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Résumé

La thérapeutique par les plantes médicinales marque un tournant dans la prise en
charge de nombreuses maladies intraitables, en raison de leur impact positif sur la santé et

leur contenance en composants aux propriétés thérapeutiques.

Aujourd’hui, il existe plusieurs profils de patients qui tournent vers la phytothérapie

afin d’étre en accord avec un mode de vie global tourné vers la nature.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail est de mettre en évidence la médecine

traditionnelle et I’importance de la plante médicinale « Rheum palmatum ».

Selon les études précédentes, la plante Rheum palmatum a révéle un taux important
des métabolites secondaires. De plus, les resultats montrent que la plante a une activité
antioxydante et une activité antimicrobienne. A partir de ces données, la Rheum

palmatum possede un fort pouvoir pharmacologique.

Mots clés : Rheum palmatum, médecine traditionnelle, activité antioxydante, activité

antibactérienne, extraction.



Abstract

Therapeutics with medicinal plants marks a turning point in the management of many
intractable diseases, due to their positive impact on health and their content in components

with therapeutic properties.

Today, there are several patient profiles that turn to herbal medicine in order to be in

tune with an overall nature-oriented lifestyle.

In this context, the objective of this work is to highlight traditional medicine and the

importance of the medicinal plant "Rheum palmatum®.

According to previous studies, the Rheum palmatum plant has shown a high level of
secondary metabolites. In addition, the results show that the plant has antioxidant and
antimicrobial activities. From these data, the Rheum palmatum has a strong pharmacological

power.

Keywords: Rheum palmatum, traditional medicine, antioxidant activity, antibacterial activity,

extraction.
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Introduction

Introduction

L’utilisation de la phytothérapie existe depuis la nuit des temps, ’homme a eu
recours aux plantes non seulement pour sa nourriture mais aussi pour se soigner. Au fil des
siécles, la connaissance des plantes médicinales se transmet de génération en génération
(Grenez, 2019), et concerne un grand nombre de civilisations. Tous les manuscrits
proviennent de la Gréce antique, du Moyen Age arabe, du Moyen Age occidental et mémes
Chinois, montrent que les plantes constituent une source intéressante de nouveaux

composés bioactives (Martin, 2017).

Dr’ailleurs, depuis les années 80, les plantes médicinales ont fait un retour en force,
s’appuyant sur des valeurs sires testées depuis de longues années par nos ancétres (WHO,
2004). Plusieurs facteurs sont derriére ce regain d’intéréts tels que : les habitudes
socioculturelles des populations, I’existence des maladies pour lesquelles il n’y a pas de
traitement efficace (Duke, 1993 ; Paul, 1994), le colt moins élevé que les médicaments
conventionnels, la relative disponibilité surtout dans les regions éloignées, la méfiance vis-
a-vis des produits de synthése ou tout simplement I’envie de consommer " Bio" (WHO,
2004), de plus, les plantes médicinales se révélent souvent plus efficace grace a leur
libération progressive dans 1’organisme (D’andreta, 1969), leurs propriétés thérapeutiques
sont dues a la présence de centaines, voire des milliers de composes naturels bioactifs
appelés: les métabolites secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans

différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante (Tabuti, 2003).

En Chine, la médecine traditionnelle est utilisée depuis des millénaires d’années et
basée sur des concepts ancestraux et proches de la nature, en offrant une vision holistique
de ’homme et envisage, la maladie, le diagnostic et la thérapie (Maud, 2015). Cette
discipline consigne dans le traité de « Shénnong Béncdo Jing » plus que 365 substances
médicinales dont 252 plantes (Chassard, 2017), que la Rhubarbe (Da ou Ta —Hang), 1’un
des meédicaments chinois les plus utilisés pour contrdler diverses maladies (Wei et al,
2020).

C’est pourquoi, nous nous intéressés a étudier le Rheum palmatum. Cette espéce
appartient a la famille des polygonacées (Oztiirk et al, 2007), et pousse dans les régions
de Sichuan, Gansu et Qinghai. Elle est souvent utilisée dans la médecine chinoise pour le

traitement de la constipation, de la stagnation sanguine, de 1’hépatite de la pancréatite, de

1
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cholécystite, de gastrite de I’hypertension, de I’hyperlipidémie, de I’artériosclérose et de
I’insuffisance rénale chronique. On rapporte que les principes actifs de Rheum palmatum
sont considérés comme composants responsables de nombreuses activités biologiques et
pharmacologiques y compris les activités antibactériennes, antioxydantes, anti fongiques,
antivirales, anti cancéreuses (Chen et al, 2020).

Le présent travail représente une étude bibliographique scindé en cing chapitres dont :

> Le premier chapitre : est relatif aux aspects de la phytothérapie et les plantes
meédicinales.

> Le deuxiéme chapitre : inclut la représentation de I’espece végétale étudiée
« Rheum palmatumy».

> Le troisieme chapitre : comprend les connaissances portant sur les métabolites
primaires et secondaires.

» Le quatrieme chapitre : définit les activités biologiques existantes dans le monde
végetal.

» Le dernier chapitre : en rappelant sur les méthodes d’extractions des métabolites
secondaires, les protocoles d’évaluation des activités biologiques ainsi que les

activités biologiques de Rheum palmatum.
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1. La phytothérapie

Le terme « phytothérapie » comporte étymologiquement de deux radicaux grecques
phuton et therapeia qui correspondent respectivement a plante et traitement (Ghabrier,
2010).

La phytothérapie est la propriété de la médecine destinée a prévenir et a traiter
certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes
(Charles et al, 2017), cette discipline utilise la plante toute entiere ou en partie (fleur,
feuille, tige, racine), ou comme extrait (décoctions, distillats, huile essentiel) (Laccourreye
et al, 2017). Son efficacité thérapeutique est basée sur ’effet combiné de plusieurs

principes actifs des plantes (Li et al, 2020).

L’organisation mondiale de la santé (OMS) apprécie qu’environs 80% de la
population mondiale dépend de l’utilisation des plantes médicinales comme premicre
source de remede (Enam et al, 2007), le tableau (1) indique le pourcentage d’utilisation

des plantes médicinales par les populations.

Tableau 1 : Le pourcentage d’utilisation de la médecine traditionnelle dans le monde

(Bensalek, 2018).

Pays Importance de ’utilisation de la médecine traditionnelle

Afrique Utilisée par 80% de la population locale pour les soins primaires
Australie Utilisée par 49% des adultes

Chine Completement intégrée dans les systemes de santé. 95% des Hopitaux ont

des unités de médecine traditionnelle

Inde Largement utilisée. 2860 Hopitaux ont des unités de médecine

traditionnelle

Japon 72% des médecins reconnaissent la mesecine traditionnelle

Vitnam Completement intégrée dans les systéme de santé. 30% de population se

soignent par la médecine traditionnelle

Pays La médecine traditionnelle n’est pas intégrée dans les systemes de soins

occidentaux modernes
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* France: 75% de la population ont recours & la médecine
traditionnelle.
*  Etat-Unis : de 29 a 42% de la population utilisent la médecine

complémentaire

L’histoire de la phytothérapie est liée a celle de ’humanité, car dans toutes les
cultures on a toujours compté sur les valeurs curatives des plantes pour soigner et guérir les
hommes (Rabah, 2016). Le plus ancien témoignant de I'art de guérir connu sur la thérapie
par les plantes est gravé sur une tablette d’argile, rédigé par les Sumériens en caractere
cunéiformes 3000 ans avant le Jésus-Christ, ils utilisaient des drogues tels le saule, la rue,
I’opium ou encore la jusquiame (Bellamine, 2017). Un autre document témoigne de
I’application des plantes médicinales nous vient d’Egypte. Il constitue le manuscrit de
connaissances médicales le plus volumineux connus a ce jour datant de cette époque. 1l
s’agit de Papyrus d’Ebers écrit a Thébes en 1600 ans avant Jésus-Christ. Ce Papyrus
renferme plus de 700 formules magiques, recettes et remedes dont les formes sont diverses
et complexe : collyres, bains de bouches, infusions, décoctions, pilules, cataplasmes,
suppositoires... Contrairement aux tablettes sumériennes, la durée du traitement et les
heures d'administration figurent sur le papyrus, de méme que les proportions des

ingrédients utilisés pour la fabrication des remedes (Jorite, 2015 ; Bellamine ,2017).

Certaines cultures, notamment en Chigne perpétuent depuis des siécles une longue
tradition d’herboristerie (Rabah, 2016). L’utilisation de la médecine traditionnelle
chinoise (MTC) est trés antique puisque les premieres traces de sa pratique remontent aux
alentours de 1’an 1000 avant Jésus-Christ (Maud, 2015). Parmi ses premieres
pharmacopées, le livre de Shen Nung Cao jing appelé « Traités des plantes médicinales »
qu’est daté vers 2900 avant Jésus-Christ. Cette matiere médicale répertorie la liste de 365
remedes, avec analogie avec les jours de I’année (Zekkour, 2008), elle est repartie en 3

groupes :

» 120 plantes toniques conservant la santé ;
» 120 plantes a vertus thérapeutiques pour soigner ;

» 125 plantes toxiques a vocation de contrepoison.

La MTC joue un r6le important dans les soins de santé en Asie du Sud-Est, et de

plus en plus en Occident. Les Etats-Unis ont dépensé 7,6 milliards de dollars US en 2010

4




Chapitre | La phytothérapie et les plantes médicinales

pour des produits de MTC en provenance de Chine, et en Europe, les exportations de
produits de MTC se sont élevées a 2 milliards de dollars US. En Mai 2011, la Chine avait
signé 91 accords de partenariat MTC avec plus de 70 pays, et les investissements du
gouvernement chinois dans la recherche MTC ont atteint 770,5 millions de dollars en 2010
(Williamson et al, 2013).

2. Les plantes médicinales

Toujours les Hommes et les plantes ont une histoire commune qui remonte a I’aube

des temps, cette relation est associée a 1’évolution des civilisations (Chassard, 2017).

Selon Lakhdar (2015), la plante médicinale est définie par la pharmacopée par une
plante dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Egalement
appelée « drogue végétale », ou des vertus curatives, et parfois toxiques selon son dosage
(Bruneton, 1999).

Les plantes médicinales sont actuellement largement utilisées dans des secteurs tels

que I’agroalimentaire, les cosmétiques et la phytothérapie (Zouaouia, 2020).

Elles peuvent étre des especes cultivées mais dans la plupart des cas sont des

especes sauvages (Mohammedi, 2013).

» Les plantes spontanées : Ce sont des plantes difficiles ou impossibles de les
cultiver. Elles représentent encore, d’apres certaines firmes importatrices, 60 a 70
% des drogues du marché Européen. Quant a la valeur médicinale des plantes
spontanées, elle se montre tres inégale puis qu’elle varie suivant 1’origine, le terrain

et les conditions de croissance (Bekhechi et al, 2010).

Cette catégorie des plantes médicinales présente plusieurs inconvénients au cours de

leur récolte :

¢ Dispersion géographique.

¢ Irrégularité de leur croissance.

¢ Une qualité inégale (c’est la différence au niveau de la qualité biochimique :
principes actifs) (Leucienne, 2007).

> Les plantes cultivées : La culture des plantes évite ces inconvénients. Elle assure

une matiere premiére en quantité suffisante, homogene au double point de vue
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aspect et composition chimique. Elle peut étre intensifiée ou non suivant les
besoins médicinaux. Naturellement, la culture doit s’effectuer dans les meilleures
conditions possibles et tenir compte, entre autres, des racines chimiques (Bekhechi
et al, 2010).

La figure (1) donne une vision générale sur 1’avis des médecines sur 1’utilisation des

plantes médicinales en tant que reméde.

41,60%

37.50%

20.80%
0% .
Efficace Inefficace A utiliser avec Dangereuse
précaution

Figure 1 : Avis des médecins sur I'utilisation des plantes médicinales (Tchema et al,
2018).

2.1. Parties utilisées

Habituellement, en médecine traditionnelle, la partie qui contient le plus de principes
actifs est la plus employée, Les différentes parties de plantes qui peuvent étre employées
ont été decrit par (Gurib, 2006) :

¢ Rhizome: Le rhizome est une tige ligneuse ou allongée charnue qui pousse
généralement horizontalement en dessous du sol, formant des feuilles au-dessus du
sol et des racines dans le sol.

¢ Bulbe : Un bulbe est une pousse souterraine verticale disposant de feuilles
modifiées utilisées comme organe de stockage de nourriture par une plante a
dormance. Les bulbes les plus populaires en médecine traditionnelle sont l'oignon
et lail.

¢ Racine: lls peuvent étre fibreux, solide ou charnues.

¢ Tubercule: Un tubercule est une structure charnue gonflée, généralement
souterraine, qui assure la survie des plantes pendant la saison d'hiver ou en période

de sécheresse.
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¢ Ecorce: L'écorce est la couche protectrice externe d'un tronc darbre, elle est
souvent riche en toxines (phénols) et principes amers (tanins) ce qui la rend plus
protectrice.

¢ Bois: Le bois est la tige épaisse ou le bois lui-méme.

¢ Feuilles : Les feuilles peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec leur pétiole.

¢ Gommes : les gommes sont des composés solides constituent d’un mélange de
polysaccharides. lls sont solubles dans I'eau et partiellement digérés par les étres
humains.

¢ Fleurs : Les fleurs sont trés utilisées dans la médecine traditionnelle.

¢ Fruits et graines.

Les plantes médicinales sont souvent récoltées dans leur habitat naturel : plante
entiere, feuilles, fleurs et rameaux fleuris, racines, graines, écorces des arbres, fruits
(Tchema et al, 2018), ou elles sont achetées sous forme des préparations d'herboristerie
qui peuvent étre obtenues par macération, infusion, décoction, ou sous forme de teinture,

poudre totale, extraits (Mohammedi, 2013).

Selon 1’'usage souhaité. Ces produits contiennent des substances biochimiques
présentes naturellement dans les plantes médicinales. Ces substances ont des effets

thérapeutiques connus et sont appelés principes actifs (Tchema et al, 2018).

2.2. Principes actifs

Ces molécules n'ont été isolées qu'au début du XIXeme siecle. Les principes actifs
d’une plante médicinale sont les composants biochimiques naturellement présents dans une
plante, ils lui conférent son activité thérapeutique. Les principes actifs se trouvent dans

toutes les parties de la plante, mais de manicre inégale et ils n’ont pas les mémes propriétés

(Adouane, 2016).

La recherche scientifique moderne a confirmé I’importance de ces molécules et la
capacité des extraits a travailler en synergie avec tous les composants, en mettant I’accent
sur I’amélioration de I’efficacité et de la sécurité de leur utilisation dans les soins aux
patients (Colalto, 2018). La nature des principes actifs peut varie entre un effet benéfique,

neutre voire toxique (Dauvin, 2009).
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2.3. Toxicité des plantes médicinales

Les plantes médicinales représentent une bonne source de nouveaux médicaments
(Sarrafchi et al, 2014), mais leur utilisation massive comme reméde n’est pas slr que
souvent affirmée (Capasso et al, 2000), car leur composition est souvent mal définie qui y
peut causer une toxicité (Zekkour, 2008). Cette dernic¢re dépend toujours de I’espéce et de
la dose administrée (Habibatni, 2009).

Certaines plantes doivent étre exploitées avec prudence vu qu’elles soient toxiques et
peuvent avoir des effets nuisibles sur le foie, les reins, d’autres tissus (Capasso et al, 2000)

et méme sur I’ceil (Glomot, 1986).

La toxicité due a ’utilisation des plantes médicinales constitue un probléme médical,
et socio-économique (Najem et al, 2019), par conséquent, elles doivent alors, comme les
« medicaments conventionnels », obéir a des regles strictes de culture, de contrdle et de

dispensation (Zeggwagh et al, 2013)

La figure (2) représente les différentes perturbations causées par 1'usage des plantes

médicinales.

Figure 2 : Les différentes perturbations des bilans biologiques suite a l'usage des plantes
(Tchema et al, 2018).

2.4. Importance des plantes médicinales

Les plantes médicinales font partie de nos activités quotidiennes et de notre
environnement dans les foréts, les champs, prés de maison et prairies, elles peuvent étre
spontanées ou naturellement pousseées (Volak et al, 1984 ; Schauenberg et al, 1997).
Elles sont directement appliqguées comme reméde ou employées dans les industries

pharmaceutiques, alimentaires, cosmétiques et parfums (Volak et al, 1984).
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» Leur intérét en médecine en tant que médicament pour ’homme a titre d’exemple :
diminuent le risque de plusieurs maladies chroniques comme le cancer, les
accidents vasculaires cérébraux, une activité antibiotique, action sur le systeme
nerveux.....etc (Barka et al, 2010), ainsi que son co(t est faible par rapport aux
traitements standardisés et qu’elle est donc plus accessible aux pays du tiers monde
(Iserin, 2001).

> Dans le secteur alimentaire, elles sont consommées en tant que boissons,
assaisonnement, colorants et des composés aromatiques : les épices et les herbes
aromatiques.

» L’utilisation des plantes dans le domaine des soins, des produits de beauté, des
parfums et articles de toilette et des produits d’hygiéne.

> Des suppléments diététiques (Barka et al, 2010).
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1. Genéralite
De nombreuses sources naturelles sont a ’origine de découvertes de nouveaux
principes actifs (microorganismes, plantes, organismes marins...etc.). Mais, les plantes

sont historiquement les plus utilisées dans toutes les pharmacopées du monde (Hadjadj,
2017).

La rhubarbe (genre Rheum) comprend pleusieurs especes de plantes herbacées
vivaces de la famille des polygonacées (Primaticcio, 1833). Elle est I’une des plantes
médicinales les plus connues et utilisées depuis I’antiquité en médecine traditionnelle
chinoise (Han et al, 2008), dans laquelle elle est connue sous le nom de « Ta-hung » (Xiao
et al, 1984). Cette derniére est caractérisée par des tiges épaisses, courtes, le plus souvent
souterraines, charnues, les rameaux aériens sont annuels, portent des feuilles alternes trés
rapprochées, simples, entieres ou découpees, glabres ou pubescentes, charnues, a saveur
fortement acide, a pétioles munies d’un ocréa. Les fleurs sont portées au sommet des
rameaux et forment une grappe trés ramifiée composee de petites cymes ; leur couleurs est
blanche, verdatre ou pourprée ; elles sont hermaphrodites ou plus rarement polygames ;
leur réceptacle est légérement concave, ses bords portent le périanthe et I’androcée. Les
sépales sont au nombre de 6, disposés en 2 verticilles. Les étamines sont au nombre de 9 :
6 sont opposées deux a deux aux trois sépales extérieurs, les 3 autres sont opposées aux
sépales intérieurs; le filet est libre, ’anthére est biloculaire, introrse, a déhiscence
longitudinale. Le gynécée se compose d’un ovaire libre, supere uniloculaire, surmonté d’un
style trifide a stigmates volumineux ; ovule unique, dresse, orthotrope a deux enveloppes.
Les racines sont volumineuses, ligneuses, d’un jaune rougeatre veiné de blanc en dedans,
de saveur amere, d’une odeur particuliére. Le fruit est un achaine triangulaire a angles
saillants, ailés, La graine contient un albumen farineux qui entoure un grand embryon a
radicule supérieure (Par un comté de médecine, 1850 ; Benj et al, 1882). Sa texture est

plus compacte et d’une saveur amere qui lui est particuliere, croquant trés fort sous dent

(Trouseau et al, 1858).

Dans ce genre ou se trouve l’espéce Rheum palmatum (Gilbert, 1939), qu’est

largement appliquée dans la pharmacopeée chinoise (Li et al, 2011).
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2. Position systématique

Régne : Plantae ;

Embranchement : Spermatophytes ;

Sous embranchement : Angiospermes- Magnoliophytes ;
Classe : Dicotylédones- Magnoliopides ;

Ordre : Caryophyllées ;

Famille : Polygonacées ;

Genre : Rheum ;

Espéce : Rheum palmatum (Maoshing, 1986 ; Boddington, 1993).

3. Répartition géographique

D’aprés Engene (1874), Marco Polo a été le premier Européen qui a parlé en terme
clair du pays qui produit la rhubarbe. Elle pousse spontanément sur une longue chaine de
montagnes en partie dépourvue de foréts, qui, bordant I’Ouest la Tartarie chinoise,
commencé au nord non loin de la ville de Selin, et s’étend au midi jusque vers le lac
Koconor, voisin du Thibet (Guibourt, 1869), principalement distribué dans le Sichuan, le
Gansu, le Qinghai (Tan et al, 2019).

4. Description botanique

Le Rheum palmatum se présente sous I’aspect de touffes épaisses jusqu'a 120 a 200
cm de haut, aux énormes feuilles amples, palmées, c'est-a-dire divisées jusqu'au milieu en
sept lobes aigus, dont le limbe lancéolé est trés décoratif et dont le pétiole, long et charnu,
se teinte généralement de rose. Les fleurs, disposees en panicules au sommet des tiges, sont
trés ornementales, elles sont de 1 a 2 mm de diamétre. Généralement blanchatre, elles
peuvent étre de beau rouge vif. La racine est renflée avec une couleur brun rougeétre. La
tige florifere est plus haute que celle de toute autre espece (Figure 3) (Primaticcio, 1833 ;
Poirson, 1838 ; Debuigne, 2013 ; Miraj, 2016).
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(B) © (D)

Figure 3 : Quelques photos de Rheum palmatum, (A) la plante entiere, (B) les fleurs, (C)
les tiges, (D) la feuille (Ooreka, 2020 ; Shutterstock, 2020).

La portion souterraine est extrémement résistante au gel par contre la partie feuillure
est incapable de résister a une tempeérature de trois ou quatre degrés sous le point de
congélation. Les températures fraiches pendant la saison de la croissance sont propices au
développement de la couleur rouge riche dans les pétioles de feuilles, les températures
élevées tendence a induire des tiges de couleur vertes. L’humidité est 1’'une des exigences

caractéristiques de cette plante.

Pour sa culture, la rhubarbe est particulierement adaptée au type de sol « loams »,
d’autres types de sol peuvent etre utilisées mais avec moins de succes. Sa plantation peut

effectuer a la fin de ’automne ou au début de printemps.
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Pour la production de grandes tiges de bonne qualité, les plantes doivent etre bien
nourries, le flumier, s’il est diponible, est la meilleure source de nourriture lorsqu’il est
incorporé au sol avant la plantation. Trois ou quatre pouces de fumier épandu entre les
rangs tous les deux ans au début de I’hiver, créera des conditions favorisant la croissance
maximale des tiges de feuilles de couleur attrayante et de qualité tendre. Aucune des tiges
des feuilles ne doivent etre arrachées la premiére saison aprées la plantation, mais la récolte

peut commencer le printemps suivant (Montgomery, 1980).

5. Synonymes de Rheum palmatum

Selon Poirson (1838) et Miraj (2016), elle est communément appelée rhubarbe
chinoise, rhubarbe turque, rhubarbe ornementale, rhubarbe indienne, rhubarbe russe, et
rhubarbe officinale.

6. Aspect pharmacologique

Rheum palmatum a été principalement utilisé comme agent laxatif dans I’histoire
chinoise (Chen et al, 2020) la poudre, I’infusion, la décoction de rhubarbe, sont
doucement purgatives. Elles ne causent pas de coliques, et ne fatiguent ni I’estomac ni les
intestins. Car, tandis que les autres laxatifs baissent en général 1’appétit et provoquent un
état de malaise, au contraire la rhubarbe reléve les fonctions de 1’estomac (Trouseau et al,
1858).

Ses rhizomes sont utilisés dans les remedes pour le syndrome de stagnation sanguine
(Matsuda et al, 2001), pancréatite, cholécystite, gastrite, hypertension, hyperlipidémie,
artériosclérose et insuffisance rénale chronique (Chen et al, 2020), I'inflammation et
méme comme un antibiotique grace a I’action des substances actives existantes dans les

racines (Miyazawa et al, 2013).

Les résultats des éetudes pharmacologiques modernes ont montré que le rheum

palmatum peut soulager la lésion hépatique (Zhang et al, 2015).
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7. Aspect phytochimique

Le Rheum palmatum est planté pour ses propriétés thérapeutiques des racines
(Medynska et al, 2005), ils contiennent des anthraquinones et ses dérivés,
phenylbutanones, flavonoides (Abe et al, 2001), stibilenes et ses dérivés, phénols,
dianthrones, chromones (Medynska et al, 2005), et des tannins (Schauenberg et al,
2013).

Leur tiges sont consommés comme une sorte de légumes, par contre leur feuilles sont
considérées comme toxique suite a leur contenance en acide oxalique qui cause des effets
nuisibles potentiels sur la santé (des maux d’estomac, de la diarrhée, des nausées, des

vomissements, intoxication aigué ainsi que des dégats rénaux) (Huyghebaert, 2006).
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1. Généralité
Les vegétaux supérieurs ont la capacité de produire, a c6té des métabolites primaires,
un grand nombre de métabolites secondaires via des voies complexes, qui sont régulées de

maniere tres sophistiquée (Yazaki, 2006) (Figure 4).

[€o:] v [re]
- | = MO, e,
sl i D:I‘:.-I:-EEIBE
t | 1
Brytrase-d - | gLicoss |
| HETERDSIDES |
¥
__|phospre-énal D‘S':'Flc:;.:r;:lril:nrﬁ:s_
¥ E grides gras, liodos, ...

|mhha:e|

Tavonodas,
nthccmircsizis,

')
tanrsa, .
POLYACETATES

ATES \
.,
e,

EHIHIkA

T
Byl Cod |
|

= | mévaionate |
"'H.._\_h .
ovile -y |
"H,_H‘ ik KRS ¥
oo, TEEEEs
anos
SOUMEINGS,
auinones ;’_,f"' 1 L
;,.-f Yy hules essentialas,
. aesijii- ¢ TR,
) -~ !HLEAL‘:"DEE'l I-ISPﬂ:ﬂDEi;}EE-,
AN, .. candrelioos,
caroténes, ..

Figure 4: Les voies de synthese des métabolites primaires et secondaires (Bruneton, Les

2. Métabolites secondaires

Une des propriétés majeures des plantes supérieures est de produire les métabolites
secondaires (Macheix et al, 2005), Le terme « secondaire » proposé par Kossel.A en 1897
impligque pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes dont les
métabolites secondaires, qui ne revétent pas une importance primordiale pour la vie de

I’organisme (Ramasamy et al, 2018).

Ce sont des molécules qui ne sont pas produites directement lors de la photosynthése

(Khiri et al, 2007), ils ont une faible taille et masse comparées aux métabolites primaires
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classiques (glucides, lipides et acides aminés) (Boughendjioua, 2015), synthétisés dans
une partie de la plante et stockées dans une autre selon le stade de développement, le plus
souvent ils s’accumulent en faible quantité (Vu Hi, 2008), entre autres en tant qu’agent de
défense, impliqués dans I’adaptation a I’environnement, ils assurent aussi des fonctions
clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes, herbivores, etc.) et
abiotiques (radiation ultra-violette, température, secheresse, etc.) (Hadjadj, 2017).

Ils utilisés comme 1'une des sources importantes dans le domaine des médicaments
ou des questions liées a la santé depuis I’antiquité (Singh et al, 2018), ils sont en partie
responsables des propriétés médicinales de la plante : les quinones, les polyphénols, les
polyterpenes et les stérols, les flavonoides, les tanins, les saponoides et les alcaloides
(Kémajou et al, 2018).

2.1. Classification des métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes selon leurs voies

de biosynthése :

» Les composés aromatiques ou polyphénoliques (dérivés de glucides).
> Les terpénes (dérivés de lipides).
» Les alcaloides (dérivés d’acides aminés) (Kadri, 2017).

2.1.1. Les composés phenoliques
Les composés phénoliques ont attiré 1’attention des chercheurs ces dernieres années
(Loucif et al, 2013), puisque ils représentent 1’une des classes majeures de composés

bioactifs des métabolites secondaires (Ferrer-Gallego et al, 2017).

Cette classe comporte au moins 9000 structures connues différentes (Manallah,
2012), leurs sources alimentaires principales sont : les fruits, les légumes, le thé, le café et
I’huile d’olive (Fiore et al, 2020).

Ces composés sont présents dans les différentes parties de la plante : les fleurs, les
racines, les fruits, les feuillets et les parties ligneuses des plantes (Loucif et al, 2013). lls
sont formés par au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un
groupe hydroxyle, engagé dans une fonction : éther, ester, hétéroside ou libre (Boubekri,

2014), ou ils sont conjugués avec des sucres ou des acides organiques dans la vacuole ou
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liés aux structures pariétales dans la paroi (ou on trouve surtout les flavonoides et les
lignines) (Bénard, 2009).

La biosynthése des composés phénoliques se fait par les voies principales suivantes :

> La voie des shikimates :

lls sont générés par la voie de shikimate (Figure 5), le 3-déhydroshikimate, formé a
partir de la condensation du phosphoénolpyruvate avec 1’érythrose-4-phosphate, est réduit
en shikimate, puis la phosphorylation de ce dernier et sa condensation avec une autre
molécule de phosphoénolpyruvate, conduit a la formation du chorismate. Le chorismate
occupe une position-clé dans le métabolisme, en particulier dans la formation des acides
aminés aromatiques. Les phénylpropanes, tel I'acide cinnamique, sont des métabolites du
shikimate susceptibles de se cycliser et d'aboutir a la formation des coumarines, de se
dimériser comme dans le cas des lignanes, ou de se polymériser formant alors des lignines.
Les flavonoides et les stilbenes résultent d'un allongement de la chaine latérale (Krief,
2003).

phosphoenolpyruvate erythrose 4-phospate

3-deoxy-d-arabino-heptulosonate-7-
phosphate synthase
(DAHPS)

3-deoxy-d-arabino-heptulosonate-7-phosphate

3-dehydroquianate synthase
(DHQS)

3-dehydroquianate

3-dehydroquianate dehydratase
(DHQ/SDH)

3-dehydro shikimate

shikimate 5-dehydrogenase
(DHQ/SDH)

shikimate

shikimate kinase
(SK)

shikimate 3-phosphate

5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase
(EPSPS)

5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate
chorismate synthase
(Cs)

chorismate

Figure 5 : La voie de shikimate (la biosynthése de chorismate) (Tzin et al, 2010).

» Lavoie des polyacétates ou polykétides :

Cette voie combine la voie des phénylpropanoides et celle de ’acide acétique
conduisant aux polyacétates. La dégradation oxydative des p-hydroxy-cinnamiques ou des

acides cinnamiques donne des composés en C6-C1l (composés), ce qui conduit a la
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formation d’acides hydroxybenzoiques. L’¢laboration du squelette flavonoide en C6-C3-
C6 est effectuée par la chalcone synthase. Pour que cette enzyme soit fonctionnelle, il faut
que I’acide p-coumarique soit activé sous la forme d’acide p-coumarique-Coenzyme A par
une CoA-ligase non spécifique. Le précurseur ainsi activé pourra réagir avec trois
molécules de malonyl-CoA. Par la suite, la cyclisation du triacétate s’effectue selon la
réaction de Claisen et conduit a la formation d’une chalcone, la 4,2',4'.6'-
tetrahydroxychalcone. Une cyclisation conduira a I’obtention du noyau flavone,
intermédiaire de la synthése des flavonoides, des tanins condensés et des anthocyanes
(Sahli, 2017).

» La voie de ’acide malonique :

Cette voie conduit a la formation de peu d’acides phénoliques. Elle consiste en la
polymérisation de 1’acétyl-CoA, produit issu des processus cataboliques de la glycolyse et
de la B-oxydation, en malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des
chaines polycétoniques, obtenues par condensation répétée d’unités «Acétate» qui se fait
par carboxylation de I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par ’enzyme acétyl-CoA

carboxylase (Saidi, 2019).

Les composés phénoliques ont montré un intérét croissant pour la santé humaine en
raison de leurs activités : antioxydante (De Oliveira et al, 2020), anti-cancérogene,

antimicrobienne, anti-inflammatoire (Pavoo et al, 2017).

En fonction de nombre de cycles aromatiques (caractérisés par la présence des
groupes hydroxyles sur les cycles aromatiques) et la facon dont ils interagissent, les
composes phénoliques sont divisés en deux classes (Figure 6): les flavonoides et les non-

flavonoides (Laguna, 2019).

| Composés phénoliques |

Polyphéenols Composés phéanoliques
simples
| | :
) | |
Tannins Flavonoides Acides phénoligues | coumarines
I
[ 1
Acides hydroxy Acides hydroxy
benzoigues cinnamigues

Figure 6 : La classification les composes polyphénoliques (Laguna, 2019).
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2.1.1.1. Classe des non-flavonoides
> Les acides phénols
Ils sont connus universellement chez les plantes ou ils constituent la classe majeure
des composés phénoliques, ce sont les composés non-flavonoides (ne possedent pas de
squelette flavone) et leur origine commune est I’acide aminé phénylalanine qui est produit

a partir du produit final de la voie de shikimates (Rejeb, 2007).

IIs sont divisés en deux sous-classes (Figure 7): les acides hydroxybenzoiques et les

acides hydroxycinnamiques (NKkhili, 2009).

CH=CH-COOH
COOH
R4
R Rz
H Ry Rz
Ry
Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique

Figure 7 : La structure des acides phénols (Thériault, 2004).

Les acides hydroxybenzoiques (Tableau 2) sont formés a partir de I’acide cinnamique
et possedent une structure en C6-C1, ces composés sont constitués d’un cycle benzénique

substitué par un groupement carboxyle et hydroxyle (Lambert, 2011 ; Guillaume, 2015).

Parmi ces substances on trouve I’acide gallique et son dimere (acide
hexahydroxydiphénique) qui représentent les éléments constitutifs des tannins
hydrolysables et la valline qui est tres utilisée dans le secteur pharmaceutique
(Bouchouka, 2016).

Tableau 2: Exemples de dérivés de I’acide benzoique (Koné, 2009).

R1 R2 R3 R4 Nom de composé

H H H H Acide benzoique

OH H H H Acide salicylique

H H OH H Acide parahydroxybenzoique

H OCH; OH H Acide valinique

H OH OH OH Acide  gallique (acide trihydroxy  di-méta
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parabenzoique)
H OH OH H Acide 3, 4-dihydroxybenzoique (acide protocatéchique
H OCHj; OH OCHj; Acide syringique
OH H H OH Acide gentisique
H OCHj; OCHj; H Acide veratrique

Les acides hydroxycinnamiques dérivent de I’acide p-coumarique (formé & partir de

I’acide cinnamique par la cinnimate-4-hydroxylase), leur structure de base est de C6-C3

(Lambert, 2011 ; Guillaume, 2015) (Tableau 3). Les acides p-coumarique, caféique,

férulique, sinapique ont une distribution trés large; par contre les acides o-coumarique, o-

férulique sont peu fréquents (Bouchouka, 2016).

Tableau 3 : Exemples de dérivés de I’acide cinnamique (Koné, 2009).

R1 R2 R3 R4 Nom de composé

H H H H Acide cinnamique

OH H H H Acide ortho coumarigque
H OH H H Acide meta-coumarique
H H OH H Acide para-coumarique
H OCH3 | OH H Acide freulique

H OCH3 | OH OCH3 | Acide sinapique

H OH OH OH Acide caféique

Les acides phénoliques interviennent dans la plante :

germination.

¢ Comme substrat en amont des voies de biosynthése des flavonoides et des lignines.

¢ Dans des processus physiologiques tels que la floraison ou la croissance, la

¢ Dans la régulation de la voie de la biosynthése des composés phénoliques (Khater,

2001).

Ils sont des structures fortement anti-inflammatoires, antivirales (Diallo, 2005) et

peuvent avoir l’activité antioxydante qui contribue a prévenir I’apparition de certaines
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maladies (cancer, maladies cardiovasculaire et maladies liées au vieillissement) en

piégeant les radicaux libres de I’organisme (Khater, 2001).

» Les stilbénes

Le nom de ces molécules proviendrait de I’aspect des cristaux de stilbéne
ressemblants a de la stilbite, une roche dont le nom lui-méme est dérivé du grec « stilbos »
signifiant « brillant, éclatant » (Boisson, 2012), les stilbenes constituent un vaste groupe de
polyphénols d’origine végétale non-flavonoides, leur poids moléculaire est faible
(Ferrier, 2018) dont leur structure de base est en C6-C2-C6, cette derniére est caractérisée
par deux cycles benzéne reliés par un groupe isopropyléne, ils sont synthétisés via la voie
des phénylpropanoides (Temsamani, 2015). La figure (8) montre les premieres étapes de
la biosynthese des stilbénes.
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Figure 8 : Premieres étapes de la biosynthése des stilbenes (Chong et al, 2009).

Il existe deux formes isomériques (Figure 9) : (E)-1,2-diphenyléthylene (E-stilbéne)
et (2)-1,2-diphenyléthylene (Z-stiloene) (Arraki, 2014), cette derniére est obtenue par

photoisomérisation ou par I’action de la chaleur, la forme trans est la forme la plus stable et
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bioactive, elle est plus abondante dans les espéces végétales productrices de stilbenes
(Claire, 2013).

Q2N —
_
Forme Trans-stilbéne Forme Cis-stilbéne

Figure 9 : La structure et forme Trans- et Cis-stilbéne (Claire, 2013).

Ces molécules se retrouvent aussi bien dans la classe des spermatophytes que dans
celle des bryophytes ou des ptéridophytes, dans 72 espéces de plantes distribuées dans 31
genres et 12 familles (Benayahoum, 2014).

Le stilbéne le plus connu est le resvératrol, il a été isolé des racines de I’hellébore
blanc (Veratrum grandiflorum) en 1940 par Takaoka (Chastang, 2014), son nom est le
3,4’,5-trihydroxystilbene (Figurel0) (Trigalou, 2014), il est notamment répandu dans
certains les fruits rouges, les arachides, certains pins comme le pin sylvestre (Pinus
sylvestris) et le pin blanc (Pinus strobus) et surtout chez la vigne (Chastang, 2014). Le
resveratrol a démontré un certain nombre de propriétés biologiques (cardiovasculaires,

chimiopréventives, antiobésité, antidiabétiques et neuroprotectrices) (Nagumo et al, 2019).

v H
e I

O H
Figure 10 : Structure chimique du trans-resveratrol (Chastang, 2014).

Les stilbenes sont connus au niveau des végétaux comme des phytoanticipines
(composés de défense naturels) suite a leur accumulation de fagcon constitutive dans le bois
et I’écorce de certaines plantes ligneuses et en moindre quantité dans les tissus verts. En
dehors de leur présence constitutive dans les parties ligneuses ou les racines d’un certain
nombre de plantes, ils sont considérés en tant que des phytoalexines (composés de défense
inductibles suite a un stress), qui présentent deux effets en santé végétale : allelopathies et
antifongiques (Arraki, 2014).
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Ces molécules présentent aussi diverses fonctions sur la santé¢ dans I’alimentation
humaine et les traitements médicaux, tels que I’activité antioxydante, anti-inflammatoire et

anticancéreuse (Zhou et al, 2020).

> Les coumarines

Les coumarines sont des composés aromatiques naturels, leur nom vient de
« Kumaru » d’une langue amazonienne, qui représente le nom d’un arbre poussant en
Amérique du Sud, l'arbre de Tonka (Dipteryxo dorata Willd., Fabaceae), dont les feves
contiennent 1 a 3% de coumarines. Elles ont été isolées pour la premiére fois en 1820 par
Vogel (Dridi, 2015 ; Esseid, 2018).

Leur structure est constituée de neuf atomes de carbone caractérisee par le noyau 2H-
1-benzopyrane-2-one (Mpondo Mpondo et al., 2015), cette forme resulte par la
combinaison d’un noyau benzéne avec un pyrane (Figure 11) dont la formule brute est
CyHsO, (Rezine et al, 2017), La voie de biosynthese des coumarines est représentée dans
la figure (12).

4 5 4 5 4
57 ™3 B Xy, 3cétone en postion 26 X
P — —
0 2 ! 0~ 2 7 QD
? 1 8 ?
Benzene 2H-pyrane 2H-benzo[b] pyrane 2H-benzo[b] pyran-2-one

Figure 11 : Combinaison d’un benzéne avec un pyrane en une coumarine (Rezine et al,
2017).
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Figure 12: La voie de biosynthese des coumarines (Fanoharantsoa, 2011).

A son noyau peuvent s’ajouter différents groupements chimiques ce que donne
naissance a quatre types de coumarines différents : les coumarines simples (benzo-a-
pyrane), les furocoumarines (furobenzo-a-pyrones), les pyranocoumarines (benzodipyran-

2-ones), les phénylcoumarines (benzo-benzo-pyrones) (Dugrand-Judek, 2015).

Ces composés sont largement répandus dans la nature dont plus que 300 structures
sont connues, accumulées par plus de 70 familles de dicotylédones et 9 familles de
monocotylédones, sous forme libre ou hétéroside (Esseid, 2018), localisées avec une faible

quantit¢ au niveau des feuilles, I’écorce ainsi que dans les graines des végétaux

(Bouakkaz, 2013).

Dans les plantes, ces substances possedent une activité antimicrobienne et impliquées
entre autre dans les mécanismes de défense qui font suite a différents types de stress

engendrés par les bioagresseurs (Vialart, 2012).

Les coumarines sont souvent utilisées dans la médecine thérapeutique vue leur large
spectre d’activités biologiques tels que I’activité cytotoxique contre plusieurs lignées
cellulaires tumorales humaines, spasmolytique, cardiotonique et photodynamique
(Stojkovi¢ et al, 2018), anticoagulante, antivirale, antioxydante, anti-inflammatoire ou

antimicrobienne (Vialart, 2012).
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» Les lignanes et lignines
Les lignanes sont des substances phénoliques présentes naturellement dans les
plantes supérieures. Tout comme les lignines, ils n’ont guére de valeur alimentaire
humaine (Descheemaeker, 2003), leur nom a été inventé par Haworth en 1936 pour
décrire un groupe de dimeres de phénylpropanoides. Ils se trouvent dans les différentes
parties de la plante (racines, écorce, fleurs et les graines) (Mekhelfi, 2016).

La structure de ces composés est obtenue par la dimérisation de trois types d’alcools
(Figure 13): alcool p-coumarique, alcool coniférique et alcool sinapique via la voie des
shikimates (Mekhelfi, 2016).

S CHOH Nl I NG
Hﬁ\/ HO HO
OCH, OCH;

Alcool p-coumarique (A) Alcool coniférique (B) Alcool sinapique (C)

MeO . /\O - o

=
HO "'J:t::;-*"i]r ] gt A H3CO ‘>>(.::i(s(:9
il aw e N
’»‘ l 7 \\

O OH

MeO

Le secoisolaricirésinol (D) Le matairésinol (E)

Figure 13 : A, B,et C structures des alcools formant les lignanes ; D et E exemples des
lignanes (Ghnimi, 2015).

Les principaux lignanes sont le sécoisolaricirésol et le matairésinol (Ghnimi, 2015), ,
ils sont impliqués dans le processus de la défense chez les plantes, entre autre ils présentent
des propriétés antibactériennes, antifongiques et antinutritives (Ferrari, 2002). Les
lignanes du lin (Linum usitatissimum L.) sont des phyto-cestrogénes, qui, métabolisés en

entérolignanes apres leur ingestion par les mammiferes, offrent une protection face a
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I’apparition et au développement de certains cancers hormono-dépendants (Lamblin,
2008).

A coté de la cellulose et les hémicelluloses, la lignine est 1'un des plus abondants
polymeéres naturels présents dans la nature, elle tire son nom du latin « lignum » signifiant
« bois » (Bassil, 2015) ou elle représente de 15% a 36% de son poids sec (Jean-Pierre et
al, 2012).

La biosynthese (Figurel4) des lignines débute dans le cytosol de la plante par la
formation de trois unités 3-(p-hydroxyphényl) prop-2-énol : I’alcool p-coumarylique,
I’alcool coniférylique et I’alcool sinapylique a partir de la phénylalanine. Ces trois alcools,
nommés monolignols, sont ensuite exportés dans la paroi cellulaire ou ils polymérisent
sous I’action d’enzymes, formant ainsi les lignines. Une fois polymérisés, ces trois alcools
sont respectivement nommés unité p-hyroxyphényle (H), unité guaiacyle (G) et unité
syringyle (S) (Marchand, 2018).

COOM
=

= N,

phénylalanine

/‘Y‘\‘/“‘-vu

!
WO~~~

MO R
alcool coniférylique e ‘I!/] 2o
HO™ Y-

Cytosol Paroi Cellulaire

Figure 14 : La biosynthese des lignines (Marchand, 2018).

La lignine peut étre classée selon deux critéres différents : Une classification générale est
basée, par exemple, sur la taxonomie des plantes, selon les trois catégories considérees :

Lignines gymnospermes (résineux)

¢ Lignines angiospermes (feuillus).
¢ Lignines herbacées.
Dans le cadre d’une classification chimique, « ’abondance des unités phénoliques de

base » dans le polymeére, a savoir le guaiacyl (G), le syringyl (S) et le p-hydroxyphényl
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(H), permet de classer la lignine en quatre principaux types de groupes connus sous le nom
de:

Type-G.

Type-G-S.

Type-H-G-S.

Type-H-G (Fransisco, 2015).

* & o o

La fonction principale de la lignine dans les plantes est d’aider dans le mouvement de
I’eau; la lignine forme une barriere pour 1’évaporation et, donc, aide a canaliser I’eau vers

les zones critiques de la plante (Cyril et al, 2010).

2.1.1.2. Classe des flavonoides

> Les flavonoides

Les flavonoides représentent la plus grande classe des polyphénols avec une énorme
diversité structurale et fonctionnelle dans toutes les plantes (Lina et al, 2019 ; Wen et al,
2020).

Leur nom provient du terme latin « flavus=jaune » (Harchaoui, 2019), comprenant
au moins 10 000 molécules identifiées (Giovanni et al, 2012). Ils sont formés d’un
squelette de base a 15 atomes de carbone, fait de deux cycle en Cg (A et B) reliés entre eux
par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C) appelant cycle pyrone,
dont la structure est en Cg-C3-Cq (Figure 15) (Clément, 2009 ; Akroum, 2011 ; Tian-yang
et al, 2018).

Figure 15 : La structure de base des flavonoides (Clément, 2009).

L’origine biosynthétique commune des flavonoides dérivant de la voie de 1’acide
shikimique. Le précurseur des ces substance est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme A

synthétisé a partir de la phénylalanine, la condensation de ce précurseur avec un ester de
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coenzyme A et trois molécules de malonyl-CoA représente I’étape clé de la formation des
flavonoides (Chebil, 2006 ; Petit, 2007).

Tous les flavonoides sont formés (Figure 16) via un intermédiaire commun : la
2°,4,4°,6’- tétrahydroxychalcone. Ce précurseur dérive de la condensation de trois
molécules d’acétylcoenzyme A, qui correspondront au cycle A, et d’une molécule de 4-
hydroxycinnamatecoenzyme A, permettant la formation des cycles B et C. Ce mécanisme
est catalysé par la chalcone synthase. La cyclisation de cette chalcone stéréospécifique par
la chalcone isomérase forme la (S)-4’, 5, 7-trihydroxyflavanone conduisant au squelette de
base des flavonoides (Chebil, 2006).

PO,H, SCoA
COOH Oj\/\ D//J\
HoO4P- - Acetyl coenzyme A
23 O/g HO' . \"‘O V'l o Vi
OH el
Phosphoenol Erythrose -4-phosphate
eruvic acid Y.
e )
: Flavonoids
i A4
| COOH COOH
Y y ;
COOH NH;
-------- - R EEEETEEEEE
. R=H or OH
HO" ™~ “OH
OH R R
Shikimic acid Aromatic amino acids Phenyl Propanoids

Figure 16 : La voie de biosynthese des flavonoides (Seyed et al, 2018).

Les diverses classes (Figure 17) de flavonoides différent en fonction de la cyclisation
et du degré d’instauration et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au

sein d’une classe différent par la substitution des cycles A et B (Boutaghane, 2013).
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Figure 17 : Quelques exemples de flavonoides (Hollman et al, 2011).

De facon générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4°,
5’et/ou 6’ (suivant la numérotation présentée pour les flavones). Un ou plusieurs de ces
groupes hydroxyles sont frequemment méthyles, acetylés, prénylés ou sulfatés. Dans les
plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous forme C-ou O-glycosylés. Les formes

libres, sans sucres attachés sont appelés les génines ou aglycones (Béneédicte, 2007).

Les flavonoides sont rencontrés dans les fruites, feuilles, I’écorce, les graines et les
fleurs de la plante, tres fréquents dans les légumes feuilles et présents dans les aliments
d’origine végétale (1égumes, céréales, légumineuse, fruits, etc.). Des boissons telles que le
vin rouge, le thé, le café et la biere en contiennent également des quantités importantes
(Ghedira, 2005 ; Hadjsalem, 2009). Ces composés ont des fonctions importantes dans la
nature en tant que défense contre les prédateurs ou les concurrents (Seyed et al, 2018), ils
jouent un rdle essentiel dans la protection des plantes contre les rayons UV et d’autres

formes de stress environnemental (Erin et al, 2017).

Ils possédent de nombreuses vertus thérapeutiques, les flavonoides sont une classe de
polyphénols dont on sait qu’ils ont des fonctions anti-inflammatoire, antioxydante
(Olagaray et al, 2019), anti bactériennes et antivirales (Tabart, 2011 ; Olagaray et al,
2019).

Les flavonoides alimentaires protegent le corps humain contre les radicaux libres qui

sont associés au développement du cancer et de ’athérosclérose. Ils sont aussi utilisés pour

29



Chapitre 111 Les métabolites secondaires

guerir diverses maladies en raison de leurs propriétés antifongiques, anticancéreuses
(Khalid et al, 2019), antiallergique, anti-ostéoporose, anti-ulcérogéne, antibiotiques et
activité de prévention de la cataracte diabétique (Tabart, 2011).

> Les tanins

En 1973, une définition, la plus communément admise aujourd’hui, a été proposé par
Bate-Smith : «les tanins sont des composés phénoliques polaires ayant un poids
moléculaire (PM) comprise entre 500-3000 Da et qui ont, a c6té des réactions classiques
des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines »
(Cowan, 1999 ; Bouazza, 2014). A ce jour plus que 1000 structures de tanins ont été
identifiées, et ils existent dans presque chaque partie de la plante : les feuilles, les fruits, les

racines, 1’écorce, le bois et les graines (Gaboriau, 2016).

Du point de vue structural, les tanins constituent un groupe hétérogene des structures
moléculaires variées (Rira, 2006), la structure de ces composés comprend au moins un
noyau aromatique et un ou plusieurs groupements phénoliques (Bouazza, 2014). En
fonction du type de I’acide phénolique et du type de liaison qui déterminent la taille et la
réactivité chimique de la molécule, ils sont repartis en deux groupes distincts (Rira,
2006) :

» Les tanins hydrolysables : Ce sont des composes macromoléculaires dont la
masse moléculaire peut attendre 20000 Da et qui sont hydrolysables, ils sont des
esters d’acides phénoliques (Figure 18) (acide gallique ou ellagique associés a un
polyol- habituellement le glucose-). Ils peuvent étre classés en deux sous-classes :

les ellagitannins et les gallotannins (Bouras, 2015).

_O
COOH o \{
= I
| c-o~ \—1—1 c= | )
HO = “oH = _\,l/\o\\.G/OVG HO‘L\/A‘OH
OH OoH
Acide gallique 1, 2, 3, 4-penta-O-gallyol-B-D-glucose Residue de gallyol

Figure 18 : Structures de base des tanins hydrolysables

» Les tanins condensés : ce sont des macromolécules dont le poids moléculaire varie

entre 300-500 Da. Les tanins condensés ou proanthocyanidines (Pas) sont des
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polyphénols complexes formés a partir de dimeres ou d’oligomeéres de divers
flavon-3-ols (Figure 19) (Laguna, 2019).
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Figure 19 : Les molécules monomeres des tanins condenses (Diouf, 2003).

Les tanins présentent un rdle de protection contre les prédateurs naturels de la plante
comme les bactéries, les champignons, les mammiferes herbivores. La liaison aux
protéines entraine ainsi une rigidification de I’architecture de la plante et une diminution de
son appétence, repoussant ainsi les « agresseurs » (Sabater, 2012). De nombreux tanins
possedent des propriétés antioxydantes par le piégeage des radicaux libres, antivirales,
antiseptiques, ils sont aussi largement décrits comme un remeéde qu’a un effet préventif a

I’égard des maladies cardiovasculaires (Brunet, 2005).
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2.1.2. Les terpénes

Les terpénes (ou isoprénoides) forment la famille de produits naturels la plus large et
variee (Garvia, 2013). Le terme terpénes provient de la térébenthine (balsamum
terebinthinae), la térébenthine, dite « résine de pins », est le baume visqueux qui coule en
coupant ou en sculptant et le nouveau bois de plusieurs especes de pins (pinacées)
(Breitmaier, 2006).

Ils sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte
(Malecky, 2008), formée par ’assemblage de deux ou pleusieurs unités isopréniques dont
des polyméres de I’isopréne (figure 20) de formule brute (CsHs), (Ouis, 2013).

Jo

Figure 20 : La structure d’isopréne (Tchinda, 2015).

Ces volatils sont libérés dans I’atmosphére par les fruits, les feuilles, les fleurs et dans
le sol par les racines (Guitton, 2010), qui peuvent étre biosynthétisés par deux voies
principales soit a partir du 3-isopentényle pyrophosphate (IPP) ou du 3,3-démithylallyle
pyrophosphate (DMAPP), eux-mémes formés a partir de I’acétyl CoA (Laurie, 2013).

A ce jour, avec plus de 30 000 molécules identifiées, selon le nombre d’unités
isopréniques associées, on distingue (Figure 21) : les hémiterpénes (C5), les mono terpénes
(C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpenes (C20), les sesterpenes (C25), les triterpénes
(C30), les tétraterpenes (C40) et les polyterpenes (Harkati, 2011).
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Figure 21 : La diversité des terpénes selon le nombre d’unités isopréniques (Garvia,
2013).

Les terpénes ont de nombreuses fonctions dans les plantes comme tel que un agent
thermoprotecteur, ont une fonction de signalisation (Destinney, 2009), aussi ils présentent
un large éventail d’activités biologiques, y compris les activités antibactériennes,

antivirales, antifongiques et des insecticides (Rebecca et al, 2019).

2.1.3. Les alcaloides
Les alcaloides sont des composés bioactifs naturels bien connus (Bikash et al, 2018),

le terme alcaloide dérive du mot « alcalin » et décrit une molécule ayant le comportement
d’une base de Lewis (Ceccon, 2006). Du point de vue biologique, ’alcaloide est tout
composé chimique biologiquement actif et hétérocyclique qui contient de 1’azote et peut
avoir une certaine activité pharmacologique et, dans de nombreux cas, un usage médicinal

ou écologique (Aniszewski, 2007)

Ils sont localisés dans les tissus périphériques (tels que les écorces de tige et de
racines, téguments des graines) a des masses moléculaires variant de 100 a 900 (Chenni,
2010).
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Les précurseurs de ces composés sont au nombre de 6, représentes dans la figure 22,
leur biosynthése est communément admis qu’elle se réalise par les trois réactions

fondamentales suivantes (Figure 23) :

1. La formation de base de Schiff (eql).

2. Lacondensation de Mannich (eqg2).

3. Une condensation de type aldolique entre une imine et une énamine (eq3)
(Benmekhbi, 2012).

NH,, HoN NH,
NH R
NH R : N
2 NH, H

HO.C HO,C
Ornithine Lysine R=H Phénylalanine Tryptophane
R=H Tyrosine

Figure 22 : Acides aminés précurseurs d’alcaloides Benmekhbi, 2012).

Y H:;O S
C=0 + R-NH, ———————= C=N-R Eg. 1
ry Iy
||
mJ:/ + R-MNH; + :t::o L —?—:ll—NH—R Eq. 2
H
H
—N=C—CHgz— H
@ H - - —HN-C——CHy— Eq.3
H HC——C=N—
+ 2 H

Figure 23 : Réactions admises pour la biosyntheése d’alcaloides (Benmekhbi, 2012).

La figure (24) suivante représente quelques exemples d’alcaloides et leurs

précurseurs.

34



Chapitre 111 Les métabolites secondaires

1”0

Issus de Ila L.ysine

™~

Dipepiridine Ouinolizidines QA
™~ DIiP bicycligques
]
™~ ™~
Indolizidines Id= OQuinolizidines QA

téracycligues

Issus de la L'"Ornithine Issus duTrvptophane

H
N

N R Vi

Pyrrolizidines PA Alcaloides indoligues Ind

Figure 24 : Quelques exemples d’alcaloides et leurs précurseurs (Meriane, 2018).

Les alcaloides peuvent étre groupés en fonction de leurs sources végétales ou selon la

structure du systéme cyclique contenant I’atome d’azote, par conséquent on distingue

(Hanson, 2003) :

¢ Les alcaloides vrais : I’azote est inclus dans un hétérocycle, dérivent des acides
aminés.

¢ Les proto-alcaloides ou alcaloides terpéniques : I’azote n’est pas inclus dans
hétérocycle, dérivent des terpenes.

¢ Les pseudo-alcaloides : ne contiennent pas un azoteé intra cyclique (Bakasso, 2009).

Certains alcaloides sont des antibactériens, antifongiques et antiviraux, et ces
propriétés peuvent s’étendre a la toxicité pour les animaux, ils peuvent également étre
utilisés par les plantes comme herbicides contre les plantes concurrentes (Ernesto et al,
2008).

La plupart des alcaloides ayant une activité biologique chez I’'Homme affecte le
systeme nerveux (Margaret et al, 1998), comme ils présentent d’autres propriétés
pharmacologiques  connues:  anticancéreuses,  antibactériennes,  antioxydantes,

antiallegiques, antidiabétiques et hypolipidimiques (Nazar et al, 2020).
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1. Activité antioxydante

1.1. Le stress oxydatif

Tous les organismes aérobies sont strictement dépendants de [’oxydation
phosphorylante mitochondriale pour la production d’adénosine triphosphate (ATP) et
I’homéostasie énergétique. L’oxygene est aussi strictement indispensable du fait de son
potentiel oxydant tres élevé, ce qui le rend parallelement tres dangereux pour toutes les

molécules de I’organisme (Leverve, 2009).

Par définition, le stress oxydatif est un terme non spécifique qui décrit de facon
générale un déséquilibre entre la production des radicaux libres et les capacités de défense
antioxydante de I’organisme (Baudin, 2020 ; Grasemann et al, 2020).

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d’avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs
électrons célibataires. Un électron non apparié sur une couche orbitale, cela lui confére une

grande reactivité donc une demi-vie trés courte (Goudable et al, 1997).

Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par 1’acceptation d’un autre
électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al,
2007).

Les radicaux libres (Tableau 4) les plus courants sont les especes réactives de
I’oxygéne (ERO ou ROS) ou de I’azote (ERA ou RNS) (Zerargui, 2015).

Tableau 4: Les principales formes des radicaux libres générés par les systemes

biologiques (Zerargui, 2015).

Nom Symbole
Anion superoxyde 02+
Radical hydroxyle OH-
Monoxyde d’azote NO-
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Peroxyde d’hydrogéne H20

Acide hypochlorique HOCI

Oxygeéne singulet 102
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO
Radical peroxy ROO

Ils sont impliqués dans la régulation des différents fonctions physiologiques tels que :
le contrdle du tonus vasculaire, la transduction de signal tel que la S-nitrosylation de
plusieurs protéines récepteurs, I’adhérence des leucocytes et ’inhibition de 1’agrégation

plaquettaire (Beaudeux et al, 2006 ; Parihar et al, 2008).

Les RL jouent un autre réle important dans I’activation des processus inflammatoires
ou ils activent les facteurs de transcription induisant la transcription des genes codants pour
des protéines impliquées dans la réponse inflammatoire (Closa et al, 2004). Comme ils
peuvent intervenir dans ’activation de certaines enzymes, des canaux ioniques et des

récepteurs membranaires (Favier, 2003 ; Parihar et al, 2008).

Chez ’Homme, de nombreuses situations pathologiques sont associées a une
production accrue de radicaux libres tels que les Iésions endothéliales (lors des processus
carcinologiques, de athérosclérose, hypertension artérielle...) (Huet et al, 2008), outre les
maladies rhumatismales, 1’asthme, cancer, diabéte et vieillissement (Afonso et al, 2007),
par I’oxydation des protéines, de ’ADN et surtout par superoxydation des lipides (Figure
25) (Fendri et al, 2006).
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| Espéces réactives de l'oxygéene |

ADN | Lipides l |Protélrwes|

Oxydation des acides
nucléiques

Oxydation des groupements
sulfhydryls

I Peroxydation lipidique |

Production d'aldéhydes :
malondialdehyde,
hydroxynonenal...

Altération Perturbation Altération des protéines
des génes de l'intégrité membranaire Sytémes enzymatiques

Altération fonctionnelle des récepteurs actives/inactives

{ Dommages cellulaires |

Figure 25 : Principaux dommages cellulaires induits par les radicaux libres et provoqués
sur I’ADN, protéines et lipides (Bennamara, 2017).

1.2.1. Espéces réactives de I’oxygene

Les especes réactives de I'oxygene (ERO) sont principalement formées lors de
I’oxydation des lipides par le cycle de Krebs et lors de la chaine de transport
mitochondriale d’¢lectrons (Figure 28) (Baratli, 2015).

La réduction de I’oxygéne permet de distinguer les composés oxydants suivants :

¢ Les radicaux libres primaires : ils dérivent directement de 1’0, par une réaction
de réduction.

¢ Les radicaux libres secondaires : ils sont formés par la réaction des radicaux libres
primaires sur les composés biochimiques cellulaires ;

¢ Les especes actives de ’oxygéne : ce sont des molécules qui ne possedent pas
d’¢électrons non appariés mais ont un pouvoir oxydant, car elles peuvent donner

naissance a des radicaux libres (Mongens, 2013).

Dans les conditions physiologiques, environs 0,4 a 4% d’¢électrons s’échappent et
réagissent directement avec ’oxygene dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a
des ERO representés dans la figure (26). Celles-ci soit des radicaux libres comme 1’anion
de superoxyde (O2¢ ) ou le radical hydroxyle (OH"), soit des molécules comme le

péroxyde d’hydrogéne (H202) ou I’oxygéne singulet (*O2) (Haleng et al, 2007).
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Crain d'énergie
0,7 (anion superoxyde)

+ NO*

L0, (singulet)
H,0, (peroxyde dhydrogéne) ONOOr

(peroxymnitrite)
‘/Fr:.rrmu

OH" (radical hydroxyle)

Figure 26 : Formation des espéces réactives de 1’oxygéne (Nkhili, 2009).

> lon superoxyde Oy

L’anion superoxyde est formé par réduction monoélectronique de 1’O,. Il est produit
majoritairement au niveau de la chaine respiratoire chez les bactéries comme chez les

organismes supérieurs (Bonnot, 2009).
O,+¢ P 02

Ces radicaux libres ne sont pas tres réactifs et ont une demi-vie courte, mais ils
constituent des radicaux précurseurs et ils exercent leurs effets par la formation d’espéces

radicalaires beaucoup plus réactives (Ronald, 2011).

> Le Superoxyde d’oxygene H,0;

L’eau oxygénée (ou peroxyde d’hydrogéne H,0,) est un produit plus stable que les
superoxydes, il peut se déprotoner pour donner 1’anion hydroperoxyle (HO2-) et I’ion

peroxyde (O2¢ ).Sa formation se fait a partir du radical superoxyde en solution aqueuse
selon ’équation suivante (Oueslati, 2007) : 2 02¢ +2H+ ‘ H202+ 02
» Le radical hydroxyle OHe

Le radical hydroxyle est généré par la réaction du peroxyde d’hydrogeéne avec 1’anion
superoxyde (réaction d’Haber —Weiss), engendrant alors un ion OH™ inoffensif et un
radical OHe:  H,0,+ O,» W) OH:+ 02+ OH
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Il a une demi-vie excrément courte et il a la capacité de réagir trés rapidement avec

la plupart des molécules biologiques (Kadeche, 2018).

> L’oxygéne singulet ‘O,

C’est une molécule mise en état d’excitation par activation photochimique de

I’oxygéne :

Energie

O, mmm) O
10, est trés instable. |1 peut apparaitre durant les cycles de peroxydation lipidique. Il
se forme au cours de l'attaque de l'eau oxygénée par la myéloperoxydase (une enzyme
hémique présente en concentrations importantes £ 5 % en poids dans les granules
primaires des cellules polymorphonucléaires neutrophiles) durant la phagocytose
(Belkheiri, 2010).

1.2.2. Espéces réactives de ’azote

> Espéces radicalaires de I’azote

Le monoxyde d’azote (NOe) est formé de manicre endogeéne de a partir de la
Larginine, de l'oxygene et du NADPH (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) par
plusieurs enzymes d’oxyde nitrique synthase (NOS) en réponse a un certain nombre de
stimulus physiologiques. C’est une espéce instable (Trabsa, 2015), et qui peut jouer le réle
d’un neurotransmetteur, un agent vasodilateur, un agent cytostatiqgue et cytotoxique
(Vadon-Le-Goff et al, 2018).

L-Arginine + O, ‘ L- Citrulline + NO-

» Espéces non radicalaires de I’azote

Le monoxyde d’azote peut réagir avec la plupart des espéces oxygénées et se
transforme en dioxyde d’azote NO; (2 NOe« + O, ‘ 2 NOy), lequel peut donner du
trioxyde d’azote N,O3 (NO + NO, ‘ N20O3) pour enfin aboutir a un ion nitrate
stable (NO2') (N,O3 + H,0 — 2 NO, ™ + 2H"). Il plus stable que son précurseur azoté, mais
responsable de ’oxydation de nombreuses biomolécules (protéines, lipides et acides

nucléiques) (Rezaire, 2012).
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1.2.3. Sources des ERO et ERN

Les principales sources des radicaux libres sont soit endogénes ou exogenes (Figure
27).

a) Sources endogénes

e Mitochondrie

La chaine respiratoire mitochondriale est considérée comme la premiéere source des
radicaux libres (RL) dans les organismes aérobies, il existe deux sites précis de formation
des RL : les complexes | et Il1.

e Cytochromes P450

La plupart des Cyt P450 sont localisés dans le réticulum endoplasmique, alors que
d’autres se localisent au niveau de la mitochondrie. Au cours de 1’hydroxylation de leur

substrat peut parfois conduire a la formation d’un ion superoxyde.

e NADPH oxydase

Le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase catalyse la réaction
monoélectronique de I'oxygéne en utilisant le NDPH ou le NADH comme donneur

d’¢lectron entrainant la formation des radicaux superoxydes.

e Xanthine oxydase XO

La xanthine oxydase est présente dans le sang, les cellules endothéliales et aussi dans
le foie. Elle génere les radicaux libres en réduisant I’hypoxanthine en xanthine, en faible

quantité au repos (Commeau et al, 2017).

¢ NO synthases

Elles sont a l’origine de la production des NOe, mais peuvent sous certaines

conditions produire des superoxydes (Behadada, 2017).

e Phagocytose

Ce processus représente une autre source des radicaux libres par I’activation de

récepteurs membranaires des polynucléaires neutrophiles (Cerou, 1994).

b) Sources exogénes

Les rayonnements UV (320-400nm) sont absorbés par des chromophores qui vont
alors excités pour fournir un oxygéne singulet. Ils réduisent aussi I’O2 en anion superoxyde
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qui sera rapidement transformé par ’enzyme superoxyde dismustase (SOD) en H,0, qui

sera réduit a son tour en radical hydroxyle OHe par la réaction de Fenton (Guillouti, 2016).

D’une large variété de facteurs (tabac, pesticides, métaux lourd, herbicides pollution,

alcool, irradiations) peuvent contribuer a la production des radicaux libres (Beddou, 2015).

Inflammation Facteurs environnementaux
Cytokines & Métaux L
Facteurs de croissance Fe, Cu, Zn Radiations
\ Pathogénes Xénobiotiques

Récepteur R .f.»"!"".; =

P-450 2,
Monooxygénase
Phagocytes

Métabolisme
Lipooxygénase
Cyclooxygénase

Peroxysome

Mitochondrie

. Membrane
‘ cytoplasmique

Figure 27 : Sources endogeénes et exogenes des radicaux libres (Afonso et al, 2007).
1.3. Les antioxydants

D’apreés Halliwel (1994), un antioxydant est toute une molécule endogéne ou
exogene presente en faible concentration qui est capable de neutraliser, réduire et prévenir

les dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme.

L’organisme produit ses propres antioxydants comme la vitamine E (a-tocophérol) et
certaines enzymes ; on parle d’antioxydants endogénes, d’autres antioxydants, qualifiés
d’exogenes, sont apportés par I’alimentation. C’est le cas de la vitamine C, de la vitamine
E (qui est a la fois endogéne et exogene), des caroténoides et des flavonoides (Pessel,
2013).
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1.3.1. Types d’antioxydants

1.3.1.1. Antioxydants naturels
Contre les effets délétéres de 1’oxygeéne et ses dérivés, I’organisme est doté d’un

systeme de protection efficace enzymatique et non-enzymatique (Figure 28) (Tessier et al,
1995).

Antioxydants naturels

Enzymatiques Non-enzymatiques
|
Co-facteurs Vitamines
Minéraux Caroténoides
Composeés Composeés Composés
phénoliques soufrés azotés non
protéigues

Figure 28: Les classes d’antioxydants naturels (Maurent, 2017).

» Antioxydants enzymatiques

La défense enzymatique contre le stress oxydatif est assuré par plusieurs enzymes
tels que la catalase, le superoxyde dismutase, les enzymes de cycle de 1’ascorbate et les
enzymes de cycle d’oxydoréduction de glutathion (principalement la glutathion peroxydase
et la glutathion réductase). Ces enzymes agissent en cascade et chacune d’elles assure une

réaction, le produit de 1’une est généralement le substrat de I’autre (Benhamdi, 2014).

e La catalase

C’est une enzyme héminique, c’est-a-dire qu’elle posséde un atome de fer qui
participe a la fabrication de ’héme. Elle est formée par 4 sous-unités comprenant chacune
un atome de fer sous forme Fe**. Elle est majoritairement retrouvée dans les hépatocytes,
les érythrocytes et les cellules rénales pour catalyser la dismutation de H,O, en eau et en
oxygene (Poisson, 2014) : 2H,0; ‘ 2H,0 + O,
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e Le superoxyde dismustase

Les superoxydes dismustases (SODs) sont un groupe de métalloenzyme non
hémiques. lls forment la premiére ligne de défense contre les radicaux libres (Younus,
2018), ce role a été connu depuis 1968 (Menvielle-Bourg, 2005).

IIs consistent a détoxifier I’organisme du radical superoxyde, en catalysant la réaction

suivante : 02~ +02¢ +2H" mmm)  H:0:+ 0

Il existe pleusieurs types de SOD caractérisés par I’atome métal situé sur leur site
actif (Poinso, 2016), la SOD Cu/Zn cytosolique (SOD1), nucléaire et pyroxysomique, la
SOD Mn strictement mitochondriale (SOD2), il existe une 3°™ forme localisée dans le
milieu extracellulaire, dont I’activité dépend du Cu et Zn (SOD3) (Kattan, 2009).

e Les enzymes de cycle de I’ascorbate

Le cycle Asada-Halliwell-foyer est un cycle composé de quatre enzymes conduisant,
par des réactions d’oxydoréduction successives, a la réduction de H,O, par I’ascorbate
peroxydase via I’oxydation d’ascorbate, et la régénération du pool d’ascorbate (Bertrand,

2008), les réactions du cycle sont représentées dans la figure (29).

Figure 29 : Les réactions du cycle Cycle Asada-Halliwell-Foyer (Bertrand, 2008).

¢ Les enzymes d’oxydoréduction de glutathion

C’est un peptide soluble, de formule y-Glu-Cys-Glu, ces enzymes sont devisées en 2
types (Figure 33) : les glutathion peroxydase (GP), qui métabolisent une grande variété
d’hydroperoxydases d’oxygéne en plus de H,O,, ce dernier reste préférentiel pour la GP1,
GP2 et GP3 par contre la GP4 est la seule capable d’agir directement sur les hydroxydes
de phospholipides (Chabory,2009). Les glutathion réductases (GR) ont un rble a générer
le GSH (glutathion réduit) a partir du GSSG (glutathion oxydé) (Figure 30) en utilisant le
NADPH (Lallement, 2014).
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Figure 30 : Formules développées du glutathion réduit (A) et du glutathion oxydé (B)
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(Lallement, 2014).

Antioxydants non-enzymatiques

Leurs sources sont soit endogénes ou exogenes.

Antioxydants non-enzymatiques endogenes

Acide urique : est un compose issu du catabolisme des bases puriques. Il se lie
avec le fer, le cuivre pour agir comme un donneur d’électrons capable ainsi de
stabiliser les radicaux hydroxyles HO®, peroxyle ROO°, et I’oxygéne singulet
(Groussard et al, 2003 ; Powers et al, 2008).

Glutathion : Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les
peroxydes organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase,
c’est un antioxydant abondant dans 1’organisme ou il joue un role de protection des
tissus et de protéines par la réduction des radicaux formés par I'oxydation des
vitamines E et C. Il est principalement fourni par I’alimentation méme si
I’organisme est aussi capable d’en produire (Richard, 2013).

Coenzymes Qip ou ubiquinone: est le 2,3-diméthoxy-5-méthyl-6-décaprényl
benzoquinone, composé¢ d’un noyau benzoquinone hydrophile reli¢ a une longue
chaine isoprénoide hydrophobe. Il fonctionne comme un transporteur d’électrons
depuis les complexes | et 11 vers le complexe 111 (Figure 31). Son action permet de

protéger efficacement les protéines, les lipides et ’ADN de I’oxydation (Beue,
2013).
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Figure 31 : Le transport d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire (Gonzalez, 2015).

e Bilirubine : est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte
essentiellement de catabolisme de I’hémoglobine par les cellules du systéme
réticuloendothéliale. Elle est capable de piéger les radicaux libres peroxyle RO* et
I’oxygeéne singulet, elle protége 1’albumine et les acides gras liés a lui-méme des
attaques radicalaires (Dwassy, 2014).

e Melatonine : est une hormone produit par la glande pinéale,, elle détruit ou inhibe
’action de certains radicaux libres et ¢léments facteurs de stress oxydatif tels que le
radical hydroxyle, peroxyde d’hydrogéne, monoxyde d’azote et [’anion
peroxynitrite. Elle augmente ainsi I’activité de plusieurs enzymes antioxydants pour
une meilleure protection contre les radicaux libres (Sonnonguebwaoga, 2012).

e Melanine : ce sont des pigments formés par oxydation et polymérisation de la
tyrosine grace a l’action d’enzymes (tyrosine hydroxylase et tyrosinase). Les
mélanines noires et marron présentent dans la peau, ont la capacité de la protéger
des rayonnements ultraviolets, elles comportent comme piégeurs des radicaux
libres (Dwassy, 2014).

% Antioxydants non-enzymatiques exogenes

e Vitamine C: ou acide ascorbique (Figure 32), est une molécule hydrophile que
I’on retrouve dans de nombreux fruits comme : les oranges, les citrons et les fraises.
Elle est capable de piéger les radicaux libres mais son intérét majeur en terme de
pouvoir antioxydant réside en sa capacité a régénérer la vitamine E au sein de la

membrane (Figure 33) (Desmier, 2016).
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HO  OH

Figure 32 : Structure de la vitamine C (Desmier, 2016).
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Figure 33 : La régeneration de vitamine E a partir de la vitamine C (Desmier, 2016).

Vitamine E : est un composé amphiphile, capable de s’insérer dans les membranes
cellulaires : globules rouges, cellules endothéliales, cellules musculaires, neurones
(c’est le seul antioxydant du systéme nerveux central) et les gameétes. Il existe
plusieurs formes de la vitamine E, différenciées par les substituants du noyau
chromanol (noyau benzyle associé a un hétérocycle a 6 carbones substitué par un
hydroxyle et par une chaine latérale ramifi¢e saturée s’il s’agit de tocophérol (a-, B-
, Y-, ou o-tocopherol) ou insaturée s’il s’agit de tocotriénols (a-, B-, y-, ou o-
tocoprienol) (Odile et al, 2005).

Caroténoides et vitamine A: la vitamine A est exclusivement animale.
Cependant, sous ce nom de vitamine A se cachent aussi d’autres molécules
appelées vitameres, qui sont dotés de I’activité de rétinol comme les caroténoides
ou provitaminiques A qui sont trés largement répandus dans le régne végétal (B-
caroténe, P-cryptoxanthine). La vitamine A possede une importante activité
antioxydante grace a sa longue chaine portant de multiples instaurations conjuguées
par contre I’activité antioxydante des caroténoides (composés terpéniques formés a
partir d’unités isopréniques) repose essentiellement sur le piégeage d’anion

superoxyde ou des radicaux peroxydes (Grar, 2017 ; Djenidi, 2019).
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1.3.1.2. Antioxydants synthétiques

Il existe de nombreuses molécules synthétiques possédant un caractére antioxydant,
la plupart sont des composés phénoliques. Le plus couramment utilisé est le Trolox®
(Figure 37) ou acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchromane-2-carboxylique, est un
analogue de la vitamine E. Il posséde un fort potentiel antioxydant. Le 2,6-di-tert-butyl-4-
méthoxyphénol, plus connu sous le nom de BHT (Figure 34) est un antioxydant utilisé

comme conservateur dans 1’industrie agro-alimentaire (Maurent, 2017).
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Figure 34 : Structures de Trolox®, BHT, BHA | et Il (Maurent, 2017).

1.3.2. Mécanismes d’action des antioxydants
Generalement, les cellules utilisent les antioxydants pour contréler leur état de stress
autrement dit, le niveau d’espéces réactives de ’oxygene. Selon leur mode d’action ils sont

regroupés en deux classes :

» Les antioxydants piégeurs : ce type d’antioxydants sont capables de piéger les
radicaux libres et en captant leur électrons célibataires et en les transformant en
molécules ou ions stables, parmi les quels, on trouve la vitamine C, vitamine E,
polyphénols, glutathion réduit.

> Les antioxydants préventifs : cette classe des antioxydants utilise une stratégie
enzymatique visant a détruire principalement les superoxydes et les peroxydes, tels
que : les superoxydes dismustases, les catalase a cofacteur fer, ’heme oxygénase

(Krim, 2014).
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1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Tableau 5 : Tests de I’activité antioxydante in vitro (Madi, 2018).

Les activités biologiques

Tests DPPH ABTS ou TEAC FRAP ORAC

Mécanismes réactionnels -  transfert  d'électron - transfert d'électron et de - transfert d'électron. - transfert de proton
majoritaire proton.

Nature des molécules - hydrophiles et - hydrophile et lipophiles. - hydrophiles. - hydrophiles et

testées lipophiles. lipophiles.

Expression des résultats - CI50 et/ou en mg ou - CI50 et/ou en mg ou - en mg ou umol - CI50 et/ou en mg ou
umol équivalent dune pmol équivalent d’une équivalent Fe2+. umol équivalent d’une

Avantages

Inconvénients

molécule de référence.

- trés facile a mettre en
ocuvre.

- peu couteux.

-encombrement  stérique
de molécules a hauts
poids moléculaires.

- interférences possibles a
515 nm.

- forte dépendance au pH
et au solvant.

- radical inexistant in
Vivo.

molécule de référence.

- trés facile a mettre en
ocuvre.

- cinétique de réaction trés
rapide.

- peu couteux.

- produits de dégradation
antioxydants.
- radical inexistant in vivo

- tres facile a mettre en
accuvre.
-peu couteux

- pH utilisé
physiologique.

- interférences possibles a
595 nm.

- interférences  avec
composés possédant E°<
0,77V.

non

molécule de référence.

- facile a mettre en ccuvre.
- couteux (nécessité d’un
fluorimetre).

-Utilisation d'un
générateur de radicaux
(ROO).

- mécanismes de

génération des ROO.

- non physiologique.

- interférences possibles
des protéines.
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2. Activité antibactérienne

2.1. Bactérie

Les bactéries sont parmi les plus anciens et abondants étres vivants sur terre. Ce sont
des microorganismes procaryotes, leur cellule est entourée par une membrane plasmique
doublée d’une paroi parfois une capsule, a I’intérieur se trouve un chromosome circulaire

libre, un protoplasme contenant des granulations et des vacuoles (Figure35).

La plupart des bactéries sont soit sphériques, soit allongées et méme spiralées ou
incurvées. En fonction de leur mode de nutrition et leur comportement vis-a-vis de
I’oxygene, elles sont classées en 2 grandes catégories : bactéries aérobies et bactéries
anaérobies. Elles se reproduisent selon 2 modes qui sont: la division simple et la
sporulation (Riachifoulla, 2014 ; Khaldi, 2018).

ADN chromosomique

Capsule Chromatophore

\ / Mésosome
\ /

Grains de réserve

Pigments

Flagelle

0.1a2pm

pili Vacuoles
Membrane cytoplasmique

- »

0.5a5pum

Figure 35: Exemple d’une structure bactrienne (Khaldi, 2018).

2.2. Culture des bactéries

Habituellement, les bactéries sont cultivées dans des milieux complexes a base

d’extrait ou hydrolysats enzymatiques de viandes, ces milieux peuvent étres :

» Liquide (ou bouillons) : ou les bactéries se dispersent librement et leur

multiplication se traduit par trouble, le plus souvent homogene.
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» Solide : la solidification est obtenue par I’addition de I’agar (un extrait d’algues qui
a la propriété a fondre 1’ébullition et se solidifier & des températures inferieures a
40°C. Dans ce milieu les bactéries se déposent a la surface. Lorsque la quantité des
bactéries est faible, chaque bactérie se multiple jusqu’a former un amas de bactéries

visible a I’ceil nu que 1’on appelle colonie (Nauciel et al, 2005).

2.3. Les antibiotiques

Le terme « antibiotique » (du grec anti=contre, biotiks= concernant la vie), a été
utilisé pour la premiere fois en 1889 (Muylaert et al, 2012). Ce sont des substances
antibactériennes produites par des microorganismes (champignons et bactéries) ou de
synthése chimique, capables d’inhiber la croissance ou détruire les microorganismes (Ben-
Abdallah et al, 2019 ; Liu et al, 2020), dans lesquels elles pénetrent en perturbant
(Delamare, 1992), ou en agissant sur une étape principale de métabolisme (Berche, 1988).

Il existe plus de 10 000 molécules d’antibiotiques, mais seulement une certaines sont
efficaces et utilisables pour des applications thérapeutiques, les autres sont trop toxiques et
instables (Quoc-Tuc, 2012).

2.3.1. Classification des modes d’action des antibiotiques

Selon Cohen (2001), la classification des antibiotiques est basée sur le spectre

d’action, la cible, ou la famille chimique.
Les principales familles chimiques des antibiotiques sont :

Béta-lactamine : pénicilline et céphalosporines ;
Aminosides: streptomycine, gentamycine ;
Phénicolés: chloramphénicol et thiamphénicol ;

Cyclines: tétracyclines, doxycycline ;

® & & oo o

Macrolides et apparentés: érythromycine, oléandomycine.

Les antibiotiques agissent habituellement soit comme bactéricides (ils tuent les
bactéries), soit comme bactériostatiques (inhibent la croissance bactérienne et détruisent le

microorganisme) (Brama, 2002).
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Les antibiotiques agissent selon les 4 modes d’action suivants :

I.  L’interférence avec la synthése de la paroi cellulaire : carbapénémes, 3 lactamines.
I1.  L'inhibition de la synthése des protéines microbiennes:
¢ Se lier avec la sous-unité 50S du ribosome: macrolides, la clindamycine.
¢ Se lier avec la sous-unité 30S du ribosome: aminoglycosides, tétracyclines.
¢ Se lier avec I’enzyme bactérienne isoleucyl-ARNt synthétase: chloramphenicol,
tetracyclines.
[1l.  L'interférence avec la synthése des acides nucléiques:
¢ Inhibition de la synthese de I'ADN: fluoroquinolones.
¢ Inhibition de la synthése d'’ARN: la rifampicine.
IV.  L'inhibition des voies métaboliques: les sulfamides, les analogues de l'acide folique

(Ferdjioui, 2014).

Le tableau (6) suivant permet d’avoir une vision globale sur la classification des

antibiotiques et leurs mécanismes d’actions.

Tableau 6: Classes des antibiotiques et leurs mécanismes d’action (Battraud, 2017).

Antibiotiques a activité bactéricide Antibiotiques a activité

bacteriostatique

Classe Cible Classe Cible

Béta-lactamine Paroi Phenicols Ribosome
(peptidoglycane)

Aminosides Ribosome Cyclines Ribosome

Polymyxines Membrane Macrolides Ribosome

cytoplasmique

Rifamycines ARN polymérase  Sulfamides Synthese des

acides nucléiques

Quinolones ADN gyrase Nitroimidazole Acides nucléiques
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2.4. La résistance des bactéries aux antibiotiques

La resistance aux antibiotiques est devenue une menace sérieuse pour la santé
publique, constituant I’'un des plus importants défis sanitaires mondiaux du 21°™ siécle-
Landoulsi, 2017). L’organisation mondiale de la santé a définit la résistance bactérienne

aux antibiotiques des 1961 de deux fagon différente :

» Definition thérapeutique : une souche est dite «résistante» lorsque la
concentration d’antibiotique qu’elle est capable de supporter est notablement plus
élevée que la concentration atteignable in vivo.

» Definition épidémiologique : une souche est dite «résistante » lorsqu’elle
supporte une concentration d’antibiotique notablement plus élevée que celle qui

inhibe le développement de la majorité des autres souches de la méme espece.

Les deux définitions sont complétées par deux autres definitions :

> Définition génétique : Une bactérie est dire « résistante » quand elle héberge des
genes codant pour cette résistance, ce qui se traduit comme un changement dans le
code génétique du micro-organisme, codant ainsi un géne altéré.

> Définition clinique : Une bactérie est dite « résistante » quand elle échappe a
I’action de I’antibiotique supposé actif, prescrit au malade, c’est ce qui se manifeste
par un échec clinique relatif ou absolu de I’antibiothérapie. Dans la majorité des
infections, un échec clinique se traduit par ’absence d’amélioration (fievre, état
général...etc.) aprés environ 72 heures de traitement et la prescription d’un

deuxiéme antibiotique (El Abdani, 2016).

L’un des principaux facteurs d’émergence de la résistance microbienne était

I’utilisation abusive des antibiotiques (Landoulsi, 2017).

La bactérie résiste 1’action des antibiotiques par 1'un ou les mécanismes suivant
(Figure 36) :

» La modification de la cible : cette derniere est modifiée et I’antibiotique ne peut
plus s’y fixer.

» L’inactivation enzymatique : ’antibiotique est modifi¢ par la production d’une
enzyme bactérienne et ne reconnait plus sa cible.

» L’imperméabilité : c’est la diminution de la pénétration (Lai, 2013).
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» L’efflux des antibiotiques : les bactéries sont capables d'éliminer les antibiotiques
par pompage actif hors de la cellule.
» La protection de la cible : empéche la fixation de I’antibiotique (Veyssiere, 2019).
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(1) Diminution de la pénétration de I"'antibiotique dans la boctérie.

(2) Uentibioctique peut &tre inoctivé por action d'une enzyme.

(3) Lo modification de lo cible empéche la xation de I'antibiotique.

(4) Lo protection de lo cible empéche lo fixation de I'antibictique.

(S) Les systémes d'offlux provoquent une élimination de I"'antibiotique hors de la cellule.

Figure 36: Les différents mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques
(Veyssiere, 2019).

2.4.1. Types de resistance

> Reésistance naturelle

La plupart des antibiotiques sont issus de la nature, certaines bactéries ont déja acquis
des résistances avant méme d’avoir été exposées aux antibiotiques : il s’agit de la
résistance naturelle (Morliere, 2014), donc elle fait partie du patrimoine génétique de
I’espece et par conséquent présente chez toutes les souches d’une méme espece, elle se
transmet a la descendance de maniere verticale et reste stable en fonction du temps
(Mangin, 2016).

» Reésistance acquise

Il s’agit d’un caractéere qui ne concerne alors que quelques (ou parfois de
nombreuses) souches d’une espece donnée, elle est moins stable mais elle se partage de

facon importante dans le monde bactérien.

Cette résistance résulte d’une modification du capital génétique de la bactérie, lui
permettant de tolérer une concentration d’antibiotiques plus élevée que celle qui inhibe les

souches sensibles de la méme espéce (Hnichi, 2017).
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Chapitre V Méthodes d’extraction des métabolites
secondaires et évaluation des activités biologiques

L’étude expérimentale a été prévue s’effectuer au niveau du laboratoire pédagogique
de biologie a I'université Abbes Laghrour - Khenchela-, mais en raison de la propagation
de la pandémie de virus Sars-2-COVID-19 dans le monde, le ministére de tutelle a annulé

le travail expérimental aux laboratoires comme mesure préventive.

1. Méthodes d’extraction des métabolites secondaires
Les méthodes d’extraction ont été adoptées des la préhistoire par les hommes qui
avaient recours 4 la filtration de I’eau. Les Egyptiens connaissaient I’enfleurage a froid ou

a chaud permettant d’extraire le parfum des fleurs (Emuri et al, 2010).

L’extraction est une étape nécessaire et présente dans de nombreux procédés de
fabrication dans les différents domaines industriels relevant de la pharmacie, de la
cosmétique, de la parfumerie et de ’agroalimentaire (Chemat, 2011). Il n’y a pas une
regle générale d’extraction des produits naturels. La littérature montre une diversité de

techniques pour une méme classe de substances naturelles (Ziane, 2016).

1.1. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiere entre une phase
qui contient la mati¢re a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de
cette opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants melangés a un

solide dans un solvant (Herzi, 2013).

» Extraction par la méthode préconisée en médecine traditionnelle (décoction)

Pour cette technique d’extraction, la matiére végétale soumit a un séchage a I’air libre.
Selon Konkon (2006), le protocole de cette méthode est le suivant :

v Peser 10 gramme de feuilles séchées ;

v Ajouter les feuilles séchées au 200 ml d’eau distillée puis agiter manuellement et
doucement ;

Porter a ébullition dans un bain marie pendant 30 minutes ;

Laisser le mélange refroidir a la température ambiante ;

Filtrer le mélange sur un papier filtre Wattman n°1 ;

<N X X

Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 200 ml d’eau

distillée bouillante);
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v' Les trois filtrats obtenus sont placés dans un seul récipient.

> Extraction par macération

La macération 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 et qui a I’avantage de préserver les substances thermosensibles.

Cette extraction se déroule en deux étapes (Bouchouka, 2016) :

Macération en milieu aqueux
Peser 5g des feuilles séches ;
Placer les feuilles seches dans un erlenmeyer et ajouter 100 ml d’eau distillée ;

Laisser le mélange a température ambiante pendant 24 heures ;

AN NN <

Filtrer et récupérer I’extrait dans un flacon en verre.

Maceération en milieu organique (éthanmol)

Peser 5¢g des feuilles seches;

Placer la matiére végétale dans un erlenmeyer et ajouter 100 ml d’éthanol a 10% ;
Fermer et laisser le mélange a température ambiante pendant 24 heures ;

Filtrer et récupérer 1’extrait dans un flacon en verre ;

AN NN N

L’extrait soumit a une évaporation de solvant a sec sous pression réduite a 40°C a

I’aide d’un évaporateur rotatif (Djermane et al, 2017).

1.2. Criblages phytochimiques

Le criblage permet de détecter les différentes familles chimiques présentes dans les
extraits préparés par des réactions de coloration, de précipitation et des observations sous
lumiere ultra- violette (Harbone, 1998). Ces tests phytochimiques ont été décrits par
(Kone, 2018).

» Tests de détection des polyphénols

¢ Sur le broyat

Dans un tube a essais contenant 5 ml d’infusé a 5% (5g de broyat dans 100 ml d’eau
bouillante), est ajouté 1 ml d’une solution aqueuse diluée de trichlorure de fer (FeCls) a
1%. En présence de composés polyphénoliques, il se développe une coloration verdatre ou

bleu noiratre.
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¢ Sur les extraits

Une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique 2% est ajoutée a 2 ml
d’extrait. L’apparition d’une coloration bleue noirdtre ou verte plus ou moins foncée

traduit la présence de composés phénoliques.

> Tests de détection des alcaloides

¢ Sur le broyat

Dix (10) grammes de poudre végétale sont ajoutés a 50 ml d’une solution d’acide
sulfurique diluée au 1/10. Le mélange est agité et macéré pendant 24 heures a la
température ambiante du laboratoire puis filtré sur papier Wattman. Dans 2 tubes a essais
contenant chacun 1 ml de filtrat sont respectivement ajoutées 5 gouttes de réactifs de

Mayer et de Dragendorff. La présence d’alcaloides est révélée par I’apparition de précipité.

¢ Sur les extraits

Le résidu obtenu a partir de 6 ml d’extrait évaporé est repris dans 6 ml d’alcool a 60°
(degré alcoolique). La solution alcoolique ainsi obtenue est repartie dans 2 tubes a essais.
Dans le premier tube, sont ajoutées 2 gouttes de réactifs de Dragendorff. L apparition d’un
précipité ou d’une coloration orange indique la présence d’alcaloides. Dans le deuxieme
tube, sont ajoutées 2 gouttes de réactif de Mayer. L’apparition de coloration brune-

rougeatre indique une présence d’alcaloides.

» Tests de détection des terpenes par la réaction de Lieberman et Blrchard

¢ Sur le broyat

Une masse de 1g de broyat de 1’organe végétal est macéré dans 20 ml d’hexane
pendant 24h. L’extrait est filtré trois fois sur du coton puis une fois sur du papier Wattman.

L’extrait a I’hexane obtenu est complété a 20 ml.

Dans une capsule, 10ml d’extrait hexanique sont évaporés a sec et repris dans un tube
avec un mélange de 1 ml d’anhydride acétique et 1 ml de chloroforme. Un volume de 1 a 2
ml d’acide sulfurique est ajouté avec précaution dans le tube contenant I’extrait. En cas de
réaction positive, il se forme un anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des

deux liquides.
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¢ Sur les extraits

Un volume de 5 ml de la solution a analyser est évaporé a sec dans une capsule sur
un bain de sable. Le résidu obtenu est dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride acétique puis
transvasé dans un tube a essais auquel est ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré avec
précaution. La réaction est positive, s’il y a apparition d’un anneau pourpre ou violet virant

au bleu puis au vert.

2. Evaluation des activités biologiques

2.1. Evaluation de Pactivité antioxydante

e Le test de piégeage du radical DPPH
» Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans

I’analyse de I’activité antioxydante des extrais de plantes (Liu et al, 2020).

Le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables. Cette
stabilite est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule (Figure 37).
La présence de ces radicaux DPPHe donne licu a une coloration violette foncée de la
solution. La réduction des radicaux DPPHe par un agent antioxydant entraine une
décoloration de la solution (Molyneux,2004), Le changement de couleur peut étre suivi par
spectrophotométrie a 517nm et de cette facon le potentiel antioxydant d'une substance ou

d’un extrait de plante peut étre déterminé (Provici et al, 2010).

DPPH ' a— DPPH-H /==
NO, NO /
— ’ p— — " Jr—
°_~ . > NN O;N~<_ » ~7~
NO, - NO. o
Reduction
PURPLE YELLOW

Figure 37: Réaction de test DPPH (2,2 diphényl -1-picryl hydrazyle) (Daniel et al, 2019).
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2.2. Evaluation de P’activité antibactérienne

>

Les

La méthode d’évaluation est décrite par (Mebarkia et al, 2019).

Les milieux de culture

milieux de culture utilisés pour réaliser le test sont les suivants :

La gélose nutritive pour I’isolement et 1’entretien des souches bactériennes.

La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries.

Stérilisation des matériels

Stériliser I’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions
bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) enrobés dans du
Préparation de la suspension des souches de référence

Incuber les souches microbiennes a tester dans des boites de pétrie contenant de la
geélose nutritive ;
Apres 18h d’incubation a 37°C. Préparer des suspensions microbiennes d’une
densité optique de 0.5 Mc Farland, pour chaque microorganisme, dans 5 ml d’eau

distillée stérile.

v’ papier aluminium a ’autoclave a 121°C pendant 30 minutes.

Ensemencement

L’ensemencement se fait sur un milieu Géloses Muller Hinton (MH), coulées en

boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm (Les géloses sont séchées avant emploi), les

¢tapes de I’ensemencement sont résumées comme suivant :

v
v

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum ;

Frotter ’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en
stries serrées ;

Répéter 'opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir ’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose ;

Réaliser une série de dilutions (1/1,1/2,1/4 et 1/8) de I’extrait organique dans le
diméthylsulfoxide (DMSO) a partir d’'une solution mere 200 mg de I’extrait

organique préalablement dissouts dans un ml DMSO.
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» Application des disques

v" Imprégner des disques de papier filtre de 6,0 mm de diametre (Wattman n° 1
individuellement avec 15 ul d’extrait a différentes concentrations ;

v' A T'aide d’une pince stérile, appliquer les disques a la surface des milieux déja
ensemences ;

v' Placer un disque de I'antibiotique (Gentamicine 30ul) dans la boite de Pétri comme
contréle positif ;

v’ Utiliser un disque imprégné de 5 pul de DMSO comme témoin négatif ;

v Répéter chaque test 3 fois ;

v Fermer les boites et les incuber a température ambiante pendant 20 min, ensuite
dans une étuve a 37 °C /24 h.

» Lecture

La lecture se fait apreés 18 a 24 h d’incubation a 37° C, I’obtention d'un halo clair
autour du disque indique l'inhibition de la croissance microbienne. Le diameétre de la zone

d'inhibition est mesuré en mm incluant le diamétre du disque.
La sensibilité est regroupée comme suit :

v Non sensible pour un diamétre inférieur a 8 mm ;
v’ Sensible pour un diamétre de 9-14 mm ;
v’ Tres sensible pour un diamétre de 15-19 mm ;

v/ Extrémement sensible pour diamétre supérieur a 20 mm.
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3. Activités biologiques de Reum palmatum

3.1. Activité antioxydante

Le stress oxydant est défini comme étant un déséquilibre entre la présence d’espéces
réactives de I’oxygene et de nitrogene et la capacité de I’organisme a neutraliser leur action
par les systémes antioxydants, ce déséquilibre provoque des dommages sur certaines
macromolécules (ADN, protéines et lipides) conduisant a ’apparition de diverses maladies

mortelles (Amor, 2017 ; Kada, 2018).

Ces derniéres années, plusieurs recherches scientifiques ont été développées pour
I’extraction, I’identification et la quantification des antioxydants naturels a partir des
substances naturelles a savoir, les plantes médicinales. Dans ce contexte, une comparaison

sera faite entre trois especes de genre Rheum afin d’évaluer leur activité antioxydante.

L’activité antioxydante des extraits de chloroforme et de méthanol des racines et
des tiges de Rheum ribes a été évaluée par Oztiirk et al, (2007) a I’aide d’un systéme
modéle d’acide b-carotene-linoléique, tandis que trois méthodes ont éte utilisées : DPPH et
ABTS radical scavenging activities as ell as ferric reducing power FRAP pour tester le
pouvoir antioxydant de I’extrait méthanolique des racines de Rheum palmatum par Sokol-
Letowska et al, (2009), par contre chez le Rheum rhabarbarum, le potentiel antioxydant
des extraits méthanoliques des tiges a été déterminee par Stanislaw et al, (2019) a I’aide
de la capacité antioxydante équivalente au trolox (TEAC), DPPH, ABTS et la méthode de
FRAP chez deux variétés (la rhubarbe de Victoria et la rhubarbe rouge de Malinowy, dont
la rhubarbe de Victoria de la récolte de printemps a été marquée comme VS et de la récolte
d’automne comme VA. La rhubarbe rouge de Malinowy de la récolte de printemps a été

marquée comme MS et de la récolte d’automne comme MA).

Toutes les trois especes ont montré une activité antioxydante tres élevée, cela est
expliqué par leur teneur en composés phénoliques totaux (ils sont parmi les antioxydants

végetaux, caratérises par leur capacité a absorber les radicaux libres (Nawaz et al, 2006)).

e Pour I’espéce Rheum ribes les extraits de méthanol ont montré un pouvoir réducteur
plus faible que les extraits de chloroforme des racines et des tiges perce que 1’étude
a prouvé que celles-ci ont une teneur en composés phénolique plus élevée, surtout

dans les racines, que d’autres.
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e Pour le Rheum palmatum, les quantités les plus élevées de composés phénoliques
sont decouvertes pour les extraits de racines d’une année. La concentration de
polyphénols dans les extraits de racines de deux et trois ans est plus faible.

e Pour le Rheum rhabarbarum, la MS rhubarbe est caractérisée par le plus élevé
pouvoir antioxydant et la VA rhubarbe y’est caractérisée par le plus faible car le
contenu total de polyphénols (TP) le plus élevé est trouvé pour MS, mais la teneur
en TP de la rhubarbe VS et VA est semblable

Selon les résultats obtenus, on a remarque que le genre Rheum possede une
teneur importante en composés phénoliques, laquelle dépend d'un certain nombre de
facteurs

v Le solvant d’extraction : la différence de la nature du solvant utilisé dans 1’étude
de Rheum ribes peut expliquer la divergence des résultats obtenus.

v' La partie de la plante utilisée pour chaque espéce: les substances actives se
trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniere inégale et elles n’ont
pas les mémes propriétés.

v" Le moment de récolte : les résultats de ’étude de I’espéce Rheum palmatum et le
Rheum rhabarbarum indiquent que la date de récolte (saison et I’année) affecte de
facon significative la teneur en composés polyphénoliques.

v La variété des plantes : les résultats de I’étude de I’espéce Rheum rhabarbarum

confirment que chaque variété a des propriétés qui différent des autres.

Les résultats obtenus montrent que la rhubarbe est une source de polyphénols et

que peuvent étre utilisés dans la production d’aliments fonctionnels.
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3.2. Activité antibactérienne

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration

de nouveaux médicaments a base des plantes (Lambiod, 2016).

Selon ce contexte deux études ont été faites pour évaluer cette activité chez deux
espéces du genre Rheum. L’activité antibactérienne des extraits de méthanol et de n-
butanol des rhizomes a été prouvée par Aly et al, (2011) chez I’espéce Rheum palmatum,
et par des extraits d’éther et tétrahydrofurane des racines chez I’espéce Rheum officinale

par Jong-Chol et al, (1987), sur les memes espéces bactériennes.

Les résultats des essais antibactériens in vitro des deux especes ont présenté des
activités antibactériennes différéntes contre les memes microorganisms d’essai utilisés. Les
composes considérés comme responsables de cette activité chez le Rhem officinale a été
identifie comme étant de la rhéine par des spectres UV, IR, RMN et de masse de la
substance active et de la comparaison avec un échantillon authentique. Tandis que, Le
Rheum palmatum devrait constituer une bonne base pour d’autres recherches
phytochimiques et pharmaco-logiques afin d’identifier les agents phytochimiques

antimicrobiens utiles qui sont mentionés déja dans le chapitre 3.
Le tableau (7) suivant montre ces differences:

Tableau 7: L’activité antibactérienne de Rheum palmatum et de Rheum officinale envers
les souches bactériennes d’essai (Jong-Chol et al, 1987; Aly et al, 2011).

Espéce bactérienne Activité antibactérienne de Activité antibactérienne de
Rheum palmatum Rheum officinale
Escherichia coli Positive Positive
Pseudomonas aeuroginosa Positive Négative
Bacillus subtilis Positive Positive
Staphylococcus aureus Positive Négative
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Cette difference peut étre expliquer par:

v'La méthode d’essai utilisée lors des deux études.

v'La nature de solvant.

v'La partie de la plante utilisée dans chaque essai.

v'La différence d’espéce.

v'Elle peut étre causée par I’utilisation des souches différentes pour I’essai biologique

ou par I'utilisation des souches dans une phase de croissance différente.

Par conséquent, ces résultats sont d’une valeur significative qui confirme la
puissance thérapeutique de certaines plantes utilisées dans la medecine traditionnelle, don’t

la rhubarbe.
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Conclusion

Le présent travail s’est porté sur I’étude des plantes médicinales en particulier
I’espéce « Rheum palmatum ». Notre étude a été dirigée dans cinq chapitres, pour
raisonner la grande importance des plantes médicinales qu’ont été toujours utilisées
comme médicaments en raison, non seulement de leur efficacité mais également a leur
disponibilité, leur accessibilité et leur cout le moins élevé par rapport aux médicaments

conventionnels.

Elles constituent des ressources précieuses pour la majorité des populations au moyen
de leur contenance en métabolites secondaires appelés souvent molécules bioactives, tels

que les composés polyphénols, les alcaloides, les terpanoides et leurs dérivés.

Le « Rheum palmatum.L » représente grace a leurs activités biologiques, 1’'une des

plantes medicinales qui peuvent étre guérison a nombreuses maladies.

Nous espérons avoir posé¢ la premicre pierre dans I’étude de cette espece, ce qui
donnera une impulsion a consolider cette étude par des recherches scientifiques

rigoureuses pour vérifier la réputation médicinale et I’innocuité de la plante.
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