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Introduction

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principale, voir l'unique recours du médecin, grace a leur richesse en substances et en
composés naturels bioactifs. Récemment, il y a un intérét croissant pour les substances
présentant des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes pour 'homme qui les utilise
comme composants de nourriture ou en tant que substances pharmaceutiques spécifiques

(Aderogba et al., 2005).

Actuellement, selon les estimations de I’organisation mondiale de la santé (OMS), plus
de 80 % de la population dans le monde, et surtout dans les pays pauvres et celles en cours de
développement, utilisent encore la médecine traditionnelle pour répondre a leurs besoins de
soins de santé (Dramane et al., 2010 et Moroh et al., 2008).

Dans le cadre de la valorisation des substances naturelles des plantes médicinales de la
flore Algérienne et méditerranéenne, nous nous sommes intéressés a 1’étude d’une espece
endémique : Capparis spinosa L.

Capparis spinosa L. est une plante de la famille des Capparidaceae, largement
développée dans les pays du bassin méditerranéen (Panico et al., 2005). C'est un arbrisseau
procombant qui se rencontre en terrain rocheux et montagneux (UNESCO, 1960).

Les fruits du Capparis spinosa sont utilisés, depuis longtemps, dans les remedes
traditionnels pour leurs propriétés hypoglycémiques (Eddouks et al., 2005),diurétiques, anti-
hypertensives et toniques (Turhan et Baytop, 1984). Capparis spinosa a été utilisé également
dans le traitement du rhumatisme (Fu et al., 2008).

Les études phytochimiques antérieurs ont montré la présence des alcaloides, des lipides,
des polyphénols, des flavonoides, de l'indole et des glucosinolates aliphatiques (Rodrigo et
al., 2006). Les flavonoides jouent un role remarquable dans de différentes activités
pharmacologiques telles qu'antiallergique, anti-inflammatoire et antioxydante (Middleton et
Kandaswami, 1992).

Le but de cette ¢tude est d'évaluer le contenu en quelques métabolites secondaires,
I’activité antioxydante ou anti-radicalaire par le test au DPPH et antimicrobienne par la
méthode de diffusion en milieu gélosé des extraits bruts.

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques

sur la plante, quelques métabolites secondaires et le stress oxydant.



Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le matériel et
les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, le dosage qualitatif des flavonoides, des
tanins et des alcaloides, I’analyse par CCM et par HPLC des flavonoides, le dosage quantitatif
des polyphénols et des flavonoides, I’activité antioxydante et finalement I’activité
antimicrobienne. Le deuxi¢me chapitre sera consacré aux résultats obtenus dans notre étude et

leurs discussions.
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Chapitre 1 Généralités sur I’espéce Capparis spinosa L

I.1. Description botanique du Capparis spinosa L.

Capparis spinosa est une plante vivace arbustive trés répandue dans les pays du
bassin méditerranéen (Kenny, 1997; Aghel ef al., 2007; Romeo et al., 2007).

C'est un arbuste glauque, a rameaux feuillés, étalés, atteignant plus d’un meétre
de long. Feuilles alternes, courtement pétiolées, persistantes, un peu charnues et de
forme ovale, pourvues de stipules épineuses. Grandes fleurs - révélant une beauté
exceptionnelle -malheureusement trés éphémere- pédonculées, solitaires et axillaires,
mesurant jusqu'a environ 6 cm de diameétre, et pourvues de quatre sépales verts,
concaves. Corolle a quatre grands pétales blanc ros¢ de forme ovale-arrondie.
Nombreuses étamines a filets longs et pourprés, comme les anthéres, dépassées par le
petit ovaire porté par un "pied" allongé (Beniston, 1984). Les fruits sont des baies

ovoides ou pyriformes longuement stipités, rougeatres, a nombreuses graines

réniformes (Quezel et Santa, 1962).
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Figure 1. Capparis spinosa L. (mois d'Avril, 2010).
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Figure 2. Feuilles et fleur de Capparis spinosa L.
(Beniston, 1984).

I.2. Classification botanique du Capparis spinosa L.

C. spinosa appelé aussi localement Kebbar (le nom vernaculaire d'aprés Maiza
et al., 1993; Eddouks et al, 2005), Taylalouth (le nom en tamazighte), le caprier
commun ou caprier épineux (Capparis spinosa) est l'espéce type du genre Capparis

de la famille des Capparidacées (Jiang et al, 2007) .

Régne : Végétal

Sous regne : Eucaryotes

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Rhoedales (Benseghir, 1988).

Famille : Capparidacées

Genre : Capparis

Espéce: Capparis spinosa L. (Quezel et Santa, 1962; Benseghir, 1988).

Maintenant I'ordre des Capparidales a été séparé des Rhoedales (Diallo, 2005).
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L.3. Ecologie et répartition géographique
1.3.1. Ecologie

C. spinosa est une plante spontanée, xérophyte et héliophile, elle est tres
répandue dans le bassin méditerranéen. Elle tolére les conditions climatiques
contraignantes des zones arides et semi-arides ainsi que des températures extrémes
selon Gyan et al.,, (2009). Elle peut donc jouer un role écologique trés utile dans ces

régions pour la protection contre I’érosion (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).

C. spinosa a la particularité de se développer sur les sols les plus ingrats et sur
de fortes pentes (Kadik, 1986). Et selon Benseghir-Boukhari et Seridi, (2007), pour
cette espece, il y a une constante écologique correspondant & un décor minéral
toujours ensoleillé : gorges, falaises, pentes rocailleuses, éboulis, ravins et vieux murs

de pierres en zones urbaines.
1.3.2. Répartition géographique dans le monde

Capparis spinosa L, se trouve depuis les cotes Atlantiques des Iles Canaries et
du Maroc jusqu'a la Mer Noire en Crimée et en Arménie et a la Mer Caspienne en
Iran (Romeo et al., 2007; Demir et al., 2008; Ozlem Sultan et Askin Celik 2009).
Leur origine est le bassin méditerranéen, mais probablement, elle est provenue des
zones arides d'Asie occidentale (Aghel et al., 2007; Demir et al., 2008; Yang et al,
2010).
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Figure 3. Distribution naturelle du caprier dans le monde (Inocenio et al., 2006).
1.3.3. Répartition géographique en Algérie

Capparis spinosa se trouve dans toute 1'Algérie (Quezel et Santa, 1962). Elle
couvre de vastes surfaces mais de mani¢re éparse (Benseghir-Boukhari et Seridi,

2007).

I.4. Composition biochimique du Capparis spinosa

C. spinosa contient des saccharides et des glucosides, des flavonoides, des
alcaloides, des terpénoides et des huiles essentielles, des acides gras et des stéroides
ainsi que des glucosinolates (Matthous et Ozcan, 2005; Panico et al., 2005; Liu et al.,
2008).

Il contient aussi de la vitamine C (Tesoriere et al., 2007), des caroténoides, des
tocophérols (Tlili et al., 2009) et des protéines (Demir et al., 2008), et également des
¢léments minéraux, essentiellement le K, Mg, Ca, Na, Zn, Cu, Fe, P (Rodrigo et al.,

2006; Giuffrida et al., 2002).
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1.4.1. Teneur en métabolites primaires, eau et cendre

Tableau 1. Teneur des capres en métabolites primaires, en eau et en cendre (Giuffrida

et al., 2002).

Le composant Le pourcentage

Eau De 80,41 + 0,78 a 84,08 + 0,81
Cendre De 01,21 £ 0,09 2 01,50 = 0,01
Protéines De 04,60 + 0,02 4 08,98 £ 0,06
Lipides De 01,25 + 0,06 2 02,01 £ 0,02
Glucides De 07,10 = 0,05 a 08,86 + 0,06

1.4.2. Teneur en métabolites secondaires

Tableau 2. Composition de différents organes du Capparis spinosa en métabolites

secondaires

Organe végétal Composition biochimique référence

Fleurs et fruits | Polyphénols:

Acides phénoliques Yu et al., 2006.
Flavonoides (rutine, des dérivés de Giuffrida et al., 2002.
kaempférol et de quercétine) Panico et al., 2005.
flavanols

Sultan et Celik, 2009
Alcaloides

Tocophérols, Stérols et glucosinolates Matthous et Ozcan, 2005

Feuilles et tige | Alcaloides Liu et al., 2008

Flavonoides Sharaf et al., 2000

Terpénoides, Tocophérols et .
Tlili et al., 2009

Caroténoides
Ecorces des Alcaloides Fu et al., 2008.
racines

Flavonoides

Ramezani et al., 2008.
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L.5. Utilisation du Capparis spinosa

Le caprier est I'une des rares especes arbustives qui présente autant de qualités
avec de nombreux usages. Il fournit un condiment recherch¢, la capre, qui correspond
au bouton floral de la plante (Douieb et Benlemlih, 2010; Yu et al., 2006). Il est
utilisé¢ également comme fourrage, plante mellifére et ornementale. Surtout, il possede
des qualités médicinales importantes utilisées dans la médecine traditionnelle.

(Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).

1.6. Activités biologiques et thérapeutiques

Les différentes parties du C. spinosa ont été largement utilisées en médecine
traditionnelle et elles sont jusqu'a maintenant (Sessiz et al., 2007; Aytac et al., 2009;
Sher and Alyemeni, 2010)

Les capres sont utilisées pour réduire la flatulence, dans le traitement du
rhumatisme (Aniyathi et al., 2009), de 1'anémie, de la goutte et encore pour améliorer
le fonctionnement du foie, comme diurétique et désinfectant du rein (Ozcan et al.,
2005; Demir et al., 2008).

L'écorce de racines est analgésique, anthelminthique, anti-hémorroidal, laxatif,
dépuratif, diurétique, emménagogue, expectorant, hépatoprotectif, tonique et
vasoconstractif (Chopra et al., 1986; Huseini et al., 2005; Sher and Alyemeni, 2010).
Extérieurement 1'écorce de racines est utilisée pour le traitement des plaques rouges et
de la faiblesse capillaire (Chevallier et al., 1996).

De ses effets analgésique, antiphlogistique et coagulant, la tige est employée

pour traiter l'arthrite (Yu et al., 2006).

1.6.1. Activité antioxydante du Capparis spinosa

L'extrait méthanolique du C. spinosa montre une forte activité antioxydante,
piégeage des radicaux libres, dans les différents essais in vitro. In vivo, 1'application
topique de cet extrait montre une protection significative contre les rayons ultra-
violets induisant I'érythéme de la peau, chez les sujets volontaires (Bonina et al.,

2002).
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Cette activité peut étre attribué a la présence des polyphénols surtout les acides
phénoliques et les flavonoides (Bonina et al., 2002 et Germano et al., 2002), et aussi

aux caroténoides et aux tocophérols (Tilili ez al., 2009).

1.6.2. Activité anti-inflammatoire du Capparis spinosa

L'extrait aqueux du C. spinosa montre une activité anti-inflammatoire (Yu ef al.,
2006 et Al-Said et al., 1988).

L'extrait méthanolique lyophilis¢ du C. spinosa (LECS) posséde un effet
chondroprotectif. L'addition de LECS a la culture des chondrocytes humaines
stimulées par une cytokine pro-inflammatoire, l'interleukine-1beta, oppose l'activité
des molécules clés libérées durant le processus inflammatoire chronique (oxyde
nitrique, glycosaminoglycanes, prostaglandines et espéces réactives oxygénées)

(Panico et al., 2005).

1.6.3. Activité antivirale du Capparis spinosa

L'extrait méthanolique des capres riche en flavonoides, inhibe la réplication de
HSV-2, Herpes simplex virus type 2, et augmente l'expression des cytokines pro-
inflammatoires comprenant interleukine-12, interféron- et le facteur nécrosant des

tumeurs ou "tumor necrosis factor- " (Arena et al., 2008).

1.6.4. Activité hépatoprotective du Capparis spinosa

L'extrait hydro-alcoolique d'écorce de racines du Capparis spinosa montre des
effets hépatoprotectives contre CCl4 qui induit des dommages au niveau du foie chez
les rats (Aghel et al, 2007).

La fraction méthanolique de I’extrait aqueux de C. spinosa contient de I’acide
p.méthoxybenzoique qui posséde des propriétés anti-hépatotoxiques (Gadgoli et

Mishra, 1999; Lam et Ng, 2009)

1.6.5. Autres activités

L'extrait aqueux de C. spinosa posséde des activités anti-hyperglycémiques
(Bnouham et al., 2002; Eddouks et al., 2004) et hypolipidémiques (Eddouks et al.,
2005).
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C. spinosa a d'autres effets tells qu'antiallergique, antihistaminique (Trombetta
et al., 2005; Caruso et al., 2008), antifongique (Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999),
anti-Leishmania (Jacobson et Schlein, 1999) et antimicrobien (Mahasneh, 2002).

L.7. Quelques utilisations traditionnelles du Capparis spinosa

Tableau 3. Quelques utilisations traditionnelles du Capparis spinosa

Indication Partie utilisée Mode d’utilisation référence
Rhumatisme, Feuilles et fruits Décoction, infusion, | Ould El Hadj et al.,
Rl}umF:, pommade 2003
migraine
Tough et diabéte fruits Décoction, Kusmenoglu et al.,

1997
Hypertension et fruits secs oralement avec un Sher et Alyemeni,
cgmpl}catlons verre de I'eau 2010
diabétiques
La grippe et Bourgeons a fleurs | infusion, Sher et Alyemeni,
infections relatives. 2010
infections d'ceil Les bourgeons non- | extérieurement Sher et Alyemeni,
ouverts des capres 2010
Ecorce de racine Aniyathi et al., 2009
hydropisie, anémie, écorce de racine | Décoction, Brown, 1995;
et rhumatisme Chopra et al., 1986;
Aghel et al., 2007;
Aniyathi et al., 2009
rhumatisme et Bourgeons a fleurs | infusion, Sher et Alyemeni,
complication racine 2010
intestinogastrique
diuréese et pour 1'écorce de tige Décoction Sher et Alyemeni,
stimuler I'appétit. avant les repas 2010
hépatoprotectif. ¢corce de racine | extrait une fois Sher et Alyemeni,
quotidiennement 2010
pendant 4
faiblesse capillaire les bourgeons extérieurement Aghel et al., 2007
et les maladies de . . Sher et Alyemeni,
écorce de racine
la peau 2010
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L.8. Toxicité du Capparis spinosa

Il n'y a aucun rapporte disponible dans la littérature scientifique sur des
manifestations de toxicité aprés un traitement aigu, subaigu, ou chronique par
Capparis spinosa (Sher and Alyemeni, 2010). Cependant, une dermatite allergique a

¢été rapportée par Angelini et al., 1991).
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Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) (Richter, 1993).

Les végétaux synthétisent une profusion de substances chimiques, qui sont
souvent spécifiques d'un groupe taxonomique particulier et qui ne paraissent jouer
aucun role dans le métabolisme primaire, ce sont les métabolites secondaires. Ces
métabolites sont, soit des produits terminaux ou des déchets du métabolisme, soit des
substances de réserve manifestant une mobilisation réorientée (Richter, 1993).

Il y a trois types de métabolites secondaires chez les plantes : les alcaloides, les

terpénoides et les substances phénoliques (Raven et al., 2000).

I1.1. Les composés phénoliques
I1.1.1. Définition

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements
hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Ils sont présents dans toutes les parties
des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois)
et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines et la maturation des fruits

(Boizot et Charpentier, 2006).

OH

Figure 4. Structure de base des composés phénoliques : phénol ou hydroxybenzeéne

(Dacosta, 2003).
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11.1.2. Classification

Les polyphénols forment une immense famille de plus de 8000 composés

naturels spécifiques du monde végétal (Svobodova et al., 2003). Ils sont répartis en

plusieurs classes : Les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbénes, les

phytostérols et les phytostanols, les lignanes et les coumestans, autres phytcestrogenes

et les saponines (triterpénoides)

Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, on ajoute ordinairement a cette liste

de phytonutriments bioactifs les isothiocyanates, qui dérivent de I'hydrolyse des

glucosinolates (Dacosta, 2003).
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Figure 5. Structures chimiques de quelques polyphénols
(D’ Archivio et al., 2007).
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I1.1.3. Biosynthése des composés phénoliques

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies

d'aromagénése: La voie de shikimate et La voie de I'acétate (Bruneton, 1999).

» La voie d'acide shikimique, la plus courante, conduit des oses aux acides
aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces derniers
aux acides cinnamiques et a leur trés nombreux dérivés: acides benzoiques,
acétophénones, lignanes et lignines, coumarines, etc. (Bruneton, 1999);

» La voie de l'acétate, conduit a des poly-B- cétoesters de longueur variable —
les polyacétates - qui engendrent, par cyclisation, des composés souvent
polycycliques: chromons, isocoumarines, orcinols, depsides, depsidones, xanthones,

quinones, etc. (Bruneton, 1999);

La pluralité structurale des composés phénoliques due a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité, tres fréquente, d'une participation
simultanée du shikimate et de l'acétate a I'€laboration des composés d'origine mixte
(flavonoides, stilbénes, pyrones, xantons, etc.) (Bruneton, 1999).

La participation d'un troisiéme syntone élémentaire- le mévalonate — est
¢galement possible bien que moins fréquente: dérivés mixte du shikimate et du
mévalonate comme certaines quinones ou comme les furano- et pyrano-coumarines,
composés mixtes acétate mévalonate comme les cannabinoides. Dans quelques cas les
trois précurseurs concourent a I'élaboration de la méme structure: c'est entre autres

celui des rétinoides (Bruneton, 1999).

I1.1.4. Activités biologiques

Plusieurs expérimentations (essentiellement in vitro) montrent que les
polyphénols limitent les oxydations (Blache, 2001). Comme antioxydants, les
polyphénols peuvent protéger les constituants cellulaires contre l'oxydation et, en
conséquence, limiter le risque des diverses maladies dégénératives associées au stress
oxydant. (D’Archivio et al., 2007 et Giilgin et al., 2010).

Les études expérimentales, en fait, montrent le rdle des polyphénols dans la
prévention des maladies cardiovasculaires, du cancer, de l'ostéoporose, de la myélite

de diabéte et de la maladie neurodégénérative (Scalbert et al., 2005).

12
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La consommation des polyphénols limite le développement des I1ésions
athéromateuses, en empéchant l'oxydation de la lipoprotéine de faible densité, qui est
le mécanisme principal dans les Iésions endothéliales se produisant dans
l'athérosclérose (Marrugat et al., 2004 et Covas et al., 2006).

Les polyphénols seraient impliqués dans la prévention des cancers, Ils sont
actifs contre de nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, prostate, poumon, peau,
vessie, etc.) a tous les stades de la cancérogenese (Scalbert, 2003).

Les polyphénols possedent d’autres activités biologiques: antivirale,
antibactérienne, immunostimulante, antiallergique, antihypertensive,... (Svobodova et

al., 2003).

11.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et
sont couramment consommés quotidiennement sous forme de fruits, légumes et

boissons telles que le thé (Ghedir, 2005).

I1.2.1. Structure chimique

Les flavonoides sont des dérivés benzo- -pyran (Ghedir, 2005). Leur structure
de base est celle d'un diphénylpropane : le C6-C3-C6 (Lopez-Lazaro, 2009). Deux
noyaux aromatiques A et B reliés par une chaine de trois atomes de carbone qui forme

le plus souvent un hétérocycle C (D’ Archivio et al., 2007).

Structure de base Schéma simplifie

Figure 6. Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).
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11.1.2.2. Localisation et distribution

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides
sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes (Kinoshita ez al., 2005).

Ce sont plus de 4000 micronutriments principaux des agrumes, on les trouve
dans un grand nombre de fruits et de légumes, d'oléagineux, d'herbes et épices, de

fleurs et de boissons, comme le thé et le vin rouge (Gibault, 2001).
I1.1.2.3. Classification

Les flavonoides constituent une famille relativement diverse des molécules
aromatiques réparties en six sous-groupes principaux qui sont : les chalcones, les
flavones, les flavonols, les flavandiols, les anthocyanines et les tannins condensés (ou

proanthocyanidins);

Un septieme groupe, les aurones, est répandu, mais n’est pas ubiquitaire.
Certaines plantes synthétisent également des formes spécialisées de flavonoides,
comme les isoflavonoids et 3-deoxyanthocyanins (ou phlobaphenes sous la forme

polymérisée) (Winkel-Shirley, 2001).
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Figure 7. Structures chimiques de quelques flavonoides (Bruneton, 1999).

COH

Figure 8. Structures chimiques d'isoflavones et de flavanols

(D’ Archivio et al, 2007).
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I1.2.4. Activités biologiques

11.2.4.1. Effet anticancéreux des flavonoides

Plus de 4000 flavonoides distincts identifiés en fruits, légumes et d'autres
aliments végétaux sont actives contre le cancer et d'autres maladies chroniques
principales. Ces substances Chimopréventives montrent leurs effets supprimant ou
renversant le processus de la carcinogenése a de divers points (Patel ef al., 2010):

» Elles modulent la P-glycoprotéine (P-gp), protéine de MDR  (multidrug-
résistance) joue un réle important dans la résistance de drogue, qui est un
probléme majeur dans le traitement de cancer (Walle ef al., 2001).

» Elles empéchent également beaucoup d'enzymes qui sont les cibles dans le
traitement anticancéreux, par exemple le topoisomérase I d'’ADN des eucaryotes.
L'interaction entre les flavonoides et les enzymes P450 réduit l'activation des
substrats des procarcinogeénes aux carcinogeénes qui leur fait des substances
anticancéreuses putatives (Mukhtar et al., 1988).

» Certains membres des flavonoides possédent des effets antiprolifératives sur
différentes lignes cellulaires cancéreuses (Kuntz et al, 1999). Le kaempferol
(Knowles et al., 2000), le genistein (Polkowski et Mazurek, 2000) et les
polyphénols de thé ont une capacité antiproliférative forte (Valcic et al., 1996).
Certaines flavonoides ont des effets synergiques, par exemple la quercétine peut
augmenter l'efficacité de certains agents chimiothérapeutiques tels que le
doxorubicine, l'adriamycine, le diamminedichloroplatinum (II) et le cisplastine
(Scambia et al., 1992, Scambia et al., 1994 et Patel et al., 2010). La quercétine et
le genistein toutes les deux ont augmenté la concentration du daunorubicine dans

quelques lignes multidrug-résistantes de cellules (Versantvoort et al., 1993).

11.2.4.2. Activité antioxydante des flavonoides

Les propriétés antioxydantes des flavonoides sont largement reconnues (Pietta,
2000; Rice-Evans, 1996). De nombreuses études précliniques montrent que les
flavonoides alimentaires, particulie¢rement les flavanols, peuvent inhiber I’expression
de protéines intervenant dans le stress oxydant

Certains flavonoides peuvent, par des mécanismes incomplétement élucidés,

diminuer D’expression de genes codant pour des mécanismes oxydants ou
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inflammatoires, et au contraire augmenter 1’expression de génes de défense contre le
9

stress oxydant et les réactions inflammatoires (Stoclet, 2010).

11.2.4.3. Les flavonoides comme inhibiteur enzymatique

En regle générale, les flavonoides sont, in vitro, des inhibiteurs enzymatiques,
ils inhibent I'histidine-décarboxylase, 1'¢lastase, la hyaluronidase ce qui permettrait de
conserver l'intégrit¢ de la substance fondamentale de la gaine vasculaire et d'une
maniere non spécifique la catéchol-O-méthyltransférase ce qui augmenterait la
quantité de catécholamines disponible et donc provoquerait une ¢lévation de la
résistance vasculaire (Bruneto, 1999).

Ils inhibent aussi la phosphodiestérase de I'AMPc ce qui pourrait expliquer leur
activit¢ anti-agrégante plaquettaire, l'aldolase réductase, la protéine-kinase, 5-
lipoxygénase et la cyclo-oxygénase. Ces propriétés démontrées in vitro pourraient

expliquer en partie les activités anti-inflammatoires et antiallergiques (Bruneto, 1999).

11.2.4.4. Effet protecteur contre 1'ostéoporose

Certains polyphénols et plus particulicrement les isoflavones du soja trés
¢tudiées aujourd’hui, ont une affinité remarquable pour les récepteurs des cestrogeénes
et sont qualifiés pour cela de phyto-cestrogeénes. Les fruits et légumes contiennent
aussi des polyphénols tels la quercétine de I’oignon ou le kaempferol de la chicorée
qui possedent également des propriétés pseudo-oestrogéniques ou inhibent la perte
osseuse chez la rate ovariectomisée. La encore, de nouvelles études restent

nécessaires pour confirmer ces effets chez I’homme (Scalbert, 2003).

11.2.4.5. Effets vasculaires des flavonoides

Les polyphénols et particulierement les flavonoides ont un effet bénéfique sur le
systéme cardiovasculaire En effet, de nombreuses études expérimentales indiquent
que diverses sources de polyphénols sont capables d’induire de nombreux effets
vasoprotecteurs et en particulier réduire 1’oxydation des lipoprotéines de faible
densité, ’adhésion et 1’agrégation plaquettaire, la migration et la prolifération des
cellules musculaires lisses vasculaires, ainsi que la réponse inflammatoire

(Schinikerth, 2010).
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11.2.4.6. Autres activités des flavonoides

Les flavonoides possédent d'autres activités (in vitro): activités anti-
thrombotiques, antibactérienne et antiviral. Ils ont également le pouvoir d'inhiber les
contractions intestinales et la diarrhée qui en résulte (Dacosta, 2003). Aussi ils ont des
activités hépatoprotectrices, antispasmodiques, hypocholestérolémiantes, diurétiques,

antimutagene, etc. (Bruneto, 1999).

I1.2.5. Roles des flavonoides chez les plantes

Les flavonoides sont des métabolites polyphénoliques végétaux qui
interviennent dans les processus de pigmentation des fleurs, la protection de plantes
contre les radiations UV et aussi dans leurs mécanismes de défense contre les

herbivores et les attaques microbiennes (Radu, 2006).

11.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées basiques, d'origine naturelle et de
distribution restreinte. Ils ont une structure complexe, leur atome d'azote est inclus
dans un systéme hétérocyclique, et ils possédent une activité pharmacologique

significative (Bruneton, 1999).

I1.3.1. Structure chimique et biosynthése

Dans ces composés, le groupe contenant l'azote a été en général transformé en
un hétérocycle, a travers de diverses voies réactionnelles, a partir de la molécule
aliphatique d'un acide aminé, et il leur confeére un caractére basique. A part la chaine
carbonée d'un acide aminé aliphatique, d'autres ¢lément peuvent entrer dans la
structure moléculaire des alcaloides, en particulier des groupes méthyle et acétyle, des
unités en Cs et Cyg (isopréne, monoterpene), des dérivés de l'acide cinnamique (unité
Cs Cs) et des composés phénoliques (Cs Cy). 11 y a souvent deux ou plusieurs atomes
d'azote dans la molécule (Richter, 1993).

Chaque espece semble plutot adapter le systéme de biosynthése en fonction
d'exigences particulieres. Ainsi une régulation importante (qui peut s'exercer en
particulier au niveau de l'expression enzymatique) est dépendante du stade de

différenciation (Richter, 1993).
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I1.3.2. Origine

Le nombre total d’alcaloides isolés jusqu’a présent est énorme, Il est estimé a
plus de 10 000 composés (Bélanger, 2009).

Les alcaloides sont retrouvés dans plusieurs organismes vivants. Bien que la
majorité provient des plantes (Bélanger, 2009).

On peut retrouver les alcaloides aussi dans les champignons, les mousses, les

bactéries et les animaux supérieurs (Bélanger, 2009).

11.3.3. Classification

Les alcaloides sont probablement les composés aux structures les plus variées,
comparativement a d’autres classes comme les stéroides, les saccharides, etc. qui ont
des squelettes de bases bien définis (Bélanger, 2009).

Les critéres de classification généralement utilisés pour les alcaloides sont
suivant leur biogénése, leur structure, leur origine biologique (ex. espéce de plante) et
leurs propriétés spectroscopiques et/ou spectrométriques (chromophores en
spectroscopie UV, systémes cycliques en spectrométriec de masse). Il n’y a pas de

classification taxonomique générale et systématique (Bélanger, 2009).

I1.3.4. Activités biologiques

De nombreux alcaloides se distinguent par une action physiologique
caractéristique sur 'homme et sur les animaux, en particulier au niveau du systéme
nerveux, et ceci a conduit a leur utilisation thérapeutique dans I'Antiquité déja

(Richter, 1993).
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Chapitre 111 Les espéces réactives oxygénées et le stress oxydant

A l'exception de certains organismes anaérobies et aérotolérants, l'oxygene est
nécessaire a tous les animaux, plantes et bactéries pour produire de 1'énergie par
l'intermédiaire de chaines de transport d'électrons telles que celle existant dans les
mitochondries des cellules eucaryotes (Gardes-Albert et al., 2003).

Pres de 2% de I’oxygene utilisé par la chaine respiratoire mitochondriale génére
des espéces réactives de l'oxygene: ERO (Droge, 2002; Kohen et Nyska, 2002; Jones
et al., 2003; Favier, 2006; Bonnefont-Rousselot, 2007).

Au cours de I'évolution, l'adaptation des espeéces vivantes a l'oxygene s'est
traduite par l'apparition d'enzymes facilitant non seulement sa consommation, mais
¢galement la détoxification de ses métabolites réduits que sont les especes réactives
de 'oxygéne (ERO) ou "reactive oxygen species" (ROS), car elles sont beaucoup plus

toxiques que ne l'est 'oxygene lui-méme (Gardes-Albert et al., 2003).

IIL.1. Définition d'un radical libre oxygéné

On appelle radicaux libres oxygénés des molécules, neutres ou chargées, qui
possedent un électron célibataire, parfois plusieurs. Cela leur confére une grande
réactivité chimique. On les représente par le symbole R'. Les principaux radicaux
libres qu'on rencontre dans le corps humain sont:

» l'anion superoxyde O;"

le radical hydroxyle ‘OH

le radical hydroperoxyle HOO’
le radical alcoxyle R-O"
l'oxyde nitrique NO’

YV V V VYV VY

le radical hydrogeéne H’

Il y a aussi des composés réactifs qui ne sont pas des radicaux libres: 1'oxygeéne
singulet '0,, le peroxyde d'hydrogéne H,O, (eau oxygénée), l'anion peroxynitrite
ONOO' (Dacosta, 2003).

La demi-vie des ERO est trés courte et leur production peut étre

compartimentée (Barouki, 2006; Halliwell et Whiteman, 2004).
I11.2. Voie métabolique de I’oxygene et des espéces réactives de I’oxygeéne

L’oxygene est un radical libre peu réactif, présent le plus souvent sous forme de

dioxygene. Il est en réalité bi-radicalaire, posséde deux électrons célibataires sur des
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orbitales différentes. Le dioxygene est susceptible de récupérer quatre électrons
(Barouki, 2006).

La majeure partie de l'oxygéne que nous respirons subit une réduction
tétravalente (addition de 4 électrons, réaction (1)) conduisant & la production d'eau.
Cette réaction est catalysée par la cytochrome oxydase, accepteur terminal d'électrons
présent dans la chalne de transport des électrons située dans la membrane interne

mitochondriale (Gardés-Albert et al., 2003).

0,+4e¢+4H —2H,0 Réaction (1)

L’oxygene peut subir des étapes successives de réduction conduisant a la
formation d’ERO. En présence de métaux, de molécules organiques ou d’enzymes
(oxydases ou complexes de la chaine respiratoire), il est capable de capter un électron
pour donner le radical superoxyde O," (Réaction (2)). Ce radical présente une certaine

toxicité (Lopez-Lazaro, 2009 et Gardes-Albert et al., 2003).

O, +1le — 0Oy Réaction (2)

Le radical superoxyde est le substrat d’enzymes essentielles, les superoxydes
dismutases (SOD) qui le transforment en eau oxygénée H,O, (Réaction (3)) (Jones et

al., 2003).

0" + 07— H,0, + O, Réaction (3)

H,0, ainsi formée n'est pas elle-méme un radical libre mais une molécule (ayant
tous ses ¢électrons périphériques appariés). Sa production peut également résulter de la
réduction biélectronique de I'oxygeéne (réaction (4)) en présence d'oxydases (Gardes-

Albert et al., 2003).

O+2¢ +2H — H0, Réaction (4)

L'eau oxygénée est un intermédiaire réduit de l'oxygeéne qui est relativement
toxique (Gardes-Albert et al., 2003).
L’eau oxygénée peut avoir plusieurs destinées. En présence de la catalase il

subit une réaction de dismutation en oxygeéne et en eau (réaction (5)), tandis que la
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présence de la glutathion peroxydase accélére la réaction d'oxydation du glutathion
(thiol peptidique, symbolisé ici par GSH) par I'eau oxygénée (réaction (6)). (Gardes-
Albert et al., 2003 et Jones et al., 2003).

H202 + H202 —2 HQO + 02 Réaction (5)

H,O, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG Réaction (6)

Et en présence de métaux, en particulier le fer Fe2+, elle est transformée en
radical hydroxyl 'OH par la réaction de Fenton (Réaction (7)). Ce dernier est
extrémement réactif et va oxyder trés rapidement les molécules voisines formant

parfois d’autres radicaux libres (Gardes-Albert et al., 2003 et Halliwell, 2009).

H202 + Fe2+ — -OH + Fe3+ + -OH Réaction (7)

Sous l'influence de rayonnements UV, 'oxygéne peut étre transformé en
oxygene singulet. Le métabolisme de I’oxygéne croise celui de ’azote puisque O;”
interagit avec un autre radical, le monoxyde d’azote NO' et conduit au composé
toxique, le peroxynitrite ONOO™ (Morel et Barouki, 1999, Gardés-Albert et Jore, 2005
et Halliwell, 2009). NO et ONOO" sont des composés extrémement réactifs et
toxiques. Ils interagissent avec des protéines et peuvent altérer leurs propriétés

(Barouki, 2006).

ITL.3. Autres especes réactives

Il existe, dans la cellule, d’autres oxydants trés puissants, qu’ils soient des
radicaux libres ou non (Beaudeux et Vasson, 2005). Par exemple, des oxydants
chlorés (HOCI) sont libérés par les macrophages et ont une activité bactéricide
importante. D’autres molécules, comme les hydroquinones se retrouvent sous forme
de radicaux libres apres leur réaction avec le radical ‘'OH, et, de par leur structure,
stabilisent leur ¢lectron célibataire (radical semi-quinonique). Elles sont ainsi
susceptibles de diffuser dans la cellule et d’oxyder d’autres molécules a distance,

propageant ainsi une chaine de réactions radicalaires (Barouki, 2006).
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II1.4. Sources des ERO

Les ERO peuvent provenir de différents compartiments cellulaires : la
mitochondrie (Giilgin et al., 2010), méme en cas d’hypoxie (chaine respiratoire), le
réticulum endoplasmique (mono-oxygénases), la membrane plasmique (oxydases), les
peroxysomes et le cytoplasme. Ils peuvent étre produits directement par des
rayonnements, des molécules endogenes ou des xénobiotiques (Barouki, 2006).

Les radicaux libres nocifs sont produits dans I’organisme au cours du
métabolisme normal. L’exposition a des agressions de I’environnement, comme les
agents infectieux, la pollution, les UV, la fumée de cigarette et le rayonnement, s’est
avérée augmenter la formation des radicaux libres (Pelli et Lyly, 2000 ; Giil¢in et al.,
2010).

L’exposition prolongée au soleil et a différentes radiations, 1’absorption d’alcool
ou de médicaments, sont autant de situations qui provoquent dans notre organisme des
réactions chimiques de type radicalaires (Pincemail et a/, 1999).

En effet, toute réaction impliquant de 1’0, et un systéme réducteur de transfert

d’¢lectrons est susceptible de libérer des ERO (Barouki et Morel, 2001).

111.5. Effets des ERO

I1L.5.1. Physiologie

Il serait erroné de ne voir les ERO que sous I’angle de leur toxicité. Les ERO, et
plus généralement les réactions d’oxydo-réduction, jouent un réle physiologique
considérable, en particulier dans les cascades de signalisation (Finkel, 2003).

Le NO' en est un exemple classique, puisqu’en activant la guanylate cyclase
cytosolique, il exerce des fonctions physiologiques dans le systéme vasculaire,
immunitaire, neuronal et métabolique. Il en est de méme de I’anion superoxyde et de
I’eau oxygénée qui activent plusieurs voies de signalisation. Ces composés jouent un
role crucial au cours de I’inflammation et de I’équilibre entre la croissance, I’apoptose
et la sénescente cellulaires. La production des ERO est stimulée par des hormones,

des facteurs de croissance et des cytokines (Morel et Barouki, 1998).
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I11.5.2. Pathologie

Toutes les macromolécules cellulaires sont des cibles potentielles des ERO
(Beckman et Ames, 1999 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Ainsi, les bases nucléiques sont susceptibles d’étre oxydées, conduisant
notamment a la formation de 8-oxo-guanine, a I’origine de mutations géniques. C’est
sans doute ce qui explique la génotoxicité des radicaux libres (Morel et Barouki,
1998). Notons que I’ADN mitochondrial, du fait de sa proximité avec la chaine
respiratoire, site éminent de production des ERO, et du fait de I’absence de
chromatine organisée, est particuliérement exposé a I’oxydation (Beckman et Ames,
1999; Pincemail et al., 2001).

Les protéines sont aussi des cibles des ERO, en particulier certains acides
aminés comme la cystéine, la méthionine et la tyrosine. Cette oxydation joue un role
dans la maturation et dans la signalisation mais peut aussi conduire a une toxicité
cellulaire. Une oxydation plus franche des protéines peut conduire a leur
carbonylation et a leur dénaturation. Les ERO réagissent aussi avec les acides gras
insaturés (Pincemail et al., 2001; Barouki, 2006).

De part leur réactivité et leurs cibles, les ERO ont été incriminés dans la
pathogénie d’un grand nombre de pathologies comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires, les maladies dégénératives et le diabéte. Notons que ces
pathologies sont intimement associées au vieillissement (Barouki, 2006; Dramane et

al., 2010)

I11.6. Le stress oxydant

II1.6.1. Définition

Le stress oxydatif correspond a une perturbation du statut oxydatif
intracellulaire, un déséquilibre entre la production d'oxydants et les mécanismes de
défense antioxydant (Cuvelier et al., 2003; Delbosc et al., 2003), induite soit par
production excessive de radicaux libres, soit par diminution de la capacité de défense
antioxydante (Morel et Barouki, 1999; Tibiri ef al., 2010).

Les effets des radicaux libres sont proportionnels a I’intensité et a la durée de

leur production :
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» une production transitoire et modérée de radicaux libres correspond a un
mécanisme de défense de la cellule lui permettant, par exemple, de détruire des
cellules cancéreuses ou des microorganismes pathogenes (Morel et Barouki, 1999);

» lorsque cette production est récurrente ou chronique mais reste modérée dans
son intensité, la balance entre production de radicaux libres et systémes de
détoxication de la cellule est perturbée de manicre continue, et on parle alors de stress
oxydatif (Morel et Barouki, 1999);

» si la production de radicaux libres est suffisamment importante pour altérer de
manilre irréversible des processus cellulaires vitaux, elle déclenche I’apoptose et la
mort cellulaire. Lorsque les radicaux libres sont générés en quantités massives, ils

entrainent la nécrose cellulaire (Morel et Barouki, 1999).
I11.7. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les
radicaux libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales
ne soient endommagées (Pelli et Lyly, 2000).

Ils sont capables d'inhiber ou de retarder 1'oxydation par deux moyens
principaux:

» soit en évitant l'apparition de radicaux libres: antioxydants préventives
» soit en empéchant la propagation de ceux-ci grace a l'inactivation des radicaux
libres (Dacosta, 2003).
Chaque molécule antioxydante ne peut réagir qu’avec un seul radical libre, et
par conséquent, il faut constamment refaire le plein de ressources antioxydantes (Pelli

et Lyly, 2000).
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Figure 9. Principaux composés naturels (ou synthétisés) possédant des propriétés

antioxydantes (Marc et al., 2004).

I11.7.1. Les type d'antioxydants

Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes,
tous les micro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux (Pelli et
Lyly, 2000). Mais les plantes restent une source trés importante d'antioxidants
naturels dont la vitamine C, le tocophérol, les caroténoides, les flavonoides, et les
acides phénoliques (Ou et al., 2002; Giilgin et al., 2010).

Les antioxydants sont de deux types: Les antioxydants enzymatiques et Les

antioxydants non enzymatiques (Bonnefont-Rousselot, 2007)

I11.7.1.1. Les antioxydants enzymatiques

Renferment notamment le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion

peroxydase (GPx) et la catalase (Dacosta, 2003).

I11.7.1.2. Les antioxydants non enzymatiques

Composés de protéines transporteuses du fer (transférrine, ferritine), de

molécules antioxydantes de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, glucose,
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vitamines A, C, E, ubiquinone, caroténoides) et d’oligo-¢léments (cuivre, zinc,

sélénium) (Pincemail et al, 2001).

De nombreux polyphénols d’origine végétale dont flavonoides et flavones sont

des antioxydants (Bonnefont-Rousselot, 2007).

SYSTEMES ANTHOXYDANTS

® Enzymatiques : SOD, catalase, GPx

= Non=enzymatiques : vit E, vit C, GSH,
caroténoides,..

ERO ET ERN

m 047 "OH, H,0,, "NO, HOCI, ONOO",...

STRESS OXYDANT

OXYDATION DES CONSTITUANTS CELLULAIRES

m Lipides : hydroperoxydes

m Acides aminés : sulfoxyde de méthionine

m Protéines : protéines carbonylées

® Acides nucléiques : 8=hydroxy 2=désoxyguanosine

11

o
i —
i

SYSTEMES DE DEGRADATION ET
DE REPARATION

m GPx membranaire

m Méthionine sulfoxyde réductase
m Protéasome

m Systémes BER, NER

Figure.10. Enzymes antioxydants et systémes antioxydants non enzymatiques

Le stress oxydant est caractérisé par un déséquilibre entre la production des espéces

réactives de ’oxygene et les capacités antioxydantes de I’organisme

(Bonnefont-Rousselot, 2007).

Ou
BER : « base excision repair »;
ERN : espéces réactives de 1’azote ;
ERO : espéces réactives de 1I’oxygeéne ;
GPx : glutathion peroxydase ;
GSH : glutathion réduit ;
NER : « nucleotide excision repair » ;
SOD : superoxyde dismutase ;
vit C : vitamine C;

vit E : vitamine E.
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

I.1. Matériel
I.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de bourgeons a fleur, fleurs et de fruits
immatures de I’espeéce Capparis spinosa récoltées des régions de Tigharghar wilaya
de Batna et d'Ain Zaatout wilaya de Biskra en mai et juin 2010.

Les organes récoltés ont été nettoyés et séchés a 'ombre a I'abri de la lumiére et
de 'humidité, et a température ambiante.

Apres séchage, le matériel végétal a été broyé pour obtenir une poudre fine, qui

a servi pour la préparation des différents extraits.

Feuilles )
Fruits

Bourgeon a
fleurs

Figure 11. Les différentes parties de C. spinosa

Figure 12. Bourgeons a fleur, fleurs et fruits immatures de C. spinosa avant

broyage.
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I.1.2. Matériels techniques

e Agitateurs magnétique et mécanique

e Ance de platine + des écouvillons

e Autoclave

e Balance

e Boites de Pétrie

¢ Broyeur ¢électrique de type Retsch

¢ Cuve de CCM avec couvercle

e Dessiccateur

¢ Etuves de type Memmer et de type Heraeus

e Evaporateur rotatif de type HEIDOLPH

¢ Four a moufle de type Heraeus

e appareil HPLC

e Lampes UV de 254 et de 366 nm

e Lyophilisateur de type Phywe

e Papier filtre Wattman

e Pince

e Pipette + poire et des micropipettes

e Plaque chauffante

e Plaques de gel de silice

¢ Pulvérisateur

e Régle + crayon

e Séchoir

e Verrerie de laboratoire: Ballons de 50, 100 et 500ml, Entonnoirs, Eprouvettes
graduées de 5, 25 et 200 ml, Erlenmeyers et béchers de
différent volume (80, 100, 200, 500 et 1000 ml), Tubes a
essai et Verre de montre.

1.1.3. Solvants

e Acétonitrile pour HPLC

o Acétate d’éthyle

¢ Dichlorométhane

¢ Eau distillée et bidistillée

¢ Ether de pétrole

e M¢éthanol analutique et pour HPLC
¢ Vanilline sulfurique

1.2. Méthodes

1.2.1. Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est définie comme étant la perte du poids subie lors de la
dessiccation (Audigie et al, 1978). Elle est déterminée juste a I’arrivée des

échantillons au laboratoire.
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» Principe:

Afin de déterminer la teneur en eau (taux d'humidit¢é H%), une quantité du
matériel végétal fraiches de masse Mf a été séchée dans une étuve de type Heraeus a

80°C jusqu'a un poids constant.
> Expression des résultats:

La masse des bourgeons a fleur, fleurs et fruits séchées Ms a ét¢ déterminée a
l'aide d'une balance précise a 0,01g et la teneur en eau est donnée par la formule ci

dessous (Bourkhiss et al, 2009) :

H% = (Mf—Ms ) / Mf x 100

Et
La teneur en matiére séche MS% est donnée par la formule :

MS% =100% - H%

1.2.2. Détermination de la teneur en cendres

» Principe:

Le dosage des cendres a été effectué selon la méthode AOAC (1984) par
incinération du matériel végétal sec dans un four a moufle de 400 a 600 °C pendant 3

heurs.
> Expression des résultats:

La teneur en matiere organique MO% est déterminée selon la formule :

MO% = (Mi — Mf) / Mi x 100

Mi : masse initiale avant I’incinération
Mf : masse finale apres I’incinération

Et la teneur en cendres C% est déterminée selon la relation :

C% =100% - MO%
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1.2.3. Préparation des extraits a partir des bourgeons a fleur, fleurs et fruits de

Capparis spinosa

La préparation des extraits se fait a partir du matériel végétal broyé, et par

macération.
> Broyage :

Apres la récolte, le nettoyage et le séchage, le matériel végétal a été broyé a
I’aide d’un broyeur ¢électrique de type Retsch.
Le broyage est réalisé afin d’obtenir une plus grande surface de contact entre la

drogue et les solvants extracteurs, et donc un rendement mieux.

Figure 13. Broyeur ¢électrique utilisé pour broyer le matériel végétal.
> Principe de macération :

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel
végétal en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est

une extraction qui se fait a température ambiante.
1.2.3.1. Extraction avec des solvants a polarité croissante
Différents types d'extraits ont été préparés selon la méthode de Diallo et al.,

(2004) avec modification.
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» Principe :

250 g de la poudre ont été extrait avec 2000 ml d’éther de pétrole et placé sous
agitation pendant 24 heurs. Apres filtration sur papier Wattman, le marc est ensuit mis en
agitation avec 2000 ml de dichlorométhane pendant 24 heurs, puis 2000 ml de méthanol
pendant 24 heurs aussi, dans les mémes conditions opératoires.

A la fin d’extraction, les trois extraits : extrait d’éther de pétrole (Ep), extrait de
dichlorométhane (DCM) et I’extrait méthanolique (MeOH) ont été concentrés sous vide a
I’évaporateur rotatif aux températures : 37 a 38°C pour Ep, 37 a 40°C pour DCM et 40 a
41°C pour MeOH.

Figure 14. Evaporateur rotatif utilisé pour concentrer les extraits Ep, DCM et
MeOH.
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Matériel végétal sec broyé (250g)

- Extraction a froid par I’éther de pétrole (24h)

- Décantation
- Filtration
A 4
A y
Résidu végétal sec Filtrat
- Extraction a froid par DCM (24h) - Concentration a
- Décantation T=37°C
- Filtration Extrait Etheropétrolique (Ep)
v

A

Résidu végétal sec

- Décantation

- Filtration

A

Filtrat

- Extraction a froid par DCM (24h)

- Concentration a

N

T=39°C

y

Extrait Dichlorométhanique (DCM)

A 4

Résidu végétal sec

A

Filtrat

l - Concentration a T =41°C

Extrait Méthanolique (MeOH)

Figure 15. Extraction de la poudre des bourgeons a fleur, fleurs et fruits de C. spinosa

par des solvants a polarité croissante.

1.2.3.2. Extraction aqueuse a 10% (Aq)

L'extrait aqueux est obtenu selon la méthode de Diallo ef al., (2004)
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» Principe :

50 g du matériel végétal broyé ont été macérés dans 500 ml d’eau distillée a

température ambiante, sous agitation, pendant 24 heurs. Le macérat a été ensuite

filtré, le filtrat obtenu a été congelé a -4°C pendant une nuit puis lyophilisé.

Le lyophilisat a été conservé au dessiccateur pendant 24 heures pour éliminer

toute trace d'eau.

Figure 16. Lyophilisateur utilisé¢ pour sécher l'extrait aqueux

Matériel végétal sec broyé

- Filtration

- Extraction a froid par I’eau distillée (24h)

- Décantation

A

Résidu végétal sec

y

Filtrat

- Lyophilisation

Extrait Aqueux (Aq)

Figure 17. Extraction aqueuse de la poudre des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits de

C. spinosa.
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1.2.4. Analyse des extraits du Capparis spinosa

1.2.4.1. Analyse qualitative des extraits du Capparis spinosa

1.2.4.1.1. Tests préliminaires

D. Mise en évidence des flavonoides

» Principe

La détection de la présence des flavonoides dans les différents extraits a été faite
par la réaction a la cyanidine selon la méthode de Paris et al., (1969).
Pour chaque 2ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’acide

chlorhydrique (HCI) et quelques morceaux de magnésium (Mg).

» Expression des résultats

La présence des flavonoides aglycones dans les extraits est indiquée par le

virement de la couleur vers 1’orange ou le rouge brique.

B. Mise en évidence des tanins

» Principe

L’ajout de trichlorure du fer (FeCls) permet de détecter la présence ou non des

tanins.
» Expression des résultats

La couleur vire au bleu noire en présence des tanins galliques et au brun

verdatre en présence des tanins catéchiques (Dohou et al, 2003).

C. Mise en évidence des alcaloides

» Principe

Les alcaloides sont mis en évidence grace aux réactifs généraux de
caractérisation des alcaloides, parmi les, le réactif de Dragendorrff (réactif a

l'iodobismuthate de potassium) (KonKon et al., 2006).
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» Expression des résultats

Les extraits ont été dissouts dans 1'eau acidifi¢ par HCl a 1% puis agiter. La
formation de précipité apres I’ajout de quelques gouttes de réactif de Dragendorrft,

témoigne la présence d’alcaloides.
1.2.4.1.2. Analyses chromatographiques

Les techniques chromatographiques sont a la fois des méthodes de séparation et

d’identification de divers constituants d’un mélange

C. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est utilisée pour identifier les
substances en fonction de leur fagon de migration dans les conditions données
(Marouf, 2002). Pour la migration (verticale), est en fonction de la polarité des
substances, de la polarité de 1’éluant (phase mobile) et du pouvoir d’adsorption de la
phase stationnaire.

La méthode CCM est efficace, rapide et associe la sensibilité a la simplicité

(Wink, 1999)
a- Supports

L’analyse des extraits a été réalisée sur des plaques de gel de Silice : (20x20cm,

60F254)
b- Systemes de solvants

- Systéme des extraits polaires (Aq et MeOH): deux systémes ont été utilisés:
¢ther de pétrole /n-butanol /acide acétique (4/80/16) (V/V/V) et dichlorométhane/
méthanol (86/14) (V/V).

- Systéme des extraits apolaires (Ep et DCM): il est constitu¢ d’éther de
pétrole / acétate d’éthyle (Ac OEt) aux proportions de (80V /20V).
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c- Dépots

Nous avons disposé une quantité de 5 a 20 ul de chaque extrait, dissout
préalablement dans son solvant d’origine (10 mg/ ml) pour les extraits, et dans le
méthanol pour les standards (2mg /ml) sur les plaques de gel de silice, ensuite les

plaques sont introduites dans la chambre de migration saturée par la phase mobile.
d- révélation

Pour révéler les taches de substances sur la plaque, on utilise soit la détection
UV, soit des révélateurs chimiques caractéristiques.
Aprés migration et séchage, les plaques ont été visualisées par les systemes de
révélation suivants : - Révélation physique sous UV a 254 nm
- Révélation physique sous UV a 366 nm

- Révélation chimique par le mélange vanilline sulfurique
D. Chromatographie liquide & haute performance HPLC — RP — C18

La chromatographie liquide a haute performance a phase inverse est une
technique de détermination des composés individuels dans les échantillons, rapide et
sensitive, c’est la technique analytique la plus utile pour caractériser les composés
polyphénoliques (Gupta et al., 2006).

L'analyse a été réalisée par l'appareil HPLC Shimadzu (Vp Shimadzu liquid
chromatographe, Gyrmany) au niveau du laboratoire de la faculté des sciences,
Universit¢ El-Hadj Lakhdhar Batna. Cet appareil est équipé par deux pompes LC-
10AD-Vp, un systéme de control SCL-10A-Vp, un dégazeur DGU-14A, une chambre
d'injection FCV-10AL-Vp, un mélangeur de fraction SPD-10AV-Vp, un détecteur
UV- visible, un détecteur réfractométrique et un collecteur des fraction FRC-10A, le

tout est lié a un ordinateur.
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Figure 18. Appareil HPLC utilisé

» Principe

Dans ce travail, nous avons suivi le protocole de Giuffrida et al, (2002)
appliqué sur l'analyse des flavonoides avec modifications: leur systéme de solvant
¢tait un gradient d' acétonitrile / eau bidistillée. Ici, nous avons utilisé une élution
isocratique dans laquelle une seule source du solvant utilisée pour éluer les
composants a travers la colonne. La phase mobile utilisée est un mélange acétonitrile /
eau bidistillée (25 / 75).

20 pl de chaque extrait ou standard ont été injecté dans une colonne étroitement
emballée par des particules C18 (apolaire, phase inverse) de dimensions égales a 125
x 4,6mm. Le débit de la phase mobile était 1ml/min. la température était réglée a
30°C. La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a une longueur d’onde

254 nm.
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1.2.4.2. Analyse quantitative des extraits du Capparis spinosa
1.2.4.2.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit

des 1965 par Singleton et Rossi (Borneo et al., 2009)
» Principe:

Le réactif est constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040)
et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de I’oxydation des

phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne (Ribéreau-
Gayon, 1968). La coloration produite, dont ’absorption maximum est comprise entre
725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les
extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

200 pl de chaque extrait et du standard: "I’acide gallique" sont ajoutés a 1 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois, aprées 4 min, 800 ul d’une solution de

carbonate de sodium (75g/1) sont ajoutés.
» Expression des résultats :

L’absorbance est mesurée a 765 nm apres 2h d’incubation.

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe
d'étalonnage réalis¢ par un standard étalon "lI’acide gallique" a différentes
concentrations (0 - 200 pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les
résultats ont été exprimés en microgrammes d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg).
1.2.4.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué en se basant sur les propriétés

chélatantes d’AlCL (Dohou et al., 2003).
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» Principe :

I ml de chaque extrait et du standard: "la rutine" est ajouté a 1ml de solution
d’AICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité¢ et incubé

pendant 10 minutes.
» Expression des résultats :

L'absorbance a été lue a 430 nm.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe
d'é¢talonnage réalisée par un standard étalon "la rutine" a différentes concentrations
(0 - 35 pg/ml) dans les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats ont été

exprimés en microgrammes d’équivalent de rutine par milligramme d’extrait (pug

EQ/mg).
I.2.5. Tests des activités biologiques
1.2.5.1. Test d'activité antioxydante
> Effet scavenger du radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH)

Pour étudier ’activité anti-radicalaire des différents extraits, nous avons utilisé
le test au DPPH selon le protocole décrit par Velazquez et al., (2003) cité par Zerbo et
al., (2010).

Le DPPH, radical libre de couleur violette est réduit en un composé de couleur
jaune en présence de composés anti-radicalaires. L’intensité de la coloration, mesurée
au spectrophotometre, est inversement proportionnelle a I’activité antiradicalaire des

composés dont on souhaite déterminer I’activité (Kouamé et al., 2009).
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Figure 19. Le radical diphenylpicrylhydrazyl Figure 20. La forme réduite de
diphenylpicrylhydrazyl

(Molyneux, 2004).

» Préparation de la solution de DPPH :

Pour préparer la solution de DPPH: 2,4 mg de DPPH est solubilis¢ dans
100ml de méthanol.

» Principe :

Dans des tubes on a introduit 750 ul de chaque extrait ou référence positif
(l'acide gallique et la rutine) et on a ajouté 1.5ml de la solution méthanolique au
DPPH. Aprées agitation, les tubes ont été placés a I’obscurité a température ambiante
pendant 30 minutes. La lecture était effectuée par la mesure de ’absorbance a 517nm.

Le controle négatif est composé d'Iml de la solution méthanolique au DPPH et
de 750 pl de méthanol. Les contrdles positifs sont représentés par deux solutions:

I’une de la rutine et l'autre de I'acide gallique.
> Expression des résultats:

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que l’activité anti-radicalaire ou

I’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

Inhibition % = [1 — (AbS Echantillon— ADbS Control négatif)] X 100

e Inhibition %: Pourcentage de I’activité anti-radicalaire (AAR%);
e AbS Echantilon : Absorbance de 1'échantillon ;
e Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;
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1.2.5.2. Test d'activité antimicrobienne

Le test d'activité antimicrobienne a été réalisé par la méthode de diffusion en

milieu gélosé (Treki et al., 2009).
» Souches

Les souches utilisées dans le présent travail sont des souches de référence
ATCC, proviennent du laboratoire de Bactériologie de CHU de Batna. Elles sont
largement rencontrées dans diverses pathologies chez I'homme. Il s'agit de :

- deux souches bactériennes a Gram négatif : Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa

- une souche bactérienne Gram positif : Staphylococcus aureus.

» Préparation des solutions

Les extraits Ep, DCM et MeOH ont été repris avec le Dimethyl sulfoxyde
(DMSO) a une concentration de lg/ml, et ’extrait Aq avec de 1’eau, avec une
concentration de 1g/ml.

Des dilutions en série de 1/2 a 1/8 ont été ensuite réalisées pour obtenir des

concentrations de 500mg/ml a 125mg/ml.

» Préparation de milieu Gélose Mueller Hinton

38 g de poudre de gélose Mueller Hinton (GMH) a été dissoute dans un 1L
d'eau distillée. Attendre Smn puis bien agiter afin d’obtenir une suspension homogene.
Chauffer en agitant jusqu'a dissolution complete. Le milieu ainsi préparé a été stérilisé a
I’autoclave a la température de 121°C pendant 15mn. Apres refroidissement, nous avant

transféré la solution en boites de Pétri.

» Méthode de diffusion en milieu gélosé

e Repiquage des souches bactériennes

Les différentes souches bactériennes ont ¢té repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a I’¢tuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des
colonies isolées. Les colonies isolées ont été servi a préparer I’inoculum. (Moroh et al.,

2008)
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e Préparation de ’inoculum bactérien :

Aprés incubation de 24 heures a 37 °C, on a choisi 4 a 5 colonies bien isolées
avec une anse de platine et les transférer dans un tube de solution d’eau distillée
stérile afin d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité voisine a celle de 0,5

McFarland.

¢ Ensemencement :

Aprés I’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, on a
trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entiére de la gélose
Mueller Hinton a trois reprises , en tournant la boite a environ 60° apreés chaque
application dont le but d’avoir une distribution égale de I’inoculum . Enfin, on a

¢couvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose.

» Principe :

L’évaluation de D’activité antibactérienne a été effectuée selon la méthode de
diffusion en milieu gélosé. Des disques de papier Wathman stériles (6 mm de
diamétre) sont imprégnés de chaque dilution (1, 1/2, 1/4, 1/8) pour les quatre extraits :
Ep, DCM, MeOH et Aq. Ces mémes disques ont été appliqués, a ’aide d’une pince,
sur la surface du milieu GMH. Les boites de Pétri ont été incubées pendant 24 heurs a
37°C.

Des témoins imbibés seulement par le DMSO pour les extraits : Ep, DCM, et

MeOH et par I'eau distillée stérile pour I'extrait Aq ont été réalisés.

> Expression des résultats:

L’activité antibactérienne a ét¢ déterminée en mesurant a 1’aide d’une régle le
diametre de la zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations des

différents extraits autour des disques.

1.3. Analyse statistique:

L’étude statistique a été réalisée par le logiciel statistique GraphPad Prism 5.
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Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Les résultats sont analysés par le
test Anova univariée suivie du test Dunnet /Tukey pour les comparaisons multiples et
la détermination des taux de signification.

Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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Chapitre 11 Résultats et discussion

1I. 1. Détermination de la teneur en eau

La détermination de la teneur en eau a été réalisée par la méthode de Bourkhiss et al,,
(2009). Elle a été effectuée dans le bute d’exprimer les résultats des constituants biochimiques
par rapport a la matiere séche.

Les résultats obtenus sont rapportées dans le tableau ci-dessous:

Tableau 4. Teneur en eau dans les bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits immatures du

C.spinosa.

Teneur en eau (%) Teneur en matiére seche (9

76,65 £ 5,11 23,34 £5,11

Les valeurs représentent la moyenne de 08 essais £ SD

La teneur en eau de nos échantillons est de 76,65%, valeur proche a celle trouvée par
Giuffrida et al, (2002) qui est comprise entre 80 et 84%, et a celle trouvé par Sessiz et al.,

(2007) (80.40%).
11. 2. Détermination de la teneur en cendre

La teneur en cendre a été étudiée afin de déterminer le taux des éléments minéraux.
Les résultats analytiques du taux des cendres et de la matiére organique sont résumés

dans le tableau suivant:

Tableau 5. Teneur en cendre dans les bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits immatures du

C.spinosa.

Teneur en cendres (%) Teneur en matiére organique (%)

02,43 £0,56 97,57 £ 0,56

Les valeurs représentent la moyenne de 04 essais £ SD

Selon Rodrigo et al., (2006), la teneur en cendre dans les fruits du C.spinosa est de
1.6%. Taux similaire a celui trouvé par Giuffrida et al, 2002 (de 01,21 £ 0,09 a 01,50 +
0,01), mais inférieur a celui de nos échantillons (02,43%). Ceci s'explique probablement par
l'age de la plante, la période du cycle végétatif, la différence des conditions climatiques, la

répartition géographique et la qualité du sol.
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Le taux ¢élevé en cendre indique la richesse de cette espece en ¢léments minéraux. Selon
Toncer, (1999), 100g de capre (bourgeons a fleurs) contiennent environ 67 mg de calcium, 65

mg de phosphore et 9 mg de fer.

I1.3. Préparation des extraits a partir des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits immatures

du Capparis spinosa

La préparation des extraits a partir des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits immatures du
C. spinosa a été effectuée selon la méthode de Diallo ef al., (2004). Le broyat a été soumise a
une extraction par des solvants a polarité croissante afin d’obtenir trois extraits bruts : extrait
d’éther de pétrole « Ep », extrait de dichlorométhane « DCM » et extrait méthanolique
« MeOH » et a une macération aqueuse a 10% afin d’obtenir ’extrait aqueux « Aq ».

L’utilisation d’une extraction par des solvants a polarit¢ différente et dans des
conditions ambiantes permet d’obtenir quatre extraits différents selon le degré de solubilité
des molécules actives qui sont, a son tour, prévenues de toute dénaturation provoquée par le

changement des conditions surtout la température.

Tableau 6. Résultats des rendements par rapport a la matiére séche, aspects et couleurs des

extraits des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits immatures du C. spinosa.

Extrait Aspect Couleur Rendement (%
Ep Pateux Vert claire 00,73
DCM Pateux Vert foncé 00,78
MeOH Liquide Marron claire 21,58
Aq Lyophilisé Couleur du mig 21,48

Les résultats obtenues montrent que le rendement des extraits polaires: 21,480 et

21,584 pour les extraits Aq et MeOH respectivement, est plus élevé que celui des extraits

apolaires : 0,732 et 0,782 pour les extraits Ep et DCM respectivement.

Un faible rendement dans les extraits apolaires indique que nos échantillons contiennent

une faible quantité de molécules apolaires qui sont essentiellement les matic¢res grasses.
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I1.4. Analyse des extraits du Capparis spinosa

I1.4.1. Analyse qualitative des extraits du Capparis spinosa

11.4.1.1. Tests préliminaires

Les résultats des tests phytochimiques sont résumés dans le tableau suivant:

Tableau 7. Résultats des tests préliminaires des flavonoides, des tanins et des alcaloides sur

les différents extraits du C. spinosa.

Extrait Me¢étabolite testé Couleur résulte Résultat
Ep Vert claire ~
DCM Flavonoides Vert foncé ~
MeOH Orange claire +
Aq Rouge orange +
Ep Vert claire -
DCM Tanins Vert foncé -
MeOH Marron claire -
Aq Couleur du miel -
Ep Précipité rouge brique +
DCM Alcaloides Précipité rouge brique +
MeOH Précipité rouge brique +
Aq Précipité rouge brique +

Le signe “+” indique une réaction positive traduit la présence du groupe de composés
chimiques, le signe “—" une réaction négative traduit 1'absence du groupe de composés

(1324
'~

chimiques et le signe une réaction louche.

Dans nos échantillons, la présence de flavonoides et d'alcaloides et l'absence des tanins
est évident, ce qui est en accord avec (Abdel-Salam, 2009; Ghule et al., 2007; Arslan et al.,

2010) qui disent que les principales constituant du C.spinosa et de la famille des
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Capparidaceae en générale, sont les flavonoides, les alcaloides, les lipides et les
glucosinolates .

La plupart des études phytochimiques faites sur cette espeéce, ne rapporte pas la
présence des tanins (Giuffrida et al., 2002; Panico et al., 2005; Liu et al., 2008; Rajesh, et al.,
2009). Maridass, (2010) a constaté aussi I'absence des tanins dans les feuilles du C.spinosa.

Les extraits polaires montrent une présence des flavonoides plus importante que les
extraits apolaires, ceci peut €tre attribué a la différence du degré de polarité des flavonoides,
dont les flavonoides polaires représentent la fraction la plus élevé, et a la présence de
chlorophylle dans les extraits apolaires ce qui enchevauche les résultats.

Le test préliminaire a révélé la présence des alcaloides dans nos échantillons. Pour les

quatre extraits, le résultat est positif indiquant la richesse du Caprier en alcaloides.

11.4.1.2. Analyses chromatographiques

11.4.1.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les standards utilisés sont des composés phénoliques; des flavonoides: quercétine
(Qur), rutine (Rut) et catéchine (Cat), et des acides phénoliques: acide gallique (AG) et acide
caféique (AC).

Le systéeme de migration utilisé pour les extraits Ep et DCM est 1'é¢ther de pétrole
/acétate d'éthyle (80/20) qui montre une meilleur séparation pour ces extraits et une migration

pour les standards (figures 17, 18 et19)

Figure 21. Chromatogramme des extraits apolaires des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits du

C. spinosa. Observation sous lampe UV a 254 nm. La fléche désigne le sens de migration.
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Figure 22. Chromatogramme des extraits apolaires des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits du

C. spinosa. Observation sous lampe UV a 366 nm. La fleche désigne le sens de migration.

Figure 23. Chromatogramme des extraits apolaires des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits du

C. spinosa apres révélation par la vanilline sulfurique. La fleche désigne le sens de migration.

Tableau 8. Rapports frontaux et couleurs apres révélation des standards dans le systéme éther

de pétrole /acétate d'éthyle (80/20).

standards Couleur aprés révélation” RF
Acide caféique Transparent 0.32
Acide gallique Transparent 0.38
Catéchine Rouge 0.42
Quercétine Jaune orange 0.62
Rutine Jaune orange 0

T, N T11e N
révélation par vanilline sulfurique
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Apres révélation par vanilline sulfurique une des taches apparues dans I'extrait DCM est
correspond a la quercétine (RF = 0.62).
Plusieurs taches sont apparues correspondent aux différentes molécules apolaires,

probablement sont des stérols, des terpénoides et des lipides.

Pour les extraits polaires, le systéme de migration utilisé est I'éther de pétrole /n-butanol
/acide acétique (4/80/16) qui montre une séparation pour ces extraits mais seulement la rutine
qui migre parmi les standards. Un deuxi¢me systéme a été utilisé qui est le dichlorométhane/
méthanol (86/14) qui montre une séparation partielle pour les extraits et une migration pour
les standards (figures 24, 25 et 26).

Dans les figures 24, 25 et 26 le symbole A correspond au systéme de migration I'éther
de pétrole /n-butanol /acide acétique (4/80/16) et le symbole B correspond au systéme de

migration le dichlorométhane/ méthanol (86/14).

A B

Figure 24. Chromatogramme des extraits polaires des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits du

C.spinosa Observation sous lampe UV a 254 nm. La fleche désigne le sens de migration.

50



Chapitre 11 Résultats et discussion

A B
Figure 25. Chromatogramme des extraits polaires des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits du

C.spinosa Observation sous lampe UV a 366 nm. La fléche désigne le sens de migration.

A B
Figure 26. Chromatogramme des extraits polaires des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits du

C.spinosa Observation sous lampe UV a 366 nm. La fleche désigne le sens de migration.

Tableau .9. Rapport frontaux et couleurs apres révélation des standards dans le systéme

dichlorométhane/ méthanol (86/14).

standards Couleur aprés révélation” RF
Acide caféique Transparent 0.90
Acide gallique Transparent 0.64
Catéchine Rouge 0.62
Quercétine Jaune orange 0.88
Rutine Jaune orange 0.20

=, N 1. N
révélation par vanilline sulfurique
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Apres l'utilisation de quelques systémes de migration, on a choisi I'é¢ther de pétrole /n-
butanol /acide acétique (4/80/16) qui a permis de détecter la rutine (RF= 0.73) qui est un
compos¢ majoritaire des flavonoides du C.spinosa (Ramezani et al, 2008). Dans l'extrait
MeOH la tache a été plus intense que dans l'extrait Aq.

L'utilisation du systéme dichlorométhane/ méthanol (86/14) permet de calculer les
rapports frontaux de différents standards avec une migration pour les extraits. Une tache est
apparue dans l'extrait MeOH correspond a la rutine avec un RF de 0.20. Dans l'extrait Aq
nous avons révélé la présence de la rutine.

Donc, les extraits des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits immatures du C.spinosa
contiennent la quercétine et la rutine, ce qui est en accord avec Sharaf et al, (1997), Rodrigo
et al, (2006) et Sher and Alyemeni (2010) qui ont montré que la quercétine, la rutine et leurs

dérivés ainsi que le kaempférol et ses dérives sont les principaux flavonoides du C.spinosa.
11.4.1.2.2. Chromatographie liquide a haute performance HPLC — RP — C18

L'HPLC-RP C18 permet la séparation de différentes substances dans un extrait brut
ainsi que l'identification de quelques unes par comparaison de leurs temps de rétention avec le
temps de rétention des standards.

Les chromatogrammes d’HPLC des standards et des différents extraits sont représentés

ci-dessous.

Detector & - 1 (254nm)
asma

2817 017
3083 008
G102 004
647501

1375 8677

Figure 27. Chromatogramme d’HPLC de l'acide gallique enregistré a 254 nm, le systeme

solvant est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).
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Detector & - 1 [2534nm)
asma

1233 o
Reterdioe Time
Area Percent

Figure 28. Chromatogramme d’HPLC de l'acide caféique enregistré a 254 nm, le systéme

solvant est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

Dietector & (254mm)
asmad
2036

0652 041

1075 99,58

Figure 29. Chromatogramme d’HPLC de la rutine enregistré a 254 nm, le systéme solvant est

acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

Datector A (254nm)
asmad

2079

Reteritior Time

Aren Percent -

Figure 30. Chromatogramme d’HPLC de la quercétine enregistré a 254 nm, le systeme

solvant est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).
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Datector A- 1 (2540m)
asma
1243

Feterdion Time
Aren Percent

1092 2649

1717 2142

0525 345

075% 197
EELEIT
4375 006

T

-
[xt
o
=
=
=
[t
-

Figure 31. Chromatogramme d’HPLC de la catéchine enregistré a 254 nm, le systéme solvant

est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

Detactor A - 1 [(254nm)
asma b=

=%
=
an
=
=

1617 2478

4600 10,50

IRTS I3
4,20 555

1,100 27 34

Figure 32. Chromatogramme d’HPLC d'extrait Aq du C.spinosa enregistré a 254 nm, le

systéme solvant est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

Dietector 8- 1 (Z54nm]
asma

1252

Eeteritiom Time

Aixea Dercent.

1617 1498

1733 626
2517 809
3903 1964

4350 0,11

1,100 2832

Figure 33. Chromatogramme d’HPLC d'extrait MeOH du C.spinosa enregistré a 254 nm, le

systéme solvant est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).
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Detector A - 1 (234nm)
asma
1249

12751718

1450 1005

1658 1450

1158 1347
4067 1398
T

Figure 34. Chromatogramme d’HPLC d'extrait DCM du C.spinosa enregistré a 254 nm, le

systéme solvant est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

Detector O - 1 [254m
asma

2l
=
=
=

4133 312

2158031
a0l
3000 0,12
4375026
4542 003
4802 0,15

0508 56,00

Figure 35. Chromatogramme d’HPLC d'extrait Ep du C.spinosa enregistré a 254 nm, le

systéme solvant est acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

Tableau 10. Temps de rétention des standards analysés dans le systéme solvant est

acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

standards TR (min)
l'acide caféique 1.53
l'acide gallique 1.37
catéchine 2.28
quercétine 1.95
rutine 1.07
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Tableau 11. Temps de rétention des polyphénols présentes dans nos extraits, dans le systéme

solvant acétonitrile / eau bidistillée (25 / 75).

TR (min) Polyphénols probabl

Ep DCM MeOH Aq
0.90 0.72 0.73 1.00
1.01 0.93 0.92 1.10 Rut dans Aq
1.20 1.15 1.10 1.61 Rut dans MeOH
1.43 1.27 1.61 2.19
1.65 1.45 1.73 2.49
2.15 1.65 1.95 2.80 Qur dans MeOH
2.84 2.00 2.32 3.21
3.10 2.10 2.51 3.87
4.13 2.58 2.84 4.20
4.37 2.85 3.25 4.60
4.64 3.47 3.90
4.89 3.75 4.85

4.06

4.41

4.83

Les extraits des bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits immatures, ont montré une
richesse qualitative en différents composés phénoliques et en flavonoides.

Les résultats montrent la présence de la quercétine dans 'extrait MeOH et de la rutine
dans les extraits MeOH et Aq. Nos résultats sont en accord avec Guiffrida et al., (2002) qui
révelent en plus de quercétine et ses dérivés, la rutine comme un flavonoide majoritaire du
C.spinosa.

La présence de rutine dans les extraits de différentes parties du C.spinosa, a été

corroborée par Ramezani et al., (2008) et Tesoriere et al., (2007).
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11.4.2. Analyse quantitative des extraits du Capparis spinosa

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différents substances phytochimiques,
réside de fait que les polyphénols ont des activités biologiques trés importantes. De méme

pour les flavonoides qui sont considérés comme la classe la plus importante des polyphénols.

11.4.2.1. Dosage des polyphénols et des flavonoides

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par le réactif de Folin-Ciocalteu selon la
méthode de Borneo et al., (2009)

La courbe d'étalonnage a été tracée en utilisant comme standard 1'acide gallique (0 — 200
mg/L). Tous les essais ont été réalisés en triple et la concentration des composés phénoliques
totaux était déterminés a partir de droite d'étalonnage (y = 0.011x + 0.010, R* = 0.996) et
exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d'extrait (pg

EAG/mg d’extrait).

Absorbance a 765 nm

O T T T 1
0 50 100 150 200

Concentration en pg/ml

Figure 36. Droite d’étalonnage d’acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé avec AICIs, la rutine a été employée
comme standard selon la méthode de (Dohou et al, 2003).

Les essais ont été réalisés en triple et les résultats étaient déterminés a partir de droite
d'étalonnage (y = 0.045x + 0.048, R* = 0.995) et exprimés en microgramme d’équivalent de

rutine par milligramme d'extrait (ug ER/mg d’extrait).
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Absorbance a 430nm

0 10 20 30 40 50

Concentration en pg/ml

Figure 37. Droite d’étalonnage de la rutine (moyenne + SD de deux mesures)

Les résultats de dosage quantitatif des polyphénols et des flavonoides dans les quatre

extraits sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 12. Teneur des différents extraits de Capparis spinosa en polyphénols totaux

Extrait Teneur en polyphénols totaux Teneur en flavonoides
(ng ER/mg d’extrait). (ng ER/mg d’extrait).
Ep 05,30 +£0,78 00,08 + 0,03
DCM 07,76 £ 0,41 00,15 + 0,05
MeOH 29,01 £0,84 05,97 £ 0,42
Aq 25,68 +£0.67 11,82 +0,38

Le taux élevé en polyphénols a été révélé dans l'extrait MeOH suivi par 1'Aq puis le
DCM et I'Ep et celui en flavonoides dans 1'Aq puis I'extrait MeOH et les extraits apolaires.

D'aprés les résultats Cao et al., (2010), le contenu en flavonoides de I'extrait éthanolique
des fruits du C. spinosa est de 5,439 + 0,736 % (équivalent de la rutine). Nous pouvons dire
que nos résultats le corroborent.

En outre, Bonina et al, (2002) ont également trouvé que le LECS est riche en
polyphénols (65,13 £+ 5,53 mg/g (milligramme d’équivalent de rutine par gramme d'extrait)),
valeur ¢élevé par rapport a nos résultats, cette différence trouve son explication dans la
différence des parties de la plante étudiée et probablement dans la différence en standard

utilisé pour le dosage des polyphénols.
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Figure 38. Corrélation linéaire entre la quantité en polyphénols totaux et la quantité des

flavonoides des différents extraits de Capparis spinosa.

A p=<0.05, il n'y a pas de corrélation linéaire entre la quantité en polyphénols totaux et la

quantité des flavonoides (R* = 0,719).
I1.5. Tests des activités biologiques
IL.5.1. Tests d'activité antioxydante
I1.5.1.1. Effet scavenger du radical DPPH

Le DPPH est un radical libre organique utilisé pour évaluer l'activité antioxydante
(Molyneux, 2004).

Dans ces essais, l'activité antioxydante de différents extraits a été révélée par le DPPH
de couleur violette qui est réduit en composé de couleur jaune.

Nos résultats sont exprimés en tant que pourcentage de I’activité anti-radicalaire (Figure

39.), révelent que tous les extraits ont un effet antioxydant.
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Figure 39. Activité antioxydante des différents extraits de bourgeons a fleurs, fleurs et les
fruits immatures du C. spinosa, de la rutine et de 'acide gallique.

A des fins comparatives, deux antioxydants de référence sont utilisés: la rutine et l'acide
gallique, ils ont montré une activité antiradicalaire puissante avec des valeurs de 73,76% et
76,59% respectivement.

L'extrait MeOH des bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits immatures du C.spinosa a
présenté l'activité antiradicalaire la plus active (78,34%), suivie par l'extrait Aq avec une
activité de 74,47%. Ces deux activités ne présentent pas une différence significative entre eux
ni avec les standards (P<0,05).

L'activité antiradicalaire des extraits Ep et DCM (34,75% et 48,07% respectivement) est
inférieur significativement (P<0,05) de control positif (soit la rutine ou l'acide gallique).

Les résultats de l'activité antiradicalaire obtenus sont en accord avec ceux de Bonina et
al, (2002) et Yu et al, (2006). Ces derniers ont constaté que les extraits des bourgeons du C.
spinosa ont montré des activités antioxydantes et antiradicalaires trés fortes.

Selon Schutz (2005), l'activité antioxydante du Capparis peut s'expliquer par sa richesse
en flavonoides, alcaloides, lipides et glucosinolates (Abdel-salam, 2009).

La teneur en polyphénols totaux des extraits des bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits
immatures du C. spinosa s'est corrélée significativement (R* = 0.967) avec leurs activités
antiradicalaires; ceci est logique dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des
plantes leur sont attribuées. Ces résultats se corroborent aux résultats mentionnés par Bonina
et al, (2002) et Borneo et al, (2009).

L'activité antioxydante ne peut étre attribuée seulement aux polyphénols, en plus des

flavanols et I'acide hydroxycinnamique (Lam et Ng, 2009), les parties étudiées du C. spinosa
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contiennent d'autres composés ayant un effet antioxydant tels que les tocophérols, les
caroténoides, les flavonoides et les glucosinolates (Germano et al, 2002, Matthaus et Ozcan,
2005, Tlili et al, 2009 et Tlili e al 2010a,b).

11.5.2. Test d'activité antimicrobienne

L’évaluation de I'activité antimicrobienne des différents extraits des bourgeons a fleurs,
fleurs et fruits du Capparis spinosa a été effectuée selon la méthode de diffusion en milieu
gélosé, en mesurant les diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne pour

chaque disque.
Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux ci-dessous:

Tableau 13. Diamétres des zones d'inhibition de la croissance bactérienne par l'extrait Ep

(mm)

Extrait Ep
Souches 1 1/2 1/4 1/8
E. coli - - - -

P. aeruginosa - - - -

S. aureus. 12,38 + 0,88 12,33 £ 0,58 11,88 +0,18 10,17 £ 0,76

Tableau 14. Diamétres des zones d'inhibition de la croissance bactérienne par I'extrait DCM

(mm)
Extrait DCM
Souches 1 1/2 1/4 1/8
E. coli 09,51 £0,71 11,75 +£0,35 - -
P. aeruginosa - - - -
S. aureus 11,83 £0,29 11,42 + 0,63 09,83 £0,29 -

Ce qui concerne les extraits polaires; l'extrait MeOH a été révélé inactif sur tous les
souches quelque soit la dose, de méme pour I'extrait Aq qui a été révélé inactif sur les souches
E. coli et P. aeruginosa quelque soit la dose, mais actif sur S. aureus avec une dose de 1g/ml

et une zone d'inhibition de 09,50 + 0,50. (Voir figure 40.).
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L'extrait Ep semble avoir l'effet inhibiteur le plus puissant, parmi les quatre extraits, en
présentant des zones d'inhibition de la croissance bactérienne dose dépendant avec la souche
S. aureus.

De méme pour l'extrait DCM qui montre une activité anti- S. aureus dose dépendante,
mais cette activité est disparue avec la dose 125mg/ml. Cet extrait a été révélé actif sur E. coli

et la zone d'inhibition a été mesurée de 11,75 + 0,35 avec une dose de 500mg/ml.
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Zones d'inhibition de l'extrait Ep sur S. aureus Zones d'inhibition de l'extrait DCM sur S. aureus

Zones d'inhibition des extraits Ep, DCM, MeOH et Aq sur E. coli

Figure 40. Zones d'inhibition obtenues par les différents extraits de fleurs et fruits de C.
spinosa. Les résultats présentent la moyenne de trois essais + SD et sont mesurées en mm.
Un extrait est considéré comme actif lorsqu'il induit une zone d'inhibition supérieure ou
¢gale a 6 mm.
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En général, les extraits apolaires de bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits immatures du
C. spinosa a été révélé actif en induisant les diametres de 09,50 a 12,38 mm sur S. aureus. A
part l'extrait DCM qui présente une activité anti- E. coli, P. aeruginosa et E. coli sont
résistants vis a vis de ces extraits. Ces résultats sont conformes avec ceux de Mahasneh
(2002) sur les mémes souches, ou les extraits aqueux et éthanolique présentent des zones
d'inhibition de 10 et 13mm respectivement sur S. aureus, alors qu'ils sont inactifs sur P.
aeruginosa et E. coli, mais l'extrait butanolique présente des zones d'inhibition de 14, 15 et
12mm sur S. aureus, E. coli et P. aeruginosa respectivement.

Proestos et al, (2006) ont travaillé sur les feuilles de C. spinosa, et ils ont trouvé que cet
extrait est inactif sur E. coli mais présente une activité louche sur S. aureus.

Des études faites sur quelques espéces du genre Capparis montrent que C. decidua a
l'activité la plus importante, ou les extraits d'écorces de racines présentent une activité contre
P. aeruginosa, S. aureus et E. coli (Rathee et al, 2010, Tlili et al, 2010a et Upadhyay et al,
2010).

L'activité antibactérienne des extraits apolaires de C. spinosa peut s'expliquer par I'effet
des composés apolaires.

Les alcaloides sont reconnus pour leur pouvoir antibactérien élevé (Scazzocchio et al.,
2001 ; Muster et Ben Slama , 2004 et Marzouk et al, 2009). Ces alcaloides présents dans nos
extraits apolaires pourraient €tre en partie responsables de 1’activité antibactérienne obtenue.

Selon Marzouk et al, (2009), l'activité antibactérienne ne peut étre attribuée a la
présence d'une seule famille de composés phytochimiques ou son absence, puisque les tanins
(Ayaz et al., 2008), les steroids (Khan et al., 2007), les pigments (Fogliani et al., 2005; Eyong
et al., 2006), les flavonoids (Fogliani et al., 2005),les alcaloides (Yan et al., 2008) et les
iridoids (dans l'extrait aqueux) (Akunvili et al., 1991) toutes présentent un effet antimicrobien
contre une gamme large de micro-organismes.

La sensibilité¢ de S. aureus (Gram positif) et la résistance de P. aeruginosa et E. coli
(Gram négatif) peuvent avoir une relation avec la structure de paroi qui est un critére

majoritaire de classification bactérienne.
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Conclusion

Ces dernicres années, il y a eu un intérét croissant sur 1'é¢tude des plantes
sauvages utilisées localement comme condiment ou traitement traditionnel, pour des
fins médicales et pharmacologiques. Dans ce contexte s'inscrit ce travail.

Ce travail avait pour objectif I'é¢tude phytochimique et 1'évaluation des activités
antioxydantes et antibactériennes des extraits des bourgeons a fleurs, fleurs et les
fruits immatures du Capparis spinosa.

Du point de vue screening phytochimique, nous avons réalis¢ des extractions
Ep, DCM, MeOH et Aq a partir des bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits immatures
du C. spinosa, et le plus grand rendement était observé dans le MeOH (21,58%), par
contre le plus faible dans I'Ep (0,73%). Des tests de caractérisation ont été effectués
sur ces extraits révélant la présence des flavonoides et des alcaloides et 'absence des
tanins.

Les analyses qualitatifs des polyphénols et flavonoides par chromatographie
(CCM et HPLC) ont montré la présence de la quercétine et de la rutine et 'absence de
l'acide caféique, l'acide gallique et la catéchine.

Les analyses quantitatives des polyphénols et flavonoides réalisés par le dosage
spectral ont révélé la richesse des extraits polaires par rapport aux extraits apolaires.

Le test antioxydant nous a permis de conclure que les extraits Aq et MeOH ont
une forte activité antiradicalaire liée au contenu en polyphénols.

En ce qui concerne l'activité antibactérienne, les bourgeons a fleurs, fleurs et les
fruits immatures du Capparis spinosa semble avoir une activité anti-S. aureus, mais
pas contre E. coli et P. aeruginosa.

En effet, les résultats obtenus lors de la réalisation de ce travail ne constituent
qu'une premiere étape dans la valorisation de cette espéce, des essais complémentaires
seront nécessaires.

En fin, par ce travail nous espérons apporter notre modeste contribution a la

valorisation des plantes médicinales Algériennes.
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Résumé

Les extraits naturels issus des plantes médicinales contiennent une variét¢ de molécules
bioactives. Dans ce contexte, nous avons tenté d'évaluer l'activité antioxydante et antimicrobienne des
différents extraits des bourgeons a fleurs, fleurs et les fruits immatures du Capparis spinosa.

Les tests préliminaires ont montré la présence des flavonoides et des alcaloides et 'absence des
tanins. La présence des flavonoides a été¢ confirmée par des analyses qualitatives (CCM et HPLC) et
par des analyses quantitatives basées sur le dosage spectral des polyphénols et des flavonoides, ou la
teneur la plus élevée a été révélée dans les extraits polaires: le MeOH pour les polyphénols (29,01 +
0,84) et 'Aq pour les flavonoides (11,82 + 0,38).

L'évaluation de l'activité antioxydante par le test de DPPH, a révélé un grand pouvoir
antioxydant pour les extraits polaires, ce pouvoir est corrélé avec le contenu en polyphénols. L'extrait
MeOH a été le plus actif avec une activité antioxydante relative de 78,34%.

L'é¢tude de l'activité antibactérienne de nos extraits a révélé l'inactivation des extraits polaires
contre les trois souches testés: E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. Les extraits apolaires ont été actifs
sur S. aureus avec des zones d'inhibition de 12,38mm et 11,83mm pour Ep et DCM respectivement et
une concentration de 1g/ml. Le DCM a montré une activité anti-E. coli, cette activité a disparu a la
dilution 1/4.

Mots clés : Capparis spinosa, Molécules bioactives, Polyphénols, Activit¢é Antioxydante,
Activité antimicrobienne.

Abstract

The natural extracts of medicinal plants contain a variety of bioactive molecules. In this context,
we tried to evaluate the antioxidant and antibacterial activities of different extracts of buds, flours and
fruits of Capparis spinosa.

The preliminary tests showed the presence of flavonoides and alkaloids and the absence of
tannins. The presence of flavonoides was confirmed by qualitative analyzes (TLC and HPLC) and by
quantitative analyzes based on the spectral dosage of polyphenols and flavonoides, where the highest
content was revealed in the polar extracts: MeOH for the polyphenols (29,01 + 0,84) and Aq for
flavonoides (11,82 + 0,38).

The evaluation of the antioxidant activity by the test of DPPH, revealed a great antioxidant
capacity for polar extracts, this capacity is correlated with the polyphenols contents. The MeOH
extract was the most active with relative antioxidant activity of 78,34%.

The study of antibacterial activity of our extracts showed the inactivation of the polar extracts
against the three bacterias tested: E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. The apolaire extracts were actives
on S. aureus with inhibition zones of 12,38mm and 11,83mm for Ep et DCM respectively and a
concentration of 1g/ml. The DCM showed an activity anti-E. coli, this activity desppeared with a
dilution 1/4.

Key words: Capparis spinosa, Bioactif molecules, Polyphenols, Antioxidant activity,
Antimicrobial Activity.
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