, 1I’hédéracolchisides E et F présentent une forte activité anti-

oxydante (Gulcin et al., 2004).

Hédérasaponine C E=H: Hedéracolchiside E
R =0H: Hedéracolchiside F

Figure 11.10 : Schéma de 1’hédérasaponine C et I’hédéracolchisides E et F
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Chapitre 111 Activité anti oxydante

I11.1 Introduction :

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en permanence
et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes
de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances
normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas,
que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux
(Figure 111.1), I'excés de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier., 2003).

Chaque individu ne posséde pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes alimentaires,
son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou I’environnement dans lequel il vit (Diallo.,
2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible moléculaire, de la

séverité de I'effort et du mécanisme par lequel I'effort oxydant est imposé (Aruoma., 1999).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’'ERO Manque d’ERO

~Ee—— e—e—

Antioxydants

>

APX/GR / Glutathion
Radical hydroxyle Catalase > Ascorbate
o - X
Anion superoxyde POX / PR’; Carotenoides
sSOD

Peroxyde d'hydrogene
Ear— ¢ R —

Oxygene singulet

Figure 111 .1 : Schématisation de la balance entre les especes réactives

oxygenées(ROS) et les antioxydants (Pourrut, 2008).
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I11.2 Radicaux libres biologiques

Qu’es ce qu’un radicaux libre ?

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables pour
apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un oxydant), soit
en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette premiére réaction conduit généralement a
la formation en chaine de nouveaux radicaux ; ceci explique que la production d’un premier
radical libre puisse causer d’importantes 1ésions dans une cellule (Haton., 2005), I'ensemble des
radicaux libres et de leurs, précurseurs est souvent appelé espéces réactives de I'oxygene (ROS)
(Favier., 2003).

IIs peuvent étre dérivés de I’oxygeéne (ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (ERN) (Gueye;
2007). La présence d’un électron célibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité

(demi-vie courte) (Gueye., 2007; Boubekri., 2014).

Les ROS sont capables de provoquer des dommages oxydatifs a I’ADN ainsi qu’aux protéines
et lipides de la cellule. Ce sont ces dommages qui sont consideres comme étant a 1’ origine du
vieillissement et des nombreuses pathologies qui lui sont associées (Yves Le Drean., 2012).

Les plus communs sont I’anion superoxyde (O2°), le peroxyde d’hydrogéne (H20>) et les radicaux
hydroxyles(OH) (Yves Le Drean., 2012; Thbabhriti et al ; 2014).

L’appellation < Dérivés réactifs de I’oxygeéne > n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres
proprement dit [radical superoxyde (O2"), radical hydroxyl (OH. ), monoxyde d’azote (NO.).......
],, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante
[peroxyde d’hydrogene (H202), peroxynitrite (ONOO-)] (Boumaza., 2009).
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Figure 111.2 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de

I’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).

111.3 L’activité anti-radicalaire :

Qu’est ce que qu’un antioxydant

Les antioxydants sont capables de stopper ou de retarder ces réactions en chaine en se

réduisant avec les radicaux libres et en inhibant ainsi leur action.

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche I’oxydation d’autres substances
chimiques. 1l est défini par Halliwell (Halliwell., 1999) comme « toute substance qui, en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit I’oxydation de
ce substrat » (Pastre; 2005). C’est une molécule qui est capable de neutraliser les formes actives
de I'oxygéne et permet de maintenir au niveau de la cellule et de I'organisme des niveaux non

cytotoxiques de radicaux libres.

L'organisme est détermine d’un ensemble de systemes de défenses antioxydants trés efficaces afin
de diminuer la concentration des espéces oxydants dans 1’organisme. Les antioxydants sont des

systemes enzymatiques ou non-enzymatiques (Figure 111.3) (Mates et al., 1999).
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Figure 111.3 : Pyramide des systemes de défenses antioxydants.
111.3.1 Antioxydants enzymatiques

Les enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et glutathion peroxydase

sont a I’avant-garde dans la lutte contre les attaques oxydatives (Negre-Salvayre., 2005).

111.3.2 Antioxydants non enzymatiques (naturels)

e Lavitamine E

e Acide ascorbique (vitamine C)
e Caroténoides

e Les catéchines

e Les composes phénoliques et I’activité antiradicalaire

Les flavonoides constituent le groupe le plus important de substances naturelles
polyphénoliques de notre alimentation. Ce sont des composés ubiquistes que I’on retrouve dans les
plantes (thé, raisin, cacao, blé, orge, mais, fruits etlégumes...). Ils attirent 1’attention depuis
quelques années a cause de leurs proprietés antioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des
radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde
et peroxyl. Ils sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices. (Justine., 2005).
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I11.5 Le teste antioxydant par la méthode DPPH

Le pouvoir antioxydant de nos extrait a été testé par la méthode de blois (Zhu et al., 2002).
Méthode au DPPH  (Leitao et al., 2002 ; Chen et al., 2004). Avec quelque modification ce
radical libre stable (Figure 111.4) posséde une coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit, la
coloration devient jaune pale. Et pour avoir une solution de DPPH on prend 0.2g de DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) est solubilisé dans 100 ml du méthanol absolu.
e O
: / "

O3N N—N 0 N—N

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (nonradicalair)

Figure 111.4 : La forme libre et réduite du DPPH (Molyneux., 2004).

N
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Matériel végétale

Les parties aériennes de Fagonia microphylla Pomel ont été récoltées dans une station a
quelques kilometres de Ghardaia. L’espece a été identifiée par le Professeur Gérard De Belair

(Université d'Annaba).

Procédé d’extraction

IV.1.1.1Extraction par macération

Les parties aériennes de la plante Fagonia microphylla. Séchées puis broyées ont donné une
quantité de 1 Kg de poudre. Cette derniére a subi une macération dans un mélange hydro-
alcoolique (Méthanol/Eau : 80 : 20 : v/v) a température ambiante pendant 24 h (Figure VI.1).
Cette opération est répétées 3 fois avec renouvellement du solvant durant 24 a 48 heures, a
chaque fois les trois solutions hydroalcooliques récupérées sont réunies et concentrées.

La solution hydroalcoolique obtenue aprés filtration est évaporée a sec a 1’aide d’un

évaporateur rotatif (Figure VI1.2)

Figure 1V. 1: Macération a froid dans un melange

MeOH/H20 (80 :20 ; v/v) (3%24 h).
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Figure 1V. 2: Evaporation des solutions hydroalcooliques.

Extraction liquide-liquide
= Epuisement:

Apreés filtration et concentration, les extraits hydro-méhanolique ont été soumis a une

extraction liquide-liquide utilisant des solvants a polarité croissante qui sont les suivants :

v Epuisement par le chloroforme.
v Epuisement par I’Acétated’éthyle.

v" Epuisement par le n-butanol.
Les phases obtenus ont été évaporés a sec, ce qui a conduit a la récupération de 15 g d’extrait
chloroformique, 5,4 g d’extrait acétate d’éthyle et 30 g d’extrait n-butanolique.

La Figure 1V.4 montre les différentes étapes d’extraction de I’espéce Fagonia microphylla
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Matiére végétale pulvérisée m = 1kg.

Macération dans un mélange
MeOH/H,0 (80 :20 ; v/v) (3x24 h)

e .
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Concentration
y X
Résidu sec
/ 0
y N Dilution avec d’eau

Solution aqueuse

Epuisement par CHCI3 (3x300 ml)

A
Phase aqueuse

Solution du CHCIs
Epuisement par AcOEt (3x300 ml)
Décantation Evaporation a sec
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A T TN

. Extrait CHCls m=15¢g
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: . Epuisement par le n-BuOH (3 x 300 ml)
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A A
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Figure 1V. 4: Différente étapes de I’extraction des parties aériennes du Fagonia microphylla.

(.
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IV.2. Méthode d’analyse phytochimique
1VV.2.1Methodes chromatographiques

Chromatographie sur couche mince (CCM)
Le criblage phytochimique a été realisé sur des chromatoplaques (silica gel 60 F254, support en
aluminium, Merck). Differents systemes de solvants ont été utilisés en qualité de développants:
(Héxane- d’AcOEt 80 :20 v/v) pour 1’extrait chloroformique et (CHClz- MeOH- H,O 70 :30 : 5
v /v/v), pour I’extrait acétate d’éthyle, butanolique et méthanolique. Les plaques sont visualisées
sous lumiere UV (254 et 365 nm) puis et selon le type de métabolites secondaires a identifier,
deux réactifs spécifiques ont été utilisés: le réactif de Dragendorff pour les alcaloides et le réactif
polyvalent de 1’acide sulfurique et acide acétique, pour le reste des classes des métabolites

secondaires.

Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique est utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de I’extrait brut. Elle est
rapide et a I’avantage de consommer moins de solvants que les méthodes chromatographiques
classiques. La rapidité de cette méthode évite les phénomenes d’isomérisations observées souvent
dans le cas de la chromatographie sur colonne. La silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (40-63

um), est mise dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté n° 3.

* Fractionnement de I’extrait butanolique

Pour faciliter I’acces aux composés purs, nous avons choisi de réaliser un fractionnement de
I’extrait butanolique en utilisant une technique chromatographique particulicre :

La chromatographie liquide sous vide (VLC) utilisant comme phase stationnaire le gel de silice
greffé en C-18 et un mélange eau/méthanol a différents gradients (70 /30 ,60/40, 40/60, 20/80,
0/100) comme phase mobile. Des fractions de 300 ml (*3) sont recueillies pour chaque mélange

séparément dans des flacons.
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Figure 1V.5: chromatographie liquide sous vide (VLC)

Les différent solutions obtenues sont évaporés a 1’aide d’un évaporateur rotatif qui permet
d’éliminé le solvant sous vide, puis reprises par quelle que gouttes du méthanol, les extrait
obtenus sont ensuite stockés a une température ambiante jusqu’a leur utilisation pour le diagnostic

chromatographique.

Figure 1V.6 : Evaporation des fractions obtenues par VLC
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Figure IV.7 : Phases récupérées du Fagonia microphylla.

Le suivi de la VLC est analysé par chromatographie sur couche mince qui est effectuées avec des
plaques de Silica gel 60 F2s4 sur feuille d’aluminium (Merck) dans le systéme 70:30: 5 (CHClz :
MeOH : H0). Apres développement dans des cuves en verre, les plaques sont observees a la
lumiere et sous lampe UV a 254 et 365 nm. Nous avons également utilise des plaques de silice
RP-18 prétes a I’emploi a support en aluminium (Merck). Le systéme de solvant utilisé est
constitue de mélanges méthanol/eau.

Le révélateur utilisé est un mélange d’acides (acide sulfurique 25 % et acide acétique 25%) et de

I’eau 50 %.

Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

L’analyse par chromatographie liquide haute performance (CLHP) est effectuée a 1’aide d’un
appareillage du laboratoire de pharmacognosie, Institut de Chimie Moléculaire de Reims ICMR
(France) constituée d’une chaine chromatographique Dionex, pilotée par le logiciel Chromeleon
version 6.01. La chaine est équipée d’une pompe P580 A quaternaire avec dégazeur intégré, d’un
passeur d’échantillon ASI 100, d’un détecteur UV-visible a barrette de diodes UVD 170S/340S et
d’une colonne thermostatée par un four STH 585. La colonne Interchrom employée est UP 5
ODB.25M 250 x 10 mm.
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Criblage « screening » phytochimique par réactions colorées

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques contenus
dans un organe végétal. Ce sont des reactions physicochimiques qui permettent d'identifier la
présence de substances chimiques.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les terpenes, les alcaloides...

etc.

1. Mise en évidence des polyphénols :

1 Le test de chlorure deferrique

Dans des tubes a essai, nous avons introduit 2.5 ml de chacun des extraits puis 0.5 ml de la
solution aqueuse de FeClsa 1%. La présence de composés phénoliques provoque la formation de

complexes de couleur bleue ou violette.

2. Mise en évidence des flavonoides :

= Réaction de la cyanidine

Un volume de 1 ml de HCl et 1 ml de I’eau distillée et puis 1 ou 2 rognure de Mg sont ajoutées a
quelques ml de solution d’extrait dans un tube a essai. La présence de coloration rose orange
(flavones) ou rose violacé (flavonones) ou rouge cerise (flavonols) dans la couche surnageant du

mélange indique la présence d’un flavonoide libre.

3. Mise en évidence des tanins

= Reévélation par le réactif de Stiasny

La présence des tanins, nous avons utilisé le réactif de Stiasny (10 ml de formaldehyde + 5

ml d’acide chlorhydrique concentré) dont le principe est le suivant :

A 10 ml de chaque extrait nous avons ajouté 5 ml de réactif de Stiasny. La présence d’un

précipité rouge confirmant la présence des tanins dans le milieu.
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4. Mise en évidence des saponines

7 Indice mousse
La caractérisation des saponosides est basée sur I’apparition des mousses apres agitation des
extraits. L’indice de mousse donc (IM) est la technique la plus abondant pour la confirmation de
la présence des saponines.
Dans une série de 6 tubes a essai, sont introduits successivement 1 a 6 ml de chaque extrait, tous
les tubes sont complétés a 10 ml avec de I’cau distillée selon (Tableau IV.1) et agités

vigoureusement dans le sens de la longueur pendant une minute.

Tableau 1V.1 : Gamme de dilutions décroissante de 1’extrait butanolique pour la mesure

de I’indice de mousse

Numéro de tube 1 2 3 4 5 6
Extrait n-BuOH 1% (ml) 1 2 3 4 5 6
Eau distillé (ml) 9 8 7 6 5 4

Apres agitation pendant une minute d’un tube a essai contenant quelques millilitres d’extrait

aqueux il se forme une mousse persistante en présence des saponines.

La mesure de I’hauteur de la mousse permet de calculer I’Indice de mousse (IM) :
IM =inverse C xD

C : Concentration initiale de 1’extrait

D : Dilution dans le tube ou la mousse >1

5. Mise en évidence des triterpénes :

= La reaction de Lieberman-Burchard
La mise en évidence des triterpénes est fondée sur la réaction de Lieberman-Burchard.
Les extraits chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique sont additionné chacun de 0.5 ml
d’anhydride acétique puis de 0.5ml de chloroforme, aprés dissolution, les solutions sont

transférées dans des tubes a essai aux quels sont ajoutés 1ml d’acide sulfurique concentré.
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La réaction est effectuée a froid. La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, avec

coloration de la couche surnageant de vert ou de violet, traduit la présence de triterpenes.

6. Mise en évidence des alcaloides

= Révelation par le reactif de Mayer

Pour mettre en évidence les alcaloides, le réactif de Mayer a été utilisé. L’ajout de quelques
gouttes de ce réactif (10 g de Kl et 2,70 g de HgCl. dissous dans 20 ml d’eau) a 2 ml de la
solution d’extrait entraine la formation d’un précipité blanc ou blanc-jaune en présence

d’alcaloide.

= Révelation par le reactif de Dragendorff

En présence de quelques gouttes du réactif de dragendorff (composé d’un mélange de 0,80 g
de nitrate basique de bismuth, 10 ml d’acide acétique glacial et 40 ml d’eau distillée), la
formation d’un précipité de coloration rouge-orangé caractérise également la présence des

alcaloides.
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IVV.4Dosage des Polyphénols

Détermination du contenu des extraits en composés phénoliques

Cette méthode de mesure va nous permettre d’évaluer la quantité de polyphénols totaux, contenus

dans les extraits étudiés.

1. Principe :
Afin de déterminer la quantité de polyphénols totaux présente dans [’extrait fagonia microphylla,

nous avons utilisé la méthode de Folin- Ciocalteu.

L’ensemble des composés phénolique de 1’extrait est oxydé par le reactif de Folin-Ciocalteu.
Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PMO12040) qui est réduit,
lors de I’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe(WsOao) et de molybdene
(MOg0O23). La coloration bleu produite de 1’oxydation posséde une absorption maximale a 760nm.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
I’échantillon (Ribereau-Gayon., 1968 ; Tanguy., 1971). Le dosage des phénols totaux est
effectué par la comparaison de 1’absorbance observée a celle obtenue par un étalon d’acide

galligue de concentration connue.

2. Protocole expérimentale

Une prise d’essai de 125 ul d’extrait butanolique est diluée dans 500 pl de I’eau distillée,
nous y ajoutons 125 ul de réactif de Folin-Ciocalteu, le mélange est soumis a une agitation puis
nous le laissons reposer 3 min a température ambiante. Apres agitation, 1500 ul de carbonate de
sodium 2% sont ajoutées, les solutions ainsi obtenues ont été secouées immédiatement et sont
maintenues a I’obscurit¢ pendant 3 heures a température ambiante. L’absorbance de chaque

solution a été déterminée a 760 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-VIS.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions expérimentales en
utilisant I’acide gallique comme contrdle positif a concentrations finales allant de 50, 100, 200,
300, 400, 500 pg/ml. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique

par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).




Chapitre 7V partie experimenitale

V.5 Criblage pharmacologique par CCM

IV.5.1Mise en évidence de D’activité anti-radicalaire sur CCM a P’aide du

DPPH

Le test chimique que nous avons utilisé pour déceler la présence de composés antioxydants
dans les extraits de plante repose sur le principe de la réduction des radicaux libres fournis par le
1, 1-diphényl- 2- picrylhydrazyle (DPPH). Pour réaliser ce test, nous avons déposé 10 pl d’une
solution de 10 mg / ml de chaque extrait sur la plaque de silica gel 60 F254 (Merck) possédant un
support en aluminium. Le développement des plaques a été réalisé dans les systéemes de solvants
suivants:

(Héxane- d’AcOEt 80 :20 v/v) pour I’extrait chloroformique et (CHClz- MeOH- H>O 70 :30 : 5
v /v/v), pour I’extrait acétate d’éthyle, butanolique et méthanolique

Apres migration, les chromatogrammes ont été séchés a I’aide du séchoir électrique puis révélés a
I’aide d’une solution de DPPH a la concentration de 0.2 mg / ml dans le méthanol. En présence de
substances antioxydantes, le DPPH est réduit et passe de la couleur pourpre au jaune. Sur les
plaques CCM, les zones d’activités antiradicalaires apparaissent en jaune — clair sur fond violet

apres un temps optimal de 30 mn (Cuendet,M et al ;1997).
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Rendements d’extraction

Nous rappelons que le poids de ’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids
du ballon plein (aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation)

Les rendements des différents extraits obtenus a partir des parties aériennes de
Fagonia microphylla sont présentés dans le (Tableau V.1).

Tableau V.1 : Les Rendements des différents extraits.

Matérielle végétale Extrait Rendement%
acétate d’éthyle 5.4 0.54
1kg Chloroformique 15 1.5
Butanolique 30 3
Méthanolique 89.3 8.93

Le rendement le plus élevé (8.93) a été enregistré dans la phase méthanolique, suivi par la
phase Butanolique (3), la phase Chloroformique (1.5), et le plus faible était dans la phase
acétate d’éthyle (0.54).

La variation des rendements des diverses phases peuvent étre attribués a la différence de
polarités des composés présents dans 1’espece Fagonia microphylla.

Criblage phytochimique par CCM et CLHP et VLC
Criblage phytochimique par CCM et CLHP

Le criblage phytochimique a été réalisé sur les extraits obtenus par épuisement successif avec
différents solvants a polarité croissante. Ainsi, nous avons obtenu 4 extraits, [’extrait
chloroformique, méthanolique, acétate d’éthyle et butanolique. Tous les composés recherchés,
a I’exception des tanins et des alcaloides donnent des fluorescences jaune, orange, verte,
pourpre, violette, rouge et marron sous irradiation UV a 365 nm.

De ce fait, nous notons que les extraits de la plante Fagonia microphylla contients
majoritairement des saponosides et des flavonoides. On remarque, la présence manifeste des
saponosides dans les deux extraits méthanolique, et butanolique. Par ailleurs, les flavonoides
se trouvent dans les extraits méthanolique et botanolique et acétate d’éthyle. Outre les stérols

et les tréterpenes ont été décelés dans I’extrait chloroformique.
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L’extrait chloroformique (S1) S1 - (Héxane- d’AcOEt 80 :20 v/v)

L’extrait méthanolique. (S2) : P1 Extrait acétate d’ethyle
(CHCl3- MeOH- H20 70 :20 : 5 v viv) P2 extrait butanolique

Figure V. 1 : Les chromatogrammes des 4 extraites apres révélation par une solution acide.
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L’observation de profil HPLC de I’extrait butanolique des parties aériennes de F.

microphylla (Figure V.2), montre bien la richesse de ce dernier en métabolites secondaires

notamment les saponosides qui absorbent bien & 205 nm.

1 600

Figure V.2: Chromatogramme HPLC analytique de I’extrait butanolique des parties aériennes

de F.microphylla a 205nm (gradient de 10-80% pendant 30min, 80-100% pendant 8min
CH3CN/ H20).

Fractionnement de I’extrait butanolique

L’extrait butanolique, des parties aérienne de F. microphylla a subi un premier
fractionnement par chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice greffé en C-18
éluée avec un gradient de MeOH — H20. 7 fractions (Figure V.3) ont été récoltées apres
rassemblement des fractions présentant des similitudes (Tableau V.2).

Le suivi par CCM révélée avec le réactif de I’acide acétique et 1’acide sulfurique nous a

permis de déterminer les composés phénolique plus particulierement les flavonoides dans les
premier fractions [F1- F4] et les saponosides dans les derniers [F4- F7].
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Figure V.3 : Plagues CCM récapitulatives des fractions de la VLC.

Les résultats du criblage phytochimiques et du fractionnement de 1’extrait butanolique
obtenus tout au long de ce travail, ne peuvent qu'encourager 1’investigation phytochimique

sur cette espéce afin de d’isoler et purifier les composés de cet extrait.

Tableau V.2: VLC sur Cig de I’extrait butanolique de F. microphylla

Eluant;: MeOH — H,0 Fractions collectées
60:40 F1
F2
F3
40:60 F4
F5
20 :80 F6
F7
n
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L’analyse phytochimique a montré que les principaux constituants chimiques majoritaires
des extraits étaient les saponines, les titerpenoides et les flavonoides. Dans une étude
phytochimique de I’extrait ethanolique F. arabica (Perrone et al), ont trouvé qu’il contient
des saponosides et des triterpenoides. En accord avec nos résultats, ont déja detecté la
présence des saponosides et des flavonoides ; ils n’ont pas décelé de traces d’alcaloides

(Abdel Khalik et al).

Criblage « screening » phytochimique par réactions colorées

L’analyse phytochimique réalisée a permis de constater la présence des grands groupes
chimiques (polyphénols, tannins, flavonoides, saponosides et terpénoides) présents dans les
trois extraits.

Les résultats du screening phytochimique sont classés en fonction des différents

Criteres d’observation, entre autres :

- Reéaction tres positive : ++++
- Réaction positive : +++

- Reéaction moyennement positive : ++

- Test négatif : -

1. Recherche des polyphénols

Tableau V.3: Résultats de recherche des polyphénols

Extrait Chloroformique | Acétate d’éthyle | méthanolique | Butanolique
des - 1 ++ ++++
polyphénols

Les réactions caractéristiques des polyphénols ont montré une coloration verdatre fonceé avec
les extraits Acétate d’éthyle, butanolique, méthanolique du genre Fagonia microphylla
(Tableau V.3) ce qui révéle La présence importante des polyphénols dans ces extrais. Cette

présence est plus marquée dans 1’extrait butanolique.
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Figure V.4: Le résultat des polyphénols.

2. Recherche des flavonoides

Les flavonoides ont été mis en évidence dans les 4 extraits par la réaction de cyanidine.

Tableau V.4: Résultats de recherche des flavonoides.

Chloroformique Acétate méthnolique Butanolique
d’éthyle
Coloration - oronge oronge oronge
Type de - flavones flavones flavones
flavonoides

Les flavonoides sont présentes considérablement dans [D’extrait  acétate d’éthyle,
méthanolique et butanolique
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Figure V.5: le résultat des flavonoides.

3. Recherche des tanins condenses

Les tanins condenses ont été mis en évidence dans les extraits de F. microphylla par le réactif
de Stiasny.

Tableau V.5: Résultats de recherche des tanins condensés.

Extrait Chloroformique | Acétate d’éthyle | méthanolique | Butanolique
Des tanins - - + ++++
condenses

Le Tableau V.5 montre que 1’extrait butanolique renferme considérablement les tanins.

4. Recherche des saponines

Apreés agitation pendant une minute d’un tube a essai contenant quelques millilitres
d’extrait aqueux il se forme une mousse persistante en présence des saponines (Tableau V.6).
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Tableau V.6: Résultats de recherche des saponosides

Extrait Chloroformique | Acétate d’éthyle | méthanolique | Butanolique

saponines - - ++ ++++

Les saponines ont été mises en évidence dans les quatre extraits par le test de 1’indice de
mousse. Les saponines sont abondamment présentes dans 1’extrait butanolique.

Figure V.6: le résultat des saponosides

5. Recherche des triterpénes

La réaction caractéristique a été mise en évidence par le réactif de Liebermann-Burchard, les
résultats sont réunis dans (Tableau V.7).

Tableau V.7: Résultats de recherches des triterpénes.

Extrait Chloroformique | Acétate d’éthyle | méthanolique | Butanolique

des triterpénes +++ - +4++ ++++

Les triterpénes sont présents dans 1’extrait chloroformique, méthanolique et butanolique.
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6. Recherche des alcaloides

Apres I’utilisation des réactifs spécifiques, les réactions caractéristiques des alcaloides n’ont

pas montré aucun résultat avec les 4 extraits.

Tableau V.8: Tableau récapitulatif des résultats.

Extrait Polyphénols | Tanins condenses | Flavonoides Terpéne | Saponine | Alcaloides
CHCIs - - - +++ - -
AcOEt + - ++ - - -
MeOH ++ - ++++ - -

n-BuOH ++++ ++++ - ++++ ++++ -
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Dosage des polyphénols totaux

L’étude quantitative de 1’extrait butanolique, préparé a partir de la plante Fagonia
Microphylla au moyen du dosage spectrophotométrique avait pour objectif la détermination
de la teneur des polyphénols totaux. La raison principale pour le choix de ces substances
réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués
La teneur en polyphénols est enregistrée en équivalent d’acide gallique en microgramme par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les
extraits végetaux

1.8
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Figure V.7: Droite d'étalonnage de I'acide gallique.

La valeur de la densité optique (DO) mesurée de chaque échantillon est mentionnée dans le
(Tableau V.9).

Tableau V.9 : la DO de I’extrait butanolique.

Tube Essai 1

DO (nm) 0.165

Le pourcentage des composés polyphénolique indiqué dans le Tableau V.10est calculé selon
la relation suivante :

Y=0.0035X -0.0092
)
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Tableau V.10: les pourcentages des polyphénols calculés de I’extrait méthanolique Fagonia

microphylla.

Quantité de polyphenols en

(mg /g d’extrait)

Essai 1 0.165 49.77
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Figure V. 8: Teneur en polyphénols totaux en (mg/g d’extrait)

D’apreés les résultats obtenus, nous avons remarqué que la plante étudiée a présenté une teneur
en polyphénols estimée Iégérement faible. Aprés une recherche bibliographique exhaustive,

nous n’avons pas trouvé d’articles qui ont étudié le dosage des polyphénols du genre Fagonia.
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Criblage pharmacologique par CCM

La révélation de la plaque CCM par la solution méthanolique du DPPH est une technique
de criblage qui permet 1’obtention de renseignements sur 1’activité anti-radicalaire (AAR) des
différents composants des extraits testés. Les profils chromatographiques indique que tous les
extraits manifestent une AAR a 1’égard du DPPH_ (Figure V.9)

1-L’extrait méthanolique
2- Extrait acétate d’éthyle L’extrait chloroformique
3-extrait BUuOH

Figure V.9 : Chromatogramme sur couches minces des extraits de Fagonia microphylla aprés
la révélation par le DPPH 0,2 7.

Les résultats du criblage phytochimique des extraits (TableauV.8) et ceux du dépistage de
I’AAR (Figure V.9) ont permis de déterminer pour chaque zone active (jaune-pale sur fond
violet), le type de métabolite secondaire correspondant. Ainsi, les substances ayant manifestée
une AAR dans I’extrait chloroformique sont majoritairement des stérols et des terpeénes alors
que dans les extraits méthanolique, acétate d’éthyle et butanolique les composés piégeurs du

DPPH sont des flavonoides.
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Il est donc nécessaire de inscrire que la propriété antioxydant révélée chez cette espece est
existante, étant donné leur richesse en métabolites secondaires anti-radicalaires.

Tous les métabolites secondaires bioactifs identifies dans les différentes drogues sont
suspectés d’étre a 1’origine de leurs nombreuses propriétés pharmacologiques (Okwu et
al.,2010 ; Hossain.,2009 ;Zirihi et al ., 2007; Tra et al., 2008 ; N'guessan et al., 2009). En
effet, les flavonoides sont des antioxydants par excellence reconnus (Harborne et al., 2000 ;
Husain et al., 1987 ; D’abrosca et al ., 2007).
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Conclusion Générale

Ce travail est destiné & étudier les métabolites secondaires de I’espéce endémique Fagonia

microphylla (Zygophyllaceae), récoltée de la région de Ghardaia, a la suite de la recherche sur les
plantes d’origine Algériennes. Objectif primordial assigné par notre laboratoire, afin de découvrir

I’intérét biologique de ces derniéres.

Le criblage phytochimique préliminaire par chromatographie sur CCM, CLHP et par
caractérisation par réactions colorées a montré la présence de : flavonoides, saponosides, stérols et
terpénes et tanins. A I’exception des alcaloides, toutes les autres familles chimiques sont
présentes.

Le fractionnement de 1’extrait butanolique des parties aérienne de Fagonia microphylla
Pomel a été essentiellement fondé sur 1’utilisation conjointe des techniques chromatographiques.

» chromatographie liquide sous vide sur phase inverse Cig (VLC).

» chromatographie sur plaques analytique de silice normale (CCM).

Le dosage des phénols totaux de 1’extrait butanolique a révélé des teneurs limité dans Fagonia

microphylla.

L’activité antioxydante des extraits  chloroformique, méthanolique, acétate d’éthyle,
butanolique des parties aériennes de Fagonia microphylla Pomel a été évaluée sur CCM, par le
test antiradicalaire qui consiste a estimer la capacité du DPPH a piéger les radicaux libres. L’étude
a révélé gque nos extraits témoigne une activité anti radicalaire favorable, cela est d{i au fait de leur

richesses en métabolites secondaires telle que les flavonoides, saponosides, terpenes.

Partant de ces résultats encourageant il serait donc intéressant de mener une étude plus
approfondis sur Fagonia microphylla, afin de mieux identifier et exploiter les métabolites
secondaires en générale et les saponosides en particuliers et de déterminer de nouvelles molécules
bioactives naturelles ayant la capacité de répondre aux différents problémes de la santé et d’étre un

alternatif des médicaments synthétiques.

Nous pensons montrer a travers ce travail que les plantes constituent un réservoir tres

intéressent pour la recherche dans le futur.




Resume

/e travail présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans la continuité des recherches

phytochimiques effectuées par notre groupe de phytochimie affilié au laboratoire (LOST)

sur des plantes médicinales poussant dans le nord du Sahara.

A cet effet, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et 1’évaluation de
I’activité anti-radicalaire des extraits préparés a partir des parties aérienne de Fagonia
microphylla Pomel. Plante endémique Algérienne et appartenant a la famille des

Zygophylaceae.

Au moyen de la CLHP, CCM, VLC et réactions colorées, ’identification et la

caractérisation de différentes familles de métabolites secondaires ainsi que le dépistage de

I’activité antioxydante ont été réalisés.

Mots clés : Zygophylaceae, Fagonia microphylla Pomel, criblage phytochimiques, I’activité
anti-radicalaire, CLHP, VLC



Abstract

Zhe work presented in this manuscript is a part of our ongoing program of the
phytochemical researches conducted on medicinal plants growing in the regions of Sahara of
Algeria by our phytochemistry group affiliated to the laboratory (LOST).

A this effect, we were interested on the phytochemical study and the evaluation of the
antiradical activity of the extracts prepared from the aerial parts of Fagonia microphylla
Pomel. Algerian endemic plant belongs to the Zygophylaceae family.

2y means of HPL C, TLC, VLC together with color reactions tests, identification and
characterization of different families of secondary metabolites as well as tracking of
antioxidant activity have been achieved.

Key words: Zygophylaceae, microphylla Pomel, phytochemical screening, antiradical
activity HPLC, VLC.
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