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Résumé

Ce travail est une contribution a I'¢tude des composés phénoliques, de 1’espece végétale
Aerva javanica, faisant partie de la famille des Amaranthaceae. Choisie pour son intérét
thérapeutique et sa grande capacité antioxydante, trés utilisée a Tamanrasset en médecine et
pharmacopée traditionnelle.

D’usage trés diversifié, Toutes les parties de cette plante sont sollicitées : tiges, feuilles,
racines, fruits.

L'extraction des grandes familles de polyphénols, par différents solvants (polaires et
apolaires), nous a permis de :

-Quantifier par spectrophotométrie UV visibles les composés suivants (flavones-flavonols :
0.108 mg/g + 0.04, anthocyanes : 0.204 mg/g + 0.065 C-glycosides: 0.286 mg/g + 0.129,
aglycones flavoniques libres:0.12mg/g + 0.13 et hétérosides:1.63 mg/g £0.178).

-révéler et identifier par Chromatographie sur Couche Mince (C.C.M), sur papier (C.P), et
Chromatographie Liquide a Haute Performance (C.H.L.P), la composition de chaque famille
a savoir 2 Flavones : Apigénine et la lutéoline révélée pour la premiére fois 4 Flavonols :
Mpyricétine, Quercétine, et I’isorhamnétine (révélés pour la premicre fois) et le Kaemphérol. 1
Anthocyane : identifie pour la premiére fois la Cyanidine. 8 Hétérosides identifies pour la
premicre fois dont 5 C-glycosides:, Vitexine, Isovitexine, 2”° vitexine O rhamnoside, Di-C
glycoside d’Apigénine, Mono C glycoside d’Apigénine. Et 3 O-glycosides: Di O glucoside
de myricétine, Myricétine 3 glucoside, Rutine (di O glyco 3 de quercétine

6 Acide phénols révélés pour la premiére fois dont 3 de la série benzoique Acide gallique,
acide p hydroxybenzoique, acide vanillique et 3 de la série cinnamique Acide cinnamique,
acide caféique, acide sinapique.

1Acide organique : Acide ascorbique, 1 phénol simple : le Catéchol révélé pour la premicre
fois.

Les résultats de la recherche de la diversité chimique a l'intérieur de notre espéce ont montré
que les individus étudiés se répartissent en deux chémotypes distincts ce qui dénoterait de
I’éventuelle présence de clones dans l'espece Aerva javanica, bien que |’espéce soit
homogene.

. Les tests microbiologiques et pharmacologiques ont montré que:

Les composés phénoliques de Aerva javanica possédent une activité antibactérienne, une forte
propriété antalgique relative aux hétérosides flavoniques.

Mots clés : Aerva javanica, composés phénoliques, diversit¢é chimique, activité
antimicrobienne, activité antalgique, Tamanrasset.



Introduction

Depuis I’antiquité, les hommes ont su développer les extraordinaires vertus médicinales
que recelent les plantes, dont la connaissance et I’utilisation thérapeutique basée sur 1’analyse
et ’observation s’appelle la phytothérapie.

La flore algérienne est trés diversifiée en plantes médicinales surtout dans la région
saharienne qui malgré les travaux en cours reste peu étudice.

A Tamanrasset la médecine traditionnelle occupe une place trés importante dans la
satisfaction des besoins de santé de la population et est essentiellement basée sur 1’utilisation
des plantes médicinales.

Car Les plantes sont une véritable usine chimique qui ne cesse de nous €pater encore et
encore aussi bien par la richesse des constituants qu'elles synthétisent que par les multiples
utilisations qu'elles trouvent dans notre vie quotidienne. Elles sont trés variées dans leurs
compositions systématiques ou sont représentées plusieurs familles qui constituent un
véritable trésor de santé, grace aux principes actifs qu’elles renferment (polyphénols,
hétérosides, alcaloides.). Les propriétés antioxydantes ou anti-inflammatoires des polyphénols
suscitent également beaucoup d’intérét dans le domaine médical par leur caracteére préventif a
I’égard de diverses pathologies, comme les maladies cardiovasculaires ou
dégénératives...(Sarni -Manchado et al., 2006)

Les flavonoides forment un trés vaste ensemble de substances polyphénoliques issues du
métabolisme secondaire, trés répandus chez les végétaux surtout dans les organes aériens.
En effet ces composés sont connus comme étant les principes actifs pour un grand nombre de

plantes médicinales.

C’est pour cela que nous avons choisi d’étudier la partie aérienne (tiges et feuilles, fleurs) de
quinze pieds de Aerva javanica, récoltés dans la région de Tamanrasset ou elle est trés utilisée
par les Targuis. Elle aurait de nombreuses vertus médicinales. Aerva javanica appartient a la
famille des Amaranthaceae et Dans la pharmacopée traditionnelle africaine, les
Amaranthaceae sont utilisées dans le traitement de nombreuses affections telles que les
problémes intestinaux, le météorisme (ballonnement du ventre, dii a des gaz). On note
¢galement 1’utilisation comme diurétique ou antisyphilitique. Les Amaranthaceae sont
¢galement utilisées contre les céphalées infantiles et auraient un effet antidiarrhéique (Lagnika
L,2005).

Plusieurs études scientifiques ont confirmé 1’intérét pharmacologique d’un grand nombre
d’especes de la famille des Amaranthaceae. Entre autres :

L’activité leishmanicide de I’extrait hydroalcoolique de Pfaffia glomerata (Neto et al., 2004).
L’activité anti-histaminique, analgésique et anti-venin d’Aerva javanica (El-Seed et al.,
1999).

Nos travaux s’inscrivent dans le cadre d’un projet national de recherche PNR entre le LRZA
et CRD SAIDAL qui a pour objectif d’inventorier les espeéces végétales médicinales du
Hoggar.  Afin de faire ressortir 1’aspect biochimique, anatomique, histologique et
pharmacologique de ces plantes médicinales.



La présente étude a pour objectif I'analyse quantitative par spectrophotométrie et
qualitative par différentes techniques chromatographiques CP, CCM, CLHP des composés
phénoliques présents dans la partie aérienne d’Aerva javanica aussi bien sous forme
d’aglycones que de glycosides. Ainsi que 1’¢tude de quelques activités biologiques des
fractions isolées.

En effet ces composés sont connus comme étant les principes actifs pour un grand nombre de
plantes médicinales.

Nos travaux s’organisent donc en deux parties :
* dans la premicre partie nous réaliserons une analyse quantitative et qualitative par

l'extraction, le dosage des différentes classes de composés phénoliques, sur quinze (15)

individus d’Aerva javanica de la région de Tamanrasset.

De méme que nous ferons 1’identification des composés présents dans les différents extraits

par les techniques chromatographiques.

Les résultats des analyses quantitatives feront ensuite 1’objet d’analyses statistiques menées
par une ACP centrée, et des classifications hiérarchiques des données. Ainsi que par des
corrélations entre les variables étudiées, ceci en vue de déceler une éventuelle biodiversité

chimique intra spécifique par les polyphénols.

* la deuxieme partie consistera a rechercher pour les extraits isolés les activités biologiques

suivantes:
- activité antimicrobienne.
-activité antalgique.

Nous concluons notre étude par les perspectives envisagées pour les travaux futurs a partir des

résultats obtenus.



1-Généralités sur Aerva javanica (Burm)

Aerva javanica est une plante saharienne, c’est un arbuste ligneux entiérement recouvert
d’une pilosité trés blanche laineuse. Elle est trés répandue dans 1’Ahaggar et dans tout le

Sahara centrale. Connue a Tamanrasset sous le nom de Tamakerzit . (Sahki A et Sahki R.,

2004)

1-1-Systématique:

Nous avons adopté¢ la classification de APG III (Bremer et al,2009)
Reégne : Plantae

Sous-Régne : Tracheobionta

Embranchement  :Spermaphytes

S/Embranchement :Angiospermes

Clade :Eu-Dicotyledones
Classe : Magnolopsides
Sous-classe :Caryophylliidae
Ordre :Caryophyllales
Famille :Amaranthaceae
Genre :Aerva

Espéce :Aerva javanica.

L’espeéce Aerva javanica (Burm.f) Schultes posséde plusieurs synonymes :
Aerva tomentosa Forssk, A. persica (Burm.) Merrill.

Cette espece possede aussi plusieurs noms vernaculaires :



Nom arabe : Aroua, Ra’a

Nom Tamahaq: Tamkerzit,Tamakerzit Témakarkezt
Nom francais : I’envahissante

Nom anglais: Desert cotton, Kapok bush, Snow bush
En Pakistan : Booh

En Niger :Kizzingri

1-2- Répartition géographique d’Aerva javanica

Aerva javanica, est trés répandue dans 1’Ahaggar. Elle est commune dans tout le Secteur du
Sahara central, le Sahara occidental par contre trés rare dans le Secteur du Sahara

septentrional (Quezel et Santa., 1962).

La région de Tamanrasset est située a 2000 kms d'Alger a 1400m d'altitude. Petit village,
carrefour de rencontre des populations nomades en provenance du Tassili (région située au

sud-est du Hoggar), du Niger, du Mali ou de la Libye.

Notre plante a été récoltée au mois de mars 2010 a oued Amsel situé¢ a 30 km au sud de
Tamanrasset a 1254 m d’altitude et au mois de decembre 2010 a In tounene située a 25 Km

de Tamanrasset (Figl).
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Fig.1Carte géographique d’Algérie montrant la région de Tamanrasset in

(http://herguema.kazeo.com/sahara-d-algerie/)

e Caractéristiques climatologiques de la région de Tamanrasset :

Nous avons rassemblé les caractéristiques climatologiques de la région de Tamanrasset

pour I’année 2010 dans le tableau 1.

Tableau 1: Caracteristiques climatologiques de 1’année 2010 de la région de

Tamanrasset(Monographie de Tamnrasset 2010)

Mois T° min T° max Précipitation ~ Humidité  Vitésse du
vent

Javier 5,2 23,7/ 16 2,9
Fevrier 10,4 26,9/ 25 3,7
Mars 13,7 29,1/ 16 4,1
Avril 19,1 33/ 16 4,5
Mai 21,5 35,1/ 16 4,5
Juin 24,5 36,4 21,6 24 408
Juillet 23,6 36,2 25,1 26 4,6
Aout 23,4 35,8 11,1 32 4
Septembre 22 34,4 16,6 30 3,8
Octobre 19,5 31,8 0,2 29 3,8
Novembre 12,9 27 2,8 28 3,4
Decembre 8 24,8/ 19 2,9

1-3-Description morphologique de Aerva javanica

C’est un arbuste rameux a feuillage touffu d’une blancheur laineuse, provenant de poils
creme, fins et denses qui recouvrent toutes les parties de la plante (fig2).

Aerva javanica est d’une hauteur d’environ 50 a 60 cm. La période de floraison s’étend de
janvier a octobre.



Cette plante prend de la place et étouffe les autres plantes, quand elle pousse preés d’une autre
plante elle la met a 1’étroit d’ou le nom Témakarkezt qui vient de tekrazt qui veut dire étroit,
plus de place. D’ou le nom aussi de I’envahissante. Elle forme des fourrés impénétrables
autour des marres semi permanentes. Plante fourragere appréciée des moutons et des chévres.
C’est aussi un bon paturage pour les chameaux.

Figure 2 : Appareil végétatif d’Aerva javanica prise a Tamanrasset (In touneéne)

1-3-1-Feuilles : Elles sont velues, alternes, allongées, ovales, lancéolés, sessiles, blanchatres
sur leurs faces, denses dans la partie inferieure de la plante (fig3).

Figure3 : Feuilles et inflorescences de Aerva javanica prise a Tamanrasset (In
tounene)

1-3-2 Inflorescences : Les inflorescences sont groupées en ¢€pis denses duveteuse
portant des fleurs unisexuées minuscules aux tépales 5 étamines avec 5 staminodes
lineaire ,oblongs 2-3 mm d’un blanc rosé. (Quezel et Santa,1962., Sahki ,2004)(fig4).



Figure4 : Inflorescences de Aerva javanica prise a Tamanrasset( In tounéne)

1-3-3 Fruits : les fruits sont indéhiscents pyxidaires, Ovoides entourés par le périanthe
persistant.(Quezel et Santa,1962)

1.4 Intéréts pharmacologiques et thérapeutiques de la plante étudiée

Aerva javanica est une espece trés utilisée par les targuis elle aurait de nombreuses vertus
médicinales. Les propriétés et usages de Aerva javanica sont rassemblés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Intéréts thérapeutique de Aerva javanica selon la bibliographie

La partie utilisée

Intéréts thérapeutiques

Références bibiographiques

Les graines et inflorescences

Coagulation du sang et
problémes rénaux

Kiambi, 1999

Plante entiere

Infections dermatologiques

Douleurs et inflammations
abdominales

Zafar M et al ., 2006

Racines Maux de tétes, diurétique, Sumit L et al.,2008
vermifuge, désordre rénal,
effet néphroprotecteur.

Feuilles Antihyper glycémique Srinivas et al.,2009

Plante entiere

Anti parasites

Racine

Feuilles et tiges

morsure de serpents

Piqiire de scorpion

Ali omar M,2009




Les graines et inflorescences | Contre la diarrhée des bovins | Fraz M khan ,2009

Racines Traite les hémorroides

Plante enti¢re Sécheresse et fissure de la
peau, maux de dents
(décoction de la plante et par

gargarisme Qureshi et al,2010

Blessures et inflammation de

la peau en application externe
Pate faite a base de feuilles et

d’inflorescence

2-Généralités sur les composés phénoliques

Avec plus de 8000 structures phénoliques connues, les polyphénols constituent I’une des plus
grandes familles de molécules largement répandues dans le régne végétal.

Ce sont des métabolites secondaires des végétaux présents dans toutes les parties de la plante
(Beta et al ., 2005).les polyphénols prennent une importance croissante, notamment a cause de
leurs effets sur la santé (Stanley et al.,2003). En effet, leurs roles d’antioxydant naturels
suscitent de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer (Chen et
al.,2008), des maladies inflammatoires , des maladies cardiovasculaires (Frankel et a/.,1996),
des maladies neurodégénératives .

Ils sont également utilisés comme additifs pour I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et
cosmétique.

Les polyphénols sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements phénoliques et
possedent d’autres fonctions (alcoolique, carboxylique.....)

Ils regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins un noyau
aromatique et un ou plusieurs groupements hydroxyles.

Ils peuvent aller de molécules simples comme les acides phénoliques, a des composés
hautement polymérisés comme les tanins. Selon leurs caractéristiques structurales, les
polyphénols se répartissent dans différentes familles et sont communément subdivisés en
formes simples: phénols simples, acides phénols (dérivés de I’acide benzoique ou
cinnamique) et coumarines, en naphtoquinones, en stilbénoides (deux cycles C6 liés par C3),
en flavonoides, isoflavonoides et anthocyanes (structure C6-C3-C6) .En formes
polymérisées : lignanes, lignines, tanins condensés. Ces squelettes carbonés de base sont issus
du métabolisme secondaire des plantes, ¢laborés par la double voie shikimate/acétate.




2-1-Les acides phénols et les coumarines

Les acides phénols sont définis par I'existence d'un seul noyau benzénique portant un ou
plusieurs groupements hydroxylés. Ils se trouvent en général a 1'état combiné (sous forme de
liaison ester ou osidique) chez les végétaux. Ils appartiennent a deux groupes: les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

a- Les acides phénols dérivés de I’acide benzoique

Ils sont a 7 atomes de carbone, ont une formule de base de type : C6-Cl. Ce sont des
composés largement répandus chez les angiospermes.

Le tableau 3 illustre les groupes d’acide phénoliques dérivant de 1’acide benzoique d’apres
Riberau-Gayon 1968

Tableau n°3 : Structure chimique et dénomination des acides phénoliques dérivant de 1’acide

benzoique
STRUCTURE , ,
Ry [R; Rs | Rs Rs | DENOMINATION | DENOMINATION
GENERALE CHIMIQUE USUELLE
H | H H | H H Acide benzoique
H H | H H | Acide Acide salicylique
OH orthohydroxy-
benzoique
H | OH H | H H | Acide hydroxy-3- | Acide méta
benzoique hydroxy benzoique
COOH H | H H H | Acide hydroxy-4- | Acide para
OH benzoique hydroxy benzoique
Re Ry
H | OH H H | Acide-3,4- Acide
5 5 OH dihydroxybenzoique | protocatéchique
5 3
R4 H | OH H | OH H Acide 0}
résorcylique
H H H Acide B
OH OH résorcylique
H H | H Acide )
OH OH résorcylique




H | OH OH H | Acide-3, 4,5- | Acide gallique
OH trihydrobenzoique

H | OCH; H H | Acide-4-hydro-3- Acide vanillique
OH methoxybenzoique

H | OCH; OCHs | H | Acide-4-hydro-3,5- | Acide syringique
OH dimethoxybenzoique

b-

Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique

Ce sont des dérivés du phényle propane a chaine latérale et a 9 atomes de carbone C6-C3
ils sont rarement libres, trés souvent estérifiés. Les acides p-coumarique, caf€ique,
férulique et sinapique ont une distribution treés large alors que d’autres : o-coumarique, o-

férulique sont peu fréquents. Le tableau 4 illustre les groupes d’acides phénoliques
dérivant de I’acide cinnamique d’apres Riberau-Gayon 1968.

Tableau N°4 : Structure chimique et dénomination des acides phénoliques dérivant de 1’acide

cinnamique.
STRUCTURE Ry [Rs Rs [ Rs R¢ | DENOMINATION DENOMINATION
GENERALE CHIMIQUE USUELLE
H | H H | H H Acide cinnamique
OH | H H | H H | Acide-2-hydroxy Acide-o-
cinnamique coumarique
H,C coon | H | OH H | H H | Acide-3-hydroxy Acide-m-
cinnamique coumarique
Re R H | H OH | H H | Acide-4-hydroxy Acide-p-
cinnamique coumarique
Rs Rs{ H | OH |OH| H H | Acide-3,4-dihydroxy Acide caféique
R, cinnamique
H [OCH; |OH | H H | Acide-4-hydroxy-3- Acide férulique
methoxycinnamique
H | OCH; | OH | OCH; | H | Acide-4-hydroxy- Acide sinapique
3,5dimethoxycinnamique




c-Les coumarines

Les coumarines dérivent du noyau benzo o pyrane qui est la lactone de I’acide O-hydroxy
cinnamique. Elles comportent une ou plusieurs fonctions phénoliques libres ou estérifiées
(méthoxylées). A 1’état naturel elles existent sous forme hétérosidique ou libre (Hopkins.,
2003).

d-Biosynthése des acides phénols

La voie de I’acide shikimique représente le principal mode d’accumulation des phénols dans
les plantes, en particulier c’est par ce mécanisme que sont formés les acides aminés
aromatiques et les acides benzoiques. (Bruneton.,1993). (Figure 5)

e -Intéréts biologiques et physiologiques des acides phénols et coumarines

Les acides phénols sont anti-inflammatoires, antiseptiques urinaires, anti radicalaires, hépato
protecteurs (Bruneton, 1999).

Les Acides phénoliques, tels que [’acide chlorogénique, 1’acide caféique, [’acide
protocatéchique, 1’acide vanillique, 1’acide férulique, 1’acide sinapique et I’acide gallique,
sont contenus dans de nombreuses plantes cultivées et médicinales (Postova et al., 2003 ;
Hale, 2003). IIs ont des effets prébiotiques, antioxydants, de chélation et anti-inflammatoire.

IIs sont considérés comme non toxiques. Pharmacologiquement, le mieux caractérisé¢ est
I’acide caféique (Postova et al., 2003).

Ainsi, I’acide caféique et 1’acide férulique limiteraient la formation du cancer des poumons
chez les souris tandis que 1’acide gallique empécherait la formation du cancer cesophagien
chez les rats (Hale, 2003).

Les phénols ont également été décrits dans plusieurs processus physiologiques :

Croissance cellulaire, différentiation, organogenese, dormance des bourgeons, floraison et
tubérisation ( Marcheix et al., 2005) .

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et solvants organiques tel que 1’éther ou
les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les formes hétérosidiques sont plus ou
moins solubles dans 1’eau. Elles ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par la
nature et la position des substituants. Elles sont également antivirales, immunostimulantes,
tranquillisantes, et bénéfique en cas d’infections cutanées.

2-2-Les flavonoides : biosynthéses et structures

Le terme flavonoides regroupe une trés large gamme de composés naturels polyphénoliques.
On distingue différents types de noyaux. Les flavonoides ont tous une origine biosynthétique



commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette de base de quinze atomes de
carbone constitué¢ de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (appelés par convention A et
B) reliés par une chaine en C3. ( fig.6)

Les flavonoides font partie d’une classe de composés naturels largement répandue chez les
végétaux. Ils sont trés présents dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs de plantes,
abondants dans les légumes et présents dans les aliments d’origine végétale (Iégumes,
céréales, légumineuse, fruit, etc.) et les boissons (vin, thé, cidre bicre, cacao, etc.). cette
présence est en grande partie influencée par des facteurs génétiques et des conditions
environnementales ( Lugasi et al., 2003).
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Figure 5 : schéma de biosynthese des acides phénoliques (Bruneton, 1993)



Figure 6 : Squelette de base des flavonoides

Cette structure de base est sujette a 2 types de substitutions sur plusieurs sites, les différentes
formes structurales ont été présentées par Harborne ou les positions les plus fréquemment
substituées sont 3,5 et 7.

1/ O- substitution : hydroxylation (OH)
O-methylation (O-CH3)

O-glycosilation (O-osides)

2/ C-substitution : C-methylation (C-CH3)
C-glycosilation (C-osides)

Ces substitutions meénent a une diversité de classes de flavonoides non seulement dans leurs
structures mais aussi dans leurs propriétés biochimiques et pharmacologiques.

Tous les flavonoides dérivent d’un précurseur commun une chalcone en C15 découlant elle-
méme de 2 charni¢res métaboliques le shikimate et I’acétate (fig 8).

a- Les Hétérosides flavoniques

Généralement les flavonoides existent dans la nature sous forme de combinaisons
hétérosidique, ces derniers résultent de la condensation du groupement hémi-acétalique d’un
ose ou d’un acide avec une substance non glucidique appelée génine ou aglycone (Hakkinen
et al, 1998).

La classification des hétérosides repose sur la nature de ’atome de la génine portant
I’hydrogene qui se condense avec 1’oxygeéne hémi-acétalique de 1’ose ou de ’acide.

La molécule glucidique peut étre fixée sur n’importe quel OH de la molécule de flavonoides
mais il y a certaines positions privilégiées, par ex : les anthocyanes possedent un glucide en
position 3 et un deuxiéme glucide est fixé en 5. Pour les flavones, les hétérosides possedent

un glucide en 7 et chez les flavonols c’est la position 3 qui est privilégiée.



La glycosylation est particulicrement importante dans les milieux biologiques car elle
solubilise le flavonoide et le rend physiologiquement stable. Ces hétérosides sont de deux
types : des O-glycosides ou des C-glycosides.

Les combinaisons de type O-glycosides dont la partie osidique peut étre mono-di ou tri
saccharidique.

On note également des combinaisons du type C-glycosides ou une molécule glucidique est
liée par son carbone a un aglycone qui est le plus généralement une flavone en faisant
intervenir une liaison carbone-carbone.

On distingue plusieurs types de structures :
1-Les mono-C-glycosyl flavonoides

2-Les di-C-glycosyl flavonoides

3-les C-glycosyl-O-glycosyl flavonoides
4-les acyl-C-glycosyl flavonoides.

Les C-glycosides les plus connus sont la vitexine (C-glycoyl-8-apéginine) et 1’orientine (C-
glycosyl-8-lutéoline).

Parmi les sucres qui interviennent dans la structure des hétérosides: le D-glucose, D-
galactose, des pentoses (le L-rhamnose, le L-arabinose, D apiose et le D-xylose). Harbone ,
1988,Bouchama,2000, Ouafi., 2007.

b- Les aglycones flavoniques

Les différents aglycones se distinguent fondamentalement par leur degré d’oxydation qui
varie essentiellement suivant :

-la présence ou non de double liaison sur I’hétérocycle

-la présence ou non d’une fonction carbonyle sur I’hétérocycle

-le nombre et la position de groupements hydroxyles sur I’aglycone.
e Les flavones, flavonols et leurs dérivés voisins (fig.7)

IIs représentent environ 80% des flavonoides connus et sont abondants au niveau des
tiges, des feuilles et rares au niveau des graines et des racines (Ribereau- Gayon, 1968).

» Les flavonols : (hydroxy-3-flavones) ce sont les composés les plus répandus, les trois
structures principales sont le kaempférol, la quercétine et la myricétine.

> Les flavones : elles sont trés répandues dans les différentes familles d’angiospermes,



Sous formes deux composés I’Apigénine et la lutéoline. Mais leur réle est moins
important que celui des flavonols, 1’hydroxylation de I’apigénine et de la lutéoline
correspondent respectivement a celle du kaempférol et de la quercétine.

» Les flavanones : (dihydro-2,3 flavones), sont peu répandus dérivent des flavones par
disparition de la double liaison de I’hétérocycle central. La principale substance est la
naringénine.

> Les isoflavones : n’ont pas la structure classique en C6-C3-C6 des flavonoides, la
génisteine est le composé le plus répandu.

» Les flavanonols : (dihydro-2,3 flavonols), dérivent des flavonols par hydrogénation
de la double liaison 2-3. La taxifoline est la principale structure.

» Les flavanes : dans ces composés 1’hétérocycle centrale est entiérement saturé et ne
possede pas de groupements CO. Parmi les structures les plus répandues on trouve la
catéchine, la gallo-catéchine, la leucocyanidine, et la leucodelphinidine.

Les flavanes existent dans la nature sous forme d’aglycones le plus souvent
polymérisées, ce qui les différencie des autres flavonoides qui se trouvent sous formes
hétérosidiques (Bruneton, 1993).

e Les chalcones, dihydrochalcones et aurones

Ces composés ont toujours une structure en C6-C3-C6 sauf que 1’élément en C3 n’est pas
sous forme d’hétérocycle (chalcone) ou sous forme d’un hétérocycle a 5 chainons.

Les chalcones et les aurones sont des pigments jaunes de fleurs, leur coloration vire au rouge
ou rouge orangé en présence d’ammoniaque. Ces substances sont limitées et peu répandues.

c- Les Anthocyanes

Les anthocyanes sont présents dans la nature sous forme hétérosidique ou anthocyanine, les
plus répandus sont la cyanidine et la delphinidine . (Hadj Mahamed.,1992 ).

Les anthocyanes ont une structure en C6-C3-C6, 1’¢lément en C3 est sous forme d’ion
pyrillium dans lequel I’oxygeéne a une structure d’oxonium ionique.

La figure 7 illustre les différentes classes de flavonoides.d’apreés Harbone, 1988., Ouafi ,1987
d-Intéréts biologiques et physiologiques des flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent responsables de la
coloration des fleurs, des feuilles et des fruits. Présents dans tous les organes aériens, dans la
cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles, ils ont une teneur maximale dans
les organes jeunes (feuilles et boutons floraux).



Flavonol

Anthocyane

Figure 7 : structures de quelques flavonoides



Ils sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs des rayonnements
UV (Marcheix et al ., 2005). Les pigments responsables de la coloration des fleurs constituent
des signaux visuels qui attirent des animaux pollinisateurs. La plus part de ces pigments sont
des anthocyanes, des aurones et des chalcones. D’autres polyphénols incolores tels que des
flavonols et flavanones interagissent avec des anthocyanes pour contribuer, par
copigmentation, a la couleur des fleurs et des fruits (Brouillard et a/ .,1995).

Des données récentes en biologie moléculaire ont montré que des flavonoides étaient
nécessaires a la germination et au développement du tube pollinique chez le mais et le tabac
(Mo et al, 1992 ; Ylstra et al.1993).

3-Généralités sur les micro-organismes a tester

Dans les pays en voie de développement, les maladies infectieuses et parasitaires constituent
un probléme de santé publique a cause de leur fréquence et leur gravité.

La situation est davantage plus préoccupante a cause de 'apparition des souches des
microorganismes antibiorésistants et I'émergence des infections non communes (Vanden et
Vlietinck, 1991) qui compromettent les traitements a I'aide des médicaments existants.

Face a ces nombreux obstacles que présente I'utilisation des antibactériens disponibles, il est
Indispensable de rechercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large
spectre d'action.

Une des stratégies pour cette recherche consiste a explorer les plantes utilisées en médecine
traditionnelle.

En effet, 'OMS (2002) estime que, pour se soigner, 80 % de la population africaine recourt
toujours a la médecine traditionnelle pour laquelle la majeure partie des thérapies implique
l'exploitation des principes actifs des plantes médicinales. Ces especes végétales d'une aussi
grande importance pour la santé des populations méritent d'étre étudiées scientifiquement
pour leur meilleure utilisation.

Ce d'autant plus que la flore Algérienne et surtout la région saharienne est riche et variée,
mais elle demeure trés peu exploitée scientifiquement.

Pour étudier les propriétés antagonistes des polyphénols extraits de 1’derva javanica
plusieurs germes cibles (bactéries et levure) ont été utilisés.

Escherichia _coli : c’est une bactérie de forme bacillaire, a Gram négatif, de la famille des

enterobacteriaceae, aérobie facultative, mobile grace a une ciliature péritriche de dimension
moyenne (0.5n a 3pn) se développe aisément sur milieux ordinaires. C’est un parasite
commensal normal de I’intestin de ’homme et des animaux. Il est souvent retrouvé en petit
nombre dans les urines saines. E.coli est aussi une bactérie largement répandue dans le milieu
extérieur. Certaine souches sont pathogénes, chez I’homme ce pouvoir est étendu ; nous
retrouvons cette bactérie surtout dans les infections génito-urinaires.
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recouvre tous les cotés de la surface d'une bactérie). Elle est aérobie stricte, sa température
optimale est de 40 degrés (espece mésophile). Enfin, son temps de génération est d'environ 26
minutes. Les conditions optimales de croissance de cette souche se situent pour un pH
compris entre 5,5 et 8,5, et & une température de 10°C a 50°C. Comme d'autres especes,
Bacillus subtillis peut se constituer une coque protectrice dure (endospore) lui permettant de
tolérer des conditions environnementales difficiles ou extrémes, mais contrairement a
plusieurs autres espéces bien connues,B. subtilis est une aérobie stricte. Il peut produire ou co-
produire des biofilms qui peuvent abriter d'autres especes, éventuellement pathogenes.B.
subtilis n'est pas considéré comme pathogéne pour 'Homme, mais elle peut contaminer des
aliments et peuvent exceptionnellement provoquer une intoxication alimentaire.

-Staphylococcus. aureus est une bactérie anaérobie facultative préférentielle, de la famille
des micrococcaceae, ce sont des coques gram positif arrondis d’environ 1 um de diamétre,
immobile, dépourvus de spores, ils possédent une capsule polysaccharide. Elle se développe
bien sur les milieux minimums (milieux de bases). C'est une bactérie mésophile (37 °C de
croissance optimale), neutrophile (pH 7 optimal) et halophile (se développe a de fortes

concentrations de NaCl). Elle est aussi relativement résistante aux inhibiteurs bactériens
comme le cristal violet et le tellurite de potassium. S. aureus posséde aussi de nombreuses
résistances aux antibiotiques qui varient selon les souches.( Rayan et al., 2004).

-Candida albicans est un champignon luviriforme unicellulaire asexué¢ de taille moyenne,
c’est I'espece de levure la plus importante et la plus connue du genre Candida. Elle provoque

des infections fongiques (candidiase ou candidose) essentiellement au niveau des muqueuses
digestive et gynécologique.

Tableau 5. Pathologies causées par les germes cibles utilisés pour 1’antibiogramme des
Polyphénols.

Germes a testés Pathologies

Staphylococcus - staphylococcies cutanées, sous cutanées et

muqueuses
aureusATCC6538 q . . .
_— - toxi-infection-alimentaire

- entérocolites aigues

Bactéries a Gram

positif

Bacillus subtillisATCC9372 - intoxications alimentaires
- indicateur utile de manque d’hygiéne

Bactéries a Gram - infections intestinales,

- gastro-entérites

Escherichia coli ATCC2 - méningite néo ne.ltale )

- crampes abdominales avec diarrhée

4157 - cystite (infection limitée a la vessie sans
fievre)

- pyélonéphrite (infection du rein avec fievre)

- colites hémorragiques

negative

Levure Candida albicans CLM -atteinte oculaire, broncho-pulmonaire, cardiaque,

neurologique et digestive




4-Traitement multi varié

L’analyse multi variée permet de rendre perceptible les proximités entre les individus sur les
quelles des mesures ont été faites (Saporta, 1990).

4-1- Analyse en composante principale (A.C.P)

C’est une méthode descriptive, elle permet de visualiser I’information contenue dans le
tableau de données quantitatives (Diday , 1979).

-Principe de I’analyse en composante principale

Le principe de la méthode est d’obtenir une représentation approchée du nuage des n
individus dans un sous espace de dimension faible, ceci s’effectue par projection.



Matériels et Méthodes

1-Matériels
1-1- Matériels biologiques
1-1-1-Matériel végétal

Notre étude a portée sur 15 individus de I'espece Aerva javanica dans la région de Tamanrasset dont
8 individus récoltés au mois de Mars 2010 a oued Amsel d’une Altitude de 1254m et de longitude
5°30,816 E et d’une latitude de 22°40-644 N et 7 individus récoltés au mois décembre 2011 a In

Tounene.

La partie utilisée de la plante est I'appareil aérien (tige feuille fleurs) que nous avons mis a sécher a
I'air libre et a I'abri de la lumiere et ’lhumidité ensuite couper en petits morceaux puis broyé a I'aide

d’un moulin a café électrique jusqu’a obtention d’une poudre fine.

I-1-2-Matériel microbiologique

Les tests antibactériens ont été réalisés sur les souches suivantes:
-les bactéries Gram +
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Bacillus subtillis ATCC 9372
-la bactérie Gram -
Escherichia coli ATCC 4157
-la levure
Candida albicans ATCC 24443
Ces souches proviennent du laboratoire de microbiologie du CRD Saidal

1-1-3- Matériel Animal



Les tests pharmacologiques ont été réalisés sur des souris albinos dont les caractéristiques sont les

suivantes :
-Régime alimentaire : alimentation : granulés; boisson : eau de ville)
- poids : 25g + 5¢
- Conditions d’élevage :
(Température : 20 a 24 °C; humidité : 50 a 65 %; éclairage : 12 h/j.)
1-2-Matériel non biologique
1-2-1-Milieux de culture

Pour les bactéries, nous avons utilis¢ le milieu Miller Hinton a 1’état solide (gélose) vu sa
richesse en nutriments nécessaires a la croissance des microorganismes, ce dernier est utilisé

pour réaliser les épreuves de sensibilit¢ des bactéries pathogenes, sa composition chimique est

la suivante ( Eyquena et al., 1998) :

infusion de viande de beeuf déshydratée........... 300 g
amidon de mais.............ooeviiiiiiiiiiiiinnine 175¢

FYoE2) g 1or: ) 1.7¢g
eaudistillée...........ooooii 100 ml
PHfinal.........ooo 7.4

[ €% T 5-100 mg /1
[ME T 25-35mg/1

Pour la levure, nous avons utilisé le milieu Sabouraud dont la composition est la suivante :

Peptone......cceeveevvevvvcenceenene.. 108
Glucose....coeeevceeceeceeceeieieinn. 208
AZAr Aar....oevveiceivieeriecvveren e 15g
Eau distillée.....cooieiiiiiieeeieeeeee 1000ml

1-2-2-Médicaments

Différents  disques d’antibiotiques ont été utilisés notamment: céfotaxime, vancomycine,

miconazole.



Céfotaxime pour Escherichia coli.

Chloramphénicol pour Bacillus subtillis.

Vancomycine pour Staphylococcus aureus

Miconazole pour Candida albicans

2-Méthodes

2-1-Méthode d’extraction des composés phénoliques (flavonoides et Acides phénols)

Nous avons suivi le protocole mis au point par Lebreton et al en 1967 a partir d’un schéma initial de

Bate-Smith en 1954 puis modifié par Ouafi 2007.

2-1-1 Extraction hydrolytique (fig9)

Les principales étapes du protocole consistent en :

-une hydrolyse chlorhydrique a chaud du matériel végétal qui provoque la libération des aglycones

flavoniques de leur O-glycosides.

-un épuisement de la phase aqueuse hydrolytique par I'éther diéthylique permet I'extraction et le

dosage des aglycones et laisse les anthocyanidines et les C-glycosides en phase aqueuse.

Dans un bécher nous mettons 1g de poudre végétale au contact de 80ml d’acide chlorhydrique (Hcl)
2N dans un bain Marie a une température de 40°C pendant 40mn. Sans oublier d’insuffler de I'air
dans le bécher a l'aide d’une pipette Pasteur toutes les 10mn afin que les prothocyanidines se
transforment en anthocyanidines correspondantes par oxydation. Aprés refroidissement le
décocté est transféré dans une ampoule a décanter dans laquelle nous effectuons trois bains

successifs de 50ml d’éther diétylique chacun.

Nous obtenons deux phases: une supérieure appelée épiphase et l'autre inférieure appelé

hypophase.



Hydrolyse acide de 1 g de poudre végétale dans 80 ml
d’Hcl (2N) au bain marie a 40°C pendant 40 mn.

v

Refroidissement

3 extractions successives a I’éther avec 50 ml

chacune, dans une ampoule a décanter.

|
v v

Epiphase éthérée (les flavones, Hypophase acide

flavnnnlc at lac aridec nhédnnlc)

Ir ~himAridAac A+ AnthAAiiAanAA \

Extraction n-butanolique

Evaporation a sec

Evaporation a sec

Récupération dans 5 ml de

l Récupération dans 5 ml de
anal v
nayse Analyse
Qualitative itati ¢ . ¢
| Quantitative Qualitative Quantitative

¢ ¢ Spectrophotométrie ‘ Spectrophotométrie
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dimensionnelle l chromatographie jy 340 nm + visible
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Figure 9: Protocole expérimental d’extraction des flavones — flavonols, anthocyanes,

acides phénols et des C-glycosides d’apres Lebreton., 1967 modifié par Ouafi 2007.



Dans un bécher nous mettons 1g de poudre végétale au contact de 80ml d’acide chlorhydrique (Hcl)
2N dans un bain Marie a une température de 40°C pendant 40mn. Sans oublier d’insuffler de I'air
dans le bécher a l'aide d’une pipette Pasteur toutes les 10mn afin que les prothocyanidines se
transforment en anthocyanidines correspondantes par oxydation. Apres refroidissement le
décocté est transféré dans une ampoule a décanter dans laquelle nous effectuons trois bains

successifs de 50ml d’éther diétylique chacun.

Nous obtenons deux phases: une supérieure appelée épiphase et l'autre inférieure appelé

hypophase.

Epiphase éthérée : apparait jaunatre elle contient les aglycones flavoniques ( flavones et flavonols)
et les acides phénols. Elle est récupérée apres chaque bain d’éther diétylique dans une boite de
pétrie et mise sous hotte ventilée. Apres évaporation le résidu sec est récupéré dans 5ml de

méthanol et conservé au frais.

Hypophase acide : apparait brunatre elle contient les C-glycosides et les anthocyanes. Cette phase
est récupérée et rajoutée a 50ml de n- butanol , apres 30mn de décantation I'épiphase est récupéré
dans une boite de pétrie et mise sous hotte ventilée. Aprés évaporation le résidu sec est récupéré

dans 5ml de méthanol et conservé au frais.

Les deux extraits obtenus serviront pour une analyse quantitative par spectrophotométrie UV visible
et une analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (C.C.M), chromatographie sur

papier(C.P) et par chromatographie liquide a haute performance(C.L.H.P).



2-1-2 Extraction des aglycones libres (Ouafi,2007) fig.10.

Nous mettons a macérer 1g de poudre végétale dans 50ml d’éther diéthylique pendant 30mn.
On récupere la phase éthérée qui contient les aglycones libre dans une boite de pétrie puis nous
la mettons sous hotte ventilée. Le résidu sec est récupéré dans 5ml de méthanol qui sera

conservé au frais pour une analyse quantitative par spectrophotométrie UV visible .

lg de poudre végétal mise 4 macérer dans 100 ml
d’éther pendant environ 30mn.

'

F.écupération de la phase éthérée
(Aglvcones libres).

I

Ewvaporation a sec
Récupération dans > ml de
methanol.

l

Analyse

Quantitative

Spectrophotometrie UV
430nm

!

Teneur absolue en mg/g.

Figure 10 : Protocole expérimental d’extraction des aglycones libres selon Ouafi(2007).



2-1-3 Extraction des hétérosides flavoniques, macération hydro-Ethanolique (Harbone,1973).fig.11.

Nous introduisons 1g de poudre végétale dans un bécher puis nous rajoutons 100ml de solution
hydro alcoolique (éthanol a 70°/ eau 30 ) aprés macération pendant 48h. Le mélange est évaporé a
sec dans un rota vapeur jusqu'a ce qu’il seche ensuite nous récupérons le résidu sec dans 100ml
d’eau distillée bouillante. Une fois le mélange refroidit il est décanté avec 50ml de n-butanol dans

une ampoule a décanter pendant 30mn. Deux phases apparaissent (Harbone, 1973) :
Une hypophase aqueuse brunatre qui sera éliminée.

une épiphase butanolique verdatre qui contient les hétérosides flavoniques (C-glycosides + O-
glycosides) que nous récupérons et mettons a évaporer sous hotte ventilée. L'extrait sec est

récupéré avec 5ml de méthanol et conservé au frais pour des dosages quantitatifs et qualitatifs.

1g de poudre végétale mise a macération dans 100 ml d’une

solution hvdro alcooliaue nendant 48h.

Evaporation a sec dans un rota vapeur.

Récupération du résidu sec dans 100ml| d’eau distillée bouillante. Apres

refroidissement il est récunéré dans 50 ml de n-butanol.

v
Hypophase aqueuse Epiphase butanolique (C et O-glycosides)

v

Evaporation a sec

Analyse

Qualitative Quantitative

C.L.H.P

v

Spectrophotométrie UV 430nm.

Teneur absolue en mg/g

Figure 11 : Protocole expérimental d’extraction des hétérosides

d’aprés Harbone (1973).



2-2 Techniques d’analyse qualitative

2-2-1 Techniques chromatographiques

La chromatographie est aujourd’hui, une méthode analytique largement utilisée pour la séparation,
I'identification et éventuellement le dosage des constituants chimiques dans des mélanges

complexes.

2-2-1-1-Chromatographie de partage sur papier (C.P).

Elle est utilisée dans le but de déterminer la composition chimique en anthocyanes de Aerva

javanica.

Son principe est basé sur le phénomene de partage qui utilise la différence de solubilité dans un

solvant, qui se déplace par capillarité au sein d’'une couche de papier wathman (Kamoun., 1987).

e Phase mobile (solvant)
Elle est constituée par un mélange de solvants non miscibles . Le solvant de développement utilisé
pour la séparation des anthocyanes est le forestal : acide acétique, eau distillée, acide chlorhydrique

(30/10/3).

Le développement du chromatogramme dure 16 heures (Lebreton et Netien., 1967).

¢ Phase stationnaire (papier)
L'analyse qualitative des anthocyanes est effectuée sur une grande feuille (59x46) cm de papier
wathman N°03 car il est suffisamment épais et trés résistant a fin qu’il ne se déchire pas sous le poids
du solvant. De plus le papier wathman N°03 permet d’isoler une quantité appréciable de substances

et possede une grande capacité d’absorption. (Bourdon et Yonger., 1977).

e Cuve
C’est une cuve de verre de grandes dimensions sur laquelle repose un couvercle constitué par une
plague également en verre, dont les bords sont enduits de vaseline pour assurer une étanchéité
parfaite afin d’éviter toute évaporation. La saturation de la cuve est obtenue deux heures environ
apres introduction de I’'auge contenant le solvant pour maintenir une atmosphére saturée en vapeurs

du solvant.



Protocole expérimentale

Pour déposer I'échantillon a séparer, nous tracons a I'aide d’un crayon une ligne horizontale a 10
cm au dessus du bord inférieur de la feuille pris dans le sens longitudinal car la chromatographie est

descendante.

En suite sur la ligne horizontale tracée, nous effectuons a I'aide d’un capillaire de volumes de 10 pl
des spots de I'extrait butanolique, de 2 a 3 cm de large en couches successives avec séchage apres
chaque dép6t. Ces spots sont distants entre eux de 15cm et disposés a 12 cm des deux cotés de la
feuille, car la migration est irrégulieére au voisinage des extrémités latérales, c’est ce qu’on appelle

« effet de bord » (Kamoun., 1987).

Enfin, lorsque le développement est terminé, les feuilles sont retirées tres soigneusement de la

cuve et séchées a I'air libre.

e Révélation

Les taches des anthocyanes apparaissent a I'ceil nu de couleur rouge, rouge orangé ou violacée.
(Lebreton et Netien., 1967).

2-2-1-2 La chromatographie sur couche mince

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et peu
coliteuse, utilisée au cours de la séparation et de l'identification des métabolites. Elle repose
principalement sur le phénoméne d’adsorption : (L'adsorption est la fixation des molécules dissoutes
par la phase fixe ; solide. Cette fixation est due a I'établissement de liaisons secondaires de surface

entre 'adsorbant et la molécule adsorbée (liaison dip6le —ion ou liaisons Vander waals).

Elle s’applique aux molécules pures, aux extraits (mélange complexes de métabolites) et aux

échantillons biologiques. Elle permet d’avoir une idée globale des métabolites présents dans un
extrait ou une fraction. Permet un contréle aisé et rapide de la pureté d’'un composé lorsque les
conditions opératoires sont bien déterminées. Elle permet également de suivre la progression d’une

réaction étant donné qu’elle indique le nombre de composants dans un mélange réactionnel.



Dans cette étude cette technique a été utilisée dans le but de déterminer la composition chimique

de la partie aérienne de Aerva javanica en flavones, flavonols, acides phénols et hétérosides.

Elle a presque totalement remplacé la chromatographie sur papier en raison de ses performances
plus élevées du fait de 'utilisation de nouveaux supports récemment apparus et qui ont offert des

efficacités notablement accrues.

La mise en ceuvre d’'une CCM nécessite plusieurs matériels tel que :

- Une cuve chromatographique : c’est un récipient en verre, de forme variable (selon les

manipulations a effectuer) fermé par un couvercle maintenu étanche.

- Une phase stationnaire : c’est une couche d’absorbant étalé uniformément sur un support en
aluminium ou en verre de dimensions variables (généralement 20 x 20 cm, 10 x 10cm ou 5 x 10cm)
avec une épaisseur comprise entre 0.5 et 2 mm. L’adsorbant que nous avons utilisé est le gel de
polyamide DC6 (Merck) qui permet la séparation de substances lipophiles et hydrophiles d’'un

mélange.

- La phase mobile : c’est I’éluant, il est composé d’un solvant unique ou d’'un mélange de solvant qui
migrent lentement le long de la plaque en entrainant les composants de I'échantillon déposé. Le
choix du solvant dépend de la nature des substances a séparer, le solvant polaire sépare mieux les
substances hydroxylés tandis que le solvant apolaire sépare mieux les substances peu hydroxylés

(Ribereau -Gayon., 1968 ; Randerath., 1971).

Le solvant utilisé est un Solvant organique : Benzéne, méthanol, méthyle éthyle cétone (40, 30, 30).

(Jay et al., 1975).
Protocole expérimental

e Saturation des cuves
Nous introduisons le solvant dans la cuve en verre de dimension (20,5x21x9) cm hermétiquement
fermée pour s’assurer que I'atmosphére de la cuve de séparation soit saturée en vapeurs dégagées

par le solvant. La saturation dure en moyenne deux heures de temps avant d’introduire les plaques.

e Préparation des plaques
Pour l'obtention de la phase stationnaire (support), nous avons préparé une suspension
homogeéne par agitation de 10g de poudre de polyamide DC6 (Merck) a 55ml d’éthanol a 96°, la
suspension homogéne est uniformément étalée sur des plaques en verre préalablement rincées a

I'alcools a I'aide d’un étaleur de plaque.



e Dépots

Une fois les plaques séchées, I'extrait est spoté au moyen de capillaire trés fin par petite quantité
successive au méme endroit, sur une ligne horizontale de 2 cm du bord inférieur de la plaque de
chromatographie car la chromatographie est ascendante. Entre les dépbts nous procédons a un

séchage a l'aide d’un seche cheveux.

e Développement (Figure 12)
Les plaques tests sont introduites verticalement dans la cuve fermée contenant le solvant (phase
mobile).Les dépdts restant toujours au-dessus du niveau de la phase mobile, cette derniére monte

par capillarité en entrainant les différents solutés a des vitesses différentes.

(Hadj-Mahamed , 1992).

Au cours de ce travail nous avons utilisé :

= C.C.M monodimensionnelle
La chromatographie est développée dans une seule direction, elle est utilisée pour I'analyse
qualitative des flavones, flavonols (aglycones), des acides phénols de I’extrait éthéré et des aglycones
libres de la macération, en utilisant le solvant organique. Ce dernier présente une bonne séparation

des taches en une seule et rapide migration.

La migration de I'’échantillon dans la couche mince s’effectue par capillarité, on arréte I'expérience
lorsque le front du solvant se trouve a quelques centimetres du bord supérieur de la plaque. La
durée de ce développement est relativement rapide (Jay et al., 1975). La plaque est ensuite séchée

rapidement a I'aire libre car les solvants sont trés volatils.

- Les échantillons : ils sont le plus souvent solubilisés dans un solvant volatil qui n’est pas forcément
le méme que I'éluant. Les échantillons a analyser sont appliqués en petits spots sous forme de points
ou de bandes sur I'absorbant. La plaque est déposée verticalement dans la phase mobile constituée,
comme on a préalablement indiqué, par un ou plusieurs solvants organiques. Pour une bonne

élution, la cuve contenant le solvant d’élution doit étre saturée (figure 12).

Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plague est séchée a température

ambiante puis examinée a I’'UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365 nm). Si nécessaire, les taches



du chromatogramme sont révélées par pulvérisation de réactifs appropriés. On détermine alors, pour

chaque constituant, le Rapport frontal :

Rf= Distance parcourue par le soluté / Distance parcourue par le solvant
Rf =d/D
e Le Rf est caractéristique d’une substance donnée pour un éluant(solvant) déterminé sur un
support «phase stationnaire» donné.
¢ Le Rf est le méme, que le constituant soit pur ou dans un mélange.
¢ Le Rf ne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange .

Pour déterminer le Rf il faut délimiter au moyen d’un crayon fin les taches révélées et marquer le
centre de ces taches. Il faut; ensuite mesurer les distances parcourues par le solvant (D) et les

distances parcourues par les taches (d), les références frontales sont calculées par le rapport :

Les Rf obtenus expérimentalement sont comparés a ceux de la bibliographie et a ceux des témoins

analysés dans les mémes conditions chromatographiques (Audigie et Zous Zain., 1991).

Couleur des taches

D’aprés Markham (1982) les aglycones et les hétérosides émettent des fluorescences, en lumiére

ultraviolette (200-365) nm donnant ainsi :

» La fluorescence violette
Témoigne soit de I'absence d’un hydroxyle libre, soit de la présence d’un hydrogéene en position 3,

correspond ainsi aux flavones, C-glycosides et aux hétérosides.

» Lafluorescence bleue ou bleu verdatre

Témoigne de la présence d’un acide phénol.



> La fluorescence jaune
Indigue la présence d'un groupement hydroxyle en position 3, correspond au

flavonols.(Lauranson., 1989).

Fluorescence : pour les aglycones et les hétérosides elle est déterminée sous lumiére UV 365 nm,
pour les acides phénols sous UV a 260 nm. Par contre les anthocyanes sont visibles a la lumiere du

jour sous forme de spots rouges (Ouafi, 1987).

Les plaques de chromatographie étant trés fragiles les résultats obtenus sont conservés en
calquant le chromatogramme avec du papier transparent en notant les couleurs des taches
observées. Ainsi les composés peuvent étre identifiés en comparant leurs positions avec celle des

composés connus et chromatographiés dans les mémes conditions.

Cette technique nous a surtout permis d’acquérir une premiére approche de la composition

flavonique de nos échantillons.
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Figure 12: schéma du développement chromatographique d'une plaque



2-2-1-3-Chromatographie liquide a haute performance (C.L.H.P)

Avec I'objectif d’identifier les flavones —flavonols, les acides phénols et les glycosides flavoniques
existants dans I’extrait brut, nous avons opté pour une méthode de choix trés précise: c’'est la

chromatographie liquide a haute performance.

Principe

La C.L.H.P n’est pas une variété particuliéere de chromatographie dont le principe de séparation
serait basé sur une méthodologie spéciale, applicable a tous les types de chromatographie en
colonne avec élution en phase liquide. Elle utilise comme support des particules de faible diamétre,
la pression nécessaire a I’élution est donc élevée. Elle nécessite I'emploi d’un appareillage lourd, dont

le fonctionnement est contrdlé par ordinateur.

C'est une technique tres pratique et trés fiable pour la séparation de trés faibles quantités de
produits non volatils ou thérmo-dégradables (comme les polyphénols) dans les mélanges les plus
complexes. Cette capacité est directement liée a la faible dimension de la colonne et a la fine

granulométrie de la phase stationnaire (Hostettman et al., 1998).

La séparation des composés dépend de leurs affinités pour les deux phases non miscibles : une

phase stationnaire et une phase mobile liquide.

L’échantillon a analyser est déposé au sommet de la colonne, la phase mobile va faire migrer les
différents constituants de I'échantillon et ceci d’autant plus rapidement que leur affinité suivant un

gradient de solvant (Lauranson., 1989).

- Appareillage de la C.L.H.P

L'appareillage de la C.L.H.P est représenté schématiquement sur la (figure 13), il est constitué

essentiellement de :

» deux réservoirs de la phase mobile.



» Un systéme de pompe assurant un mélange et un débit.

» Un systéeme d’injection d’échantillon.

» Une colonne assurant la séparation des produits.

» Un systéeme de détection et d’enregistrement.

—

1 'v
1 Pompe Injecteur Colonne
) Phase stationnaire
<—Phase mobile A
Reservoire de solvant Détecteur

Enregistreur

Figure 13 : Schéma fonctionnel d’un systéme typique de la C.L.H.P.

(Roberts et al., 1956).

o Réservoir de la phase mobile
Contrairement a la chromatographie classique, le volume de la phase mobile nécessaire est
relativement réduit et elle peut étre constituée par une seule substance ou par un mélange de deux
ou plusieurs composés, d’autre part la composition de la phase mobile est modifie au cours de

I'analyse, c’est le fonctionnement avec gradient d’élution.

Pompe
La pompe a pour role de provoquer dans la colonne un écoulement de la phase mobile compatible

avec la séparation chromatographique. Les pompes utilisées en chromatographie en phase liquide



sont soit a pression d’entrée et donnant une pression constante en téte de colonne, soit a débit et

maintiennent un débit constant de la phase mobile pendant I'analyse.

¢ Injecteur
L'injection des échantillons a faibles quantités (20 pl) se fait par un dispositif d’injection

automatique (Roberts et al., 1956 ; Skoog et Holler., 2002).

e Colonne
Les colonnes utilisées en C.L.H.P se caractérisent par leur géométrie et par la nature des phases
gu’elles contiennent. Elles sont remplies par voie humide sous pression. Pour la séparation des
flavonoides il existe deux types de phases stationnaires (colonnes) généralement utilisées : la phase

inverse en C18 nonapak et la phase inverse en C8 octadecylsilyl.

o Systeme de détection et d’enregistrement
Ils ont pour réle de suivre la présence des composés dans la phase mobile au fur et a mesure de
leurs élution. Les types de détecteurs les plus utilisés sont: les détecteurs UV visible et les

réfractometres différentiels (Yost et al., 1981).

Protocole expérimentale

Nous avons soumis successivement les extraits bruts des: aglycones flavoniques obtenus apreés
extraction acide, acides phénoliques, C- glycosides et les hétérosides flavoniques a I’analyse par C.L.H.P

dans les conditions expérimentales suivantes :

a) Analyse des aglycones flavoniques et des acides phénoliques
Les aglycones flavoniques et les acides phénoliques ont été analysés selon le mode a gradient
d’élution a la longueur d’onde 365 nm pour les flavones — flavonols et a la longueur d’onde 260 nm

pour les acides phénols (Rostagno et al., 2003)

e Mode gradient d’élution
Pour notre étude nous avons travaillé dans les conditions chromatographiques regroupées dans

le tableau 6



Tableau 6 : Conditions et caractéristiques pour la CLHP

Matériels et produits Types et caractéristiques

Colonne Type: C18 nonapak ODS Hypersil 120 A°.

Dimension : 250x4.6 mm ; 5um.

Pompe Débit : 0.8 ml/mn.
Détecteur multifaisceaux 260nm< A>2380 nm
Solvant Solvant A : Acide acétique a 2%.

Solvant B : Méthanol.

Apres le choix de la phase mobile et de la phase stationnaire, nous avons mis au point un

programme d’élution selon le tableau 7:

Tableau 7 : Conditions opératoires pour la séparation et I'identification des flavones — falvonols et

des acides phénoliques de Aerva javanica (Burm) en mode gradient d’élution de la phase mobile.

Temps (mn) Solvant B (%) Solvant A (%)
0 5 95
30 70 30
40 70 30
44 5 95
+44 5 95




b)-Analyse des C-glycosides et des hétérosides

Les C-glycosides et les hétérosides sont séparés en mode gradient d’élution avec le méme appareil
utilisé pour I'analyse des aglycones et des acides phénoliques, a la longueur d’onde A=370 nm

correspondant au maximum d’absorption de ces composés.

La phase mobile est constituée par les deux solvants suivant et selon un programme d’élution

comme suit :

Solvant A : eau/ acide acétique (98 :2)

Solvant B : Acétonitrile/ eau/ acide acétique (79 :19 :2)

Tableau 8 : Programme d’élution pour la séparation des hétérosides

Temps (mn) Solvant B (%) Solvant A (%)
0 12 88
20 17 83
30 22 78
45 37 63
60 40 60
65 70 30
68 70 30
73 12 88
83 12 88

La présence d’acide acétique dans les solvants contribue a obtenir une meilleure résolution, la
présence d’eau peut réduire la force d’élution et I'acétonitrile est un solvant trés adéquat pour la

séparation des glycosides sur colonne en phase inverse (Hutabarat et al.,2000).



D’autres solvants sont aussi connus tel que le méthanol mais il présente des forces d’élution plus

spécifiques pour les aglycones sur ce méme type de colonne.

Nous avons injecté des étalons en méme temps et dans les mémes conditions que les échantillons,

ils sont illustrés dans le tableau 9 avec leurs temps de rétention.les profils HPLC des étalons sont

représentés en annexel.

Tableau 9 : les temps de rétention des étalons flavoniques

Témoins

Temps de rétention en mn

Acide ascorbique 3.594

Acide caféique 14.399
Acide cinnamique 28.252
Acide gallique 5.667

Acide sinapique 19.497
Acide vanillique 14.769
Kaempférol 30.034
Lutéoline 28.538
Myricétine 23.474
Quercétine 27.116
Quercétine 3 -B-D- glucoside 29.925
Vitexine 2’ O- Rhamnoside 27.686
Rutine hydrate 28.300
Rutine tri hydrate 28.513




2-3-Analyse quantitative
C’est une analyse qui a été mené par la technique spectrophotométrique UV-visible
2-3-1 Par Spectrophotométrie

C'est une méthode couramment employée pour la détermination de la concentration d’un
composé qu’il soit natif ou qu’il résulte d’'une hydrolyse acide. Méthode colorimétrique qui se préte
bien a une évaluation quantitative des flavones- flavonols, des anthocyanes et des hétérosides

présents dans les extraits végétaux.

Principe

Sous le terme de colorimétrie, on rassemble aujourd’hui de facon générale les techniques de
mesure physico-chimiques par des solutions colorées, utilisées pour I'évaluation quantitative de la
substance dissoute (Schwedt., 1993). Elle se base sur la propriété de certains composés qui
absorbent d’avantage la lumiere a des longueurs d’ondes spécifiques avec le spectrophotometre UV

visible (Plummer., 1989).

Elle permet de réaliser des dosages grace a la loi de Beer Lambert qui montre une relation de
proportionnalité entre |'absorbance et la concentration aussi bien que I'étude structurale des

complexes par I'étude des spectres d’absorptions (Meyer., 1999).



Solution absorbante de concentration C

Faisceau ‘ l

i . Faisceau transmis
Lumiere incident

» »
L

monochromatique Intensite |

Trajet
optique

La loi de Beer Lambert : log lo/1= Kec

lp: lumiére incidente.

I: lumiére émergente.

e : épaisseur de la substance colorée.

¢ : concentration de la substance.

k : coefficient d’extinction lié a la nature de la substance et a la longueur d’onde.

Au cours de notre travail nous avons utilisé le spectrophotomeétre UV- visible UVIKON 941 plus, ce
dernier comprend deux sources S1 (lampe au deutérium) et S2 (lampe tungsténe - halogéne) et deux
cuves V1 (cuve témoin) et V2 (cuve essai). La lecture de la densité optique des extraits est précédée

du réglage zéro d’absorbance (100% de transmission) avec du méthanol pure.

Le protocole que nous avons suivi pour la mesure des densités optiques (D.O) est décrit par Jurd

(1962) repris par Mabry et al. (1970) et complété par Voirin (1983).

Formation des complexes avec les métaux (le chlorure d’aluminium) :

La formation par chélation de complexes entre les composés phénoliques et les métaux est

largement utilisée pour la réalisation des spectres d’absorption.



Jurd et Geissman en 1956 ont représenté l'ion métallique intervenant dans la formation du
complexe quelque soit le réactif utilisé ALcLs, Fe clL; ..... Ce ci traduit le fait que le métal ait perdu

deux électrons pour s’unir a3 deux O, de la molécule phénolique agissant comme donneur

d’électrons : / O\CH
s
4.

N

Le réactif utilisé dans notre travail est le ALcL; (chlorure d’aluminium).Ce dernier est préparé en

solution méthanolique a 1%.

Le chlorure d’aluminium (ALcls) fait intervenir les propriétés chélatantes des ions (A**) a I'égard des
composés phénoliques et forme un complexe avec les composés ayant un hydroxyle en position 3 ou

5 comme suit :




Mabry et al., 1970 ont montré que le chlorure d’aluminium, formait dans le méthanol un complexe
avec les systemes orthodihydroxyles (4’-5’ dans le noyau B, 6-7 dans le noyau A), cette réaction rend

la molécule poly phénolique plus stable lors de la mesure des densités optiques.
cd

OH \/
A
O

OH

OH

Mode opératoire

Le dosage différentiel spectrophotométrique des extraits aglyconiques et hétérosidiques fait
intervenir les propriétés chélatantes des ions AI** sur les composés. Il est donc nécessaire de

préparer pour chaque extrait a analyser deux solutions :

> Une solution référence (témoin) composée de : (X= 4 ml) de méthanol + (Y= 1ml) de la

solution a doser.

» Une solution test (essai) composée de : (X= 4 ml) de chlorure d’aluminium a 1% dans le

méthanol + (Y= 1 ml) de la solution a doser.

Par contre le dosage spectrophotométrique des anthocyanes et des C-glycosides ne fait pas

|3+

intervenir les propriétés chélatantes des ions Al*" sur les composés.



a) Dosage des flavones- flavonols

Les deux séries de solution (témoin, essai) sont passées dans le spectrophotomeétre pour lecture a
430 nm. La teneur absolue en aglycones totaux est exprimée comme quercétine selon la formule

suivante (Lauranson., 1999) :

T (mg/g) =DO. M. V.d/p

DO : densité optique du pic différentiel.

V : volume de la solution méthanolique d’aglycone en ml (5ml).
M : masse moléculaire de la quercetine (M : 302).

P : poids sec du matériel hydrolysé en gramme (2g).

d : facteur de dilution éventuel (5): X+Y

Soit :

T (mg/g) =1.3. 102 DO.V. d/p

b) Dosage des anthocyanes

La lecture des extraits s’établit par spectrophotometre a 520 nm et la teneur absolue en

anthocyanes est calculée par la formule suivante :

T (mg/g) =m DO/ E.M.V.d/p

DO : densité optique.



V : volume de la phase méthanolique (5ml).

d : facteur de dilution (5).

M : masse moléculaire de la procyanidine (M =306).

P : poids sec du matériel végétal sec hydrolysé (2g).

E : coefficient d’absorption molaire de I'orientine égale a 18850

1 : Facteur de corrélation du rendement de I'oxydation des proanthocyanidines en anthocyanidines.

Soit :

T (mg/g) =5.2. 102 DO. V. d/p

c) Dosage des C- glycosides

La lecture des extraits s’établit également par spectrophotométrie mais a 340 nm et la teneur
absolue en C-glycosides est exprimée en orientine et elle est calculée par la formule suivante

(Lauranson., 1999) :

T (mg/g) = Do/E. M. V. d/p

DO : densité optique.

V : volume de la phase butanolique mesurée aprés concentration a I’'Hcl 2N (5ml).

d : facteur de dilution (5).

M : masse molaire de I'orientine égale a 448g.

P : poids sec du matériel (2g). E : coefficient d’absorption molaire de I'orientine égale a 18850.



Soit :

T (mg/g) =2.5. 102 DO. V. d/p

d) Dosage des hétérosides
Comme pour les aglycones, les hétérosides sont dosés au spectrophotometre a 430 nm.

Parallelement des dilutions sont préparées a partir d’'une solution mére de rutine a 8%o dans le
méthanol (Tableau 10), pour établir une courbe d’étalon (Figure 14). L’extrapolation de D.O

différentielles sur la courbe étalon permet de connaitre la teneur absolue des hétérosides en mg/g.

Tableau 10 : Dilutions préparé a partir d’'une solution mere a 8%o.

[Rutine] 8%o0 | 8 4 2 1.3 1 0.8

D.O 0.405 0.28 0.135 0.09 0.06 0.051

0.45 0.05

1%o0
0.35

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1 1

0.05
0 T T T T T - - —» [Rutine] 8%o

Figure 14: Courbe étalon obtenue a partir d’une solution mére de rutine a 8%o.




2-4 Analyse statistique des données

Les teneurs absolues déterminées par le dosage spectrophotométrique sont traitées pour une
évaluation de la biodiversité intra spécifique de Aerva javanica par rapport aux 4 variables
phénoliques. La mise en ceuvre de ce traitement s'est faite a partir des logiciels Winstat , dont
I’Analyse en composante principales (ACP) qui revient a comparer les variables entre elles (Legendre
et Legendre, 1994). En effet, nous avons établi une ACP a partir de la matrice de corrélation des

données brutes (les écarts-types relatifs aux variables étant hétérogenes).
Par la suite, nous avons projeté le nuage des individus (observations) dans |'espace des variables.
2-5- Tests microbiologiques

Le but de ces tests est de mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne (bactéries

Gram+ et Gram- et levure) des composés phénoliques extraits des feuilles d’Aerva javanica.

Il existe quatre extraits polyphénoliques de la plante a tester (extrait des flavones-flavonols apres

hydrolyse acide, aglycones libres, C-glycosides et des hétérosides).
2-5-1. Evaluation qualitative de I'activité antmicrobienne

C'est une méthode dont le principe est tiré de la pharmacopée européenne pour étudier la

résistance des souches bactériennes et des levures.
- Principe

L’évaluation qualitative de I'activité antibactérienne consiste a estimer l'inhibition de la croissance
des microorganismes dont la concentration est de 10° -10” germes. ml ™ (Cavallo, 2006) mis au
contact des polyphénols de Aerva javanica, et ceci par la méthode de diffusion sur gélose en utilisant

des disques absorbants stériles.

Les disques absorbants de 9 mm de diameétre sont imprégnés d’'une quantité des différents extraits
et déposés sur une gélose inoculée par les souches testées. La diffusion de ces extraits au sein de la
gélose permet d’observer aprés incubation, en cas d’action bactéricide une zone claire autour du

disque appelée zone d’inhibition.
- Protocole expérimental

Cette technique est basée sur I'utilisation de deux couches de gélose dont I'une est inoculée avec le

germe testé.



* Préparation de la premiére couche de milieu

Le milieu de culture, MH est fondu dans un bain-marie a 60°C puis coulé aseptiquement dans des
boites de Pétri de 90 mm de diametre (15- 20 ml / boite). La gélose est mise a refroidir et a solidifier

sur la paillasse.
*Préparation de I'inoculum

A partir d’'une jeune culture de 24 heures pour les bactéries et 48 h pour les levures, nous réalisons
des suspensions en prélevant avec une anse flambée au bec bunzen 3 a5 colonies bien isolées que
nous déposerons dans 5 ml d’eau physiologique stérile puis nous agitons pendant quelques secondes
. Une lecture de I'absorbance au spectrophotometre est réalisée a une longueur d’onde de 620 nm
et qui doit étre comprise entre 0.22 et 0.32 pour les bactéries sauf pour staphylococcus aureus qui
est entre 0.3 et 0.4. Elle est comprise entre 2 et 3 pour la levure. L’ensemencement doit se faire

dans les 15 mn qui suivent la préparation de I'inoculum.

*Préparation de la deuxiéme couche de milieu

Nous ensemencgons 200 pl de chaque suspension microbienne dans 50 ml de MH pour les bactéries

et 50 ml du milieu GS pour les levures et on agite les flacons.

Nous déposons rapidement 4 ml de chaque milieu inoculé en deuxieme couche sur la surface des
boites contenant déja la premiere couche de gélose solidifiée. Nous faisant pivoter la boite sur elle-

méme pour avoir une surface uniforme et nous laissons solidifier.

*Dépot des disques

A l'aide d’une pince stérile, nous prenons un disque stérile dont nous imbibons I'extrémité par
I'extrait a tester qui sera absorbé progressivement jusqu'a imprégnation totale du disque. Ce dernier
est déposé sur la surface de la gélose. Nous laissons diffuser 30 mn. Les boites de Pétri sont incubées

a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et 48h a 25°C pour la levure.
*Lecture

L’activité biologique se manifeste par I’apparition d’un halo d’inhibition de la croissance
microbienne autour du disque contenant I’extrait a tester. La lecture s’effectue par la mesure

du diametre d’inhibition observé. Le résultat de cette activité est exprimé par le diameétre de la



zone d’inhibition (I'échelle de performance de Chifundera). Les souches sont considérées
comme résistantes, peu sensibles, sensibles, trés sensibles quand les diamétres de la zone
d’inhibition sont respectivement de:

D<9mm /10mm>D <16 mm/ 16 mm>D <22 mm/ D> 22 mm (Chifundera, 1990).

2-6 -Etude pharmacologique

La réalisation de cette étude a été faite au laboratoire de pharmacologie du C.R.D. Elle nous a permis

de tester I'activité antalgique d’Aerva javanica.

2-6-1- Activité antalgique (technique du Cramping test a I'acide acétique a 1%)

- Principe

Le principe consiste en |'évaluation de [l'activité antalgique d’un produit par injection intra
péritonéale d’acide acétique chez la souris afin de provoquer une réaction douloureuse qui se
manifeste par des mouvements de torsion de I'abdomen avec étirement des pattes postérieures

(crampes), qui peut étre réduite par un produit antalgique.

Cette étude permet de comparer la réduction du nombre de crampes aprés administration de doses

égales du produit antalgique et du produit de référence correspondant.
-Produit a tester : Extraits (butanolique, éthéré et hétérosidique) d’Aerva javanica.

-Produit de référence (Feldéne).

- Protocole expérimental

L’étude a porté sur 50 souris divisées en quatre lots de dix souris chacun de méme sexe, nourris avec
des granulés, abreuvés avec de I’ eau du robinet et maintenus en stabulation dans une animalerie a

T° 20-24°c, H 50% et éclairage de 10h .

Les souris sont mise a jeun la veille du test .Elles sont ensuite pesées et numérotées de 01 a 10 et
cela pour les différents lots : Témoin, Essaisl : extrait butanolique, Essai2 : extrait éthéré, Essai3 :

extrait hétérosidique, Essai4 : référence Feldéne. Fig 15a



AT=0 min: T : temps
Les souris du lot Témoin regoivent par voie intragastrique 0.5 ml d’eau physiologique a 0.09%. figl5 b

Les souris du lot E1B (extrait butanolique) recoivent toutes par voie intragastrique un volume de

0.5ml d’extrait butanolique dilué 5fois.

Les souris du lot E2E (extrait éthéré) recoivent toutes par voie intragastrique un volume de 0.5ml

d’extrait éthéré dilué 5fois.

Les souris du lot E3H (extrait hétérosidique) regoivent toutes par voie intragastrique un volume de

0.5ml d’extrait hétérosid ique dilué 5fois.

Les souris du lot E4F (Feldéne : produit de référence) recoivent toutes par voie intra gastrique une

dose de 1 comprimé =20mg (Feldene). sous un volume de 0.5ml par souris. Fig 15¢

AT=30min : T: temps

Injection de 0.2 ml d’acide acétique a toutes les souris (lot Témoin, lots E1B, E2E, E3H, E4F) par voie

intra péritonéale figl5 d

AT=35min : T:temps

Comptage des crampes chez toutes les souris des 5 lots (lot Témoin, lots E1B, E2E, E3H, E4AF) Par

observation directe pendant 10 mn .figl5 e

Résultats

= (Calculer les moyennes arithmétiques et la variance des crampes pour chaque lot

La moyenne=5xi/n la variance : s2= $xi%-1/n(5xi)*/n-1



= Calculer le pourcentage de réduction de crampes (pourcentage de protection) chez les souris
traitées par rapport aux témoins
= % de protection = moyenne des crampes du lot T - moyenne des crampes du lot E /

moyenne des crampes du lot T x 100

= [’étude statistique sera calculée selon la loi de Student t= | m1-m2 |/ Vs?/n1+s2/n2

s2=(n1-1) s?+(n2-1)s?/n1+n2-2

Figl5.a : numérotation des souris fig .15b injéction par voie

intragastrique

Figl5.c. injection de 0.5ml des produits a tester  fig .15d. .injection par voie

intrapéritonéale



Fig.15e. souris en plein crampe

Figure : 15 Les étapes du protocole expérimentale du test antalgique



Résultats et Discussions

1-Etude biochimique des composés phénoliques de Aerva javanica

Elle comprendra I’analyse quantitative des composés phénoliques présents dans les
différents extraits obtenus d’Aerva javanica par dosages spectrophotométriques UV-visible
et ’analyse qualitative de ces mémes fractions par les techniques chromatographiques :
CCM, CP, CLHP.

1-1- L’analyse quantitative des composés phénoliques par  dosages
spectrophotométriques

L’¢tude quantitative des composés phénoliques est réalisée par des dosages
spectrophotométriques de 15 individus d’Aerva javanica.

1-1-1-Dosage des aglycones flavoniques (flavones-flavonols)

Un dosage spectrophotométrique différentiel (par chélation au chlorure d’aluminium) est
effectué¢ a une longueur d’onde de 430 nm pour les flavones-flavonols (extrait éthéré apres
hydrolyse acide), aglycones libres (extrait éthéré sans hydrolyse acide).

Les teneurs absolues des aglycones flavoniques sont exprimées en mg par gramme de
poudre végétale.

Tableau 11 : représentant les teneurs absolues en aglycones flavoniques de Aerva javanica

en mg/g
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 moyenne | variance Ecart | Coefficient
type de
variabilité
Tmg/g | 0.03 | 0.018 | 0.102 | 0.091 | 0.099 | 0.141 | 0.117 | 0.179 | 0.100 | 0.16 | 0.125 | 0.1 | 0.120 | 0.093 | 0.150 | 0.108 1.73.10* | 0.04 | 37.04

Les résultats obtenus montrent que les teneurs totales en aglycones varient entre 0.03mg/g et
0.160 mg/g avec une moyenne de 0.108+0.04.

Le coefficient de variabilité est de 37.04% c’est un taux élevé en effet sa valeur est
supérieure a 20 %, par conséquent il existerait une variabilité infraspécifique en ces
composes.

1-1-2-Dosage des anthocyanes

Un dosage spectrophotométrique est effectué¢ a une longueur d’onde de 520nm pour les
anthocyanes (extrait butanolique) .Les teneurs absolues des anthocyanes sont exprimées en
mg par gramme de poudre végétale.Les résultats sont regroupés dans le tableau 12




Tableau 12 : représentant les teneurs absolues en anthocyanes de Aerva javanica en mg/g

type

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 moyenne | variance Ecart

Coefficient
de
variabilité

Tmg/g

0.198 | 0.31 | 0.21 | 0.352 | 0.228 | 0.307 | 0.154 | 0.172 | 0.123 | 0.156 | 0.143 | 0.208 | 0.13 | 0.227 | 0.149 | 0.204 4.84.102 | 0.069

34.07

Les résultats obtenus montrent que les teneurs absolues en anthocyanes varient entre
0.123mg/g et 0.352 mg/g avec une moyenne de 0.204+0.07.Le coefficient de variabilité est de
34.07% et reste toujours supérieure a 20 % il existerait une variabilité significative entre les
individus, signe d’une variabilité intraspécifique

1-1-3-Dosage des C- glycosides flavoniques

Un dosage spectrophotométrique (sans chélation) est effectué¢ a une longueur d’onde de
340nm pour les c-glycosides (extrait butanolique) .

La teneur absolue en C-glycosides flavoniques est exprimée en orientine en mg par
gramme de poudre végétal. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 13

Tableau 13: représentant les teneurs absolues en C-glycosides de Aerva javanica en mg/g

type

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 moyenne | variance | Ecart

Coefficient
de
variabilité

Tmg/g

0.299 | 0.184 | 0.175 | 0.168 | 0.155 | 0.181 | 0.168 | 0.456 | 0.265 | 0.309 | 0.593 | 0.295 | 0.298 | 0.15 | 0.30 | 0.286 0.0167 0.129

45.10

Sur la gamme de quinze échantillons dosés nous avons relevé une moyenne de 0.29
mg/g+0.13 et un coefficient de variabilité de 45.10% qui est nettement supérieur a 20% ce qui
indique la présence de variabilité intra spécifique chez Aerva javanica pour ces composés.

1-1-4-Dosage des hétérosides flavoniques

Nous avons également utilisé un dosage spectrophotométrique différentiel (par chélation au
chlorure d’aluminium) a une longueur d’onde de 430 nm pour la détermination des densités
optiques de ’extrait hydro éthanolique. Nous avons tracé une courbe d’étalonnage d’une
solution mere de rutine a 8%, en suite nous avons reportés les différentes valeurs des Do sur
la droite d’étalonnage et par extrapolation nous avons calculés les teneurs absolues des
hétérosides totaux (c-glycosides et o-glycosides) qui sont exprimés en mg/g de rutine. Les
résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 14.




Tableau 14 : représentant les teneurs absolues en Hétérosides (C-glycosides+ O-glycosides)

de Aerva javanica en mg/g

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 Moyenne | variance | Ecart | Coefficient
type de
variabilité
Tmg/g | 1.54 | 1.55 1.92 1.67 1.69 1.87 1.5 1.72 1.5 1.68 | 1.79 | 1.1 | 1.6 1.67 | 1.65 1.631 0.032 0.178 | 10.913

La teneur absolue moyenne en hétérosides est de 1.63mg/g+0.18, avec un coefficient de
variabilité de 10.913%.

1-2-Analyse qualitative des composés phénoliques

1-2-1-Identification = des aglycones flavoniques (flavones, flavonols) par
chromatographie sur couche mince monodimensionnelle (CCM)

L’analyse qualitative des aglycones flavoniques flavones flavonols se fera par fractionnement
de la phase éthérée (EE) par CCM monodimensionnelle sur plaque de polyamide élué par un
mélange de solvants organiques constitué¢ de: Benzeéne /méthanol/méthyle éthyle cétone
(40 :30:30 ).La chromatographie monodimensionnelle sur couche mince de polyamide
permet d’isoler un certain nombre de flavones-flavonols. L’observation des
chromatogrammes a la lumiére ultraviolette a 365 nm révele la présence de taches de
fluorescences différentes & des distances variables. A 1’aide d’un papier calque nous avons
reproduit le chromatogramme monodimensionnel de D’extrait éthéré sur plaque de
polyamide. (Figl6) afin de mieux observer le sens et le niveau de migration des composés
phénoliques pour pouvoir calculer le Rf de chaque composé.
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Figl6 : Schéma du chromatogramme monodimensionnel sur couche mince de polyamide
obtenu par fractionnement de 1’extrait éthéré d’Aerva javanica.

Ces taches sont identifiées par comparaison de leurs Rf et de leurs fluorescences a ceux de la
bibliographie (Lebreton, 1967 ; Ouafi, 1987 et 2007) et avec ceux des témoins qui ont migré
dans les mémes conditions chromatographique.

Les résultats sont regroupés dans le tableau 15.

Tableau 15: Caractéristiques chromatographiques des composés contenu dans I'extrait
éthéré d ’Aerva javanica aprés hydrolyse acide.

Taches Fluorescence UV Rf Composé
correspondant
1 Jaune 0.0416 Myricétine

2 0.20 Quercétine




Jaune

3 Jaune 0.42 Kaempférol

4 Violette 0.79 Apigénine

L’analyse chromatographique par CCM des aglycones nous a permis d’identifier les
composés phénoliques suivants :

Un flavone : Apigénine
Trois flavonols : Myricétine, quercétine, kaempférol.

D’apres les résultats obtenus nous pouvons noter que 1’espece Aerva javanica est une plante
a dominance flavonols avec trois composés contre un seul flavone.

1-2-2-1dentification des anthocyanes par chromatographie descendante sur papier

L’analyse qualitative de D’extrait butanolique (EB) est réalisée par chromatographie
descendante sur papier Whatman n° 3 dans le mélange de solvants Forestal constitué de :
I’acide acétique/eau/acide chlorhydrique (30 :10 :3). La migration dure 16 h.

La révélation des chromatogrammes se fait a la lumicre du jour. Nous observons a 1’ceil nu la
présence d’une seule tache de couleur rouge pale (fig 17). L’identification de cette tache est
réalisée par comparaison de son Rf, de sa fluorescence a ceux données par la bibliographie ,
¢talons utilisés et représenté dans le tableau 16.

Cyanidine

\

Figl7 : schéma du chromatogramme sur papier Whatman n°3 solvant Forestal des
anthocyanes obtenu par fractionnement de I’extrait butanolique de Aerva javanica..




Tableaul6 : Caractéristiques chromatographiques de I'extrait butanolique d’derva javanica
identifiés par Chromatographie descendante sur papier Whatman :

Tache Fluorescence Rf (cm) Composés identifié

1 Rouge pale 0.449 Cyanidine

A travers les données de ce tableau nous avons noté la présence d’une tache unique qui
correspond a un seul composé.

Le seul composé identifi¢ par la chromatographie sur papier correspond a la Cyanidine, qui
est I’'unique anthocyane de 1’espéce Aerva javanica .

1-2-3-Fractionnement de I’extrait éthéré contenant les aglycones flavoniques (flavones
flavonols ) et des acides phénols par CLHP

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est une méthode de séparation qui

permet d’obtenir autant de pics qu’il y a de composé dans le mélange a analyser. Les
difficultés rencontrées par la complexité de certains extraits sont considérablement atténués
lorsqu’on utilise la technique par gradient d’¢lution (Hamlat ,2006).

Le passage en CLHP de I’extrait éthéré aprés hydrolyse acide des flavones-flavonols a
365nm dans le mode gradient d’¢élution nous a permis d’obtenir le profil représenté dans la
figure 18.
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Fig18 : Profil CLHP représentant les flavones et les flavonols, détectés a 365 nm en mode
gradient d'¢lution dans le systéme de solvants (Solvant A : acide acétique a 2%, Solvant B :
méthanol).




Le profil CLHP fait apparaitre des pics correspondants a 6 composés flavoniques, dont les
caractéristiques chromatographiques sont regroupées dans le tableau 13

Tableaul7 : Caractéristiques chromatographiques des flavones-flavonols contenues dans
l'extrait éthéré identifiés par C.L.H.P a 365 nm

N° des Pics Temps de retention (min) i(cjl(;?lltli)g:s Teneurs relatives (%)
1 22.139 Myricétine 0.68

2 27.771 Quercétine 1.37

3 28.538 Lutéoline 8.96

4 31.343 Kaempférol 46.89

5 32.690 Isorhamnétine 29.65

6 33.796 Apigénine 12.41

Par comparaison avec les temps de rétention des étalons injectés dans les mémes
conditions, nous confirmons la présence des mémes composé€s que ceux révélés et identifiés
par CCM : Myricétine, quercétine, Kaempférol et I’ Apigénine mais aussi I’apparition de deux
nouveaux composés : lutéoline et I’isorhamnétine.

Deux flavones : lutéoline, Apigénine,
Quatre flavonols : Myricétine, quercétine, Kaempférol, isorhamnétine.

D’apres le tableau 13, nous avons remarqué qu’il ya prédominance des flavonols avec une
valeur élevée en teneur relative globale 78.59% contre seulement 20.37% pour les flavones.

Le changement de la longueur d'onde a 260 nm (longueur d’onde caractéristique des acides
phénoliques), nous a permis d'avoir un nouveau profil CLHP pour le méme extrait (Fig19).
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Fig 19 : Profil CLHP représentant les acides phénols détectés a 260 nm en mode gradient

d'élution dans le méme systéme de solvant.

la comparaison des temps de rétention des pics obtenus avec ceux des témoins injectés dans
les mémes conditions chromatographiques ,nous a permis d’identifier la présence de 08
composés détectés sur le profil dont les caractéristiques sont regroupées dans le tableau 18.

Tableaul8 : Caractéristiques chromatographiques des acides phénols de I'extrait éthéré
détectés par C.L.H.P a 260nm.

Pics Teneurs relatives (%) 1(51(:13:11) g Zis F;EI))S de retention
1 16.28 Acide ascorbique 3.427

2 6.98 Acide gallique 4.302

3 34.88 Catéchol 12.981

4 9.3 Acide vanillique 14.579

5 13.95 Acide caféique 15.068

6 6.98 Acide sinapique 17.632

! 6.98 ﬁ;cll(ri(fxl;benzoique 20.105




8 4.65 Acide cinnamique | 22.177

D’apres les résultats obtenus nous avons identifiés :

Six acides phénols dont quatre acides phénoliques de la série benzoique qui sont : Acide
gallique, acide vanillique, acide p hydroxybenzoique, et trois de la série cinnamique :
acide cinnamique, acide caféique, acide sinapique,

Un acide organique : I’acide ascorbique.
Un phénol simple : le catéchol.

D’aprés le tableau 18, nous avons remarqués que la teneur relative en acides phénols de la
série cinnamique est de 25.58% et elle est de 23.26% pour les acides phénols de la série
benzoique. Il ya donc parité chez Aerva javanica en acides phénols des deux séries.

En ce qui concerne les teneurs relatives du phénol simple le catéchol et de 1’acide organique
qui est I’acide ascorbique sont respectivement de 34.88% et 16.28%.

1-2-4- Identification des C-glycoside par C.L.H.P

Le passage en C.L.H.P de I'extrait butanolique contenant les C-glycosides flavoniques a
370nm dans le mode gradient d'élution, nous a permis d'obtenir le profil représenté dans la
(Fig20).
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Fig20 : Profil CLHP représentant les C-glycosides détectés a 370 nm en mode gradient
d'¢lution.

Le profil CLHP montre la présence de plusieurs pics dont nous avons identifi¢ 4 composés.
Apres comparaison du temps de rétention avec celui des étalons injectés dans les mémes




conditions chromatographiques, les caractéristiques chromatographiques sont regroupées dans

le (tableau 19).

Tableau 19 : Caractéristiques chromatographiques des C-glycosides de 1'extrait butanolique
identifiés par C.L.H.P a 370 nm

Pic Temps de rétention Composés identifiés | Teneurs relative (%)
(min)
1 48.723 Vitexine 10.47
2 49.861 Isovitexine 18.58
3 61.880 Di-C glycosides 37.83
d’apigénine
4 66.085 Mono-C glycosides 33.1
d’apigénine

A partir du tableau 19 nous avons identifiés les composés suivants :

Quatre C glycosides : la Vitexine (mono-C-apigénine), son isomére optique 1’Isovitexine
(mono-C-apigénine), un autre mono C-glycoside d’apigénine et le Di-C glycoside
d’apigénine.

Nous constatons que la génine de ces C glycosides est une flavone : I’apigénine. Ce sont

donc des C- glycoflavones.

1-2-5-Identification des hétérosides flavoniques (O- glycosides et C glycosides) par
C.L.H.P a 370nm en mode gradient d’élution

Le passage en C.L.H.P de I'extrait méthanolique contenant les hétérosides (C glycosides et
O-glycosides) obtenus apres extraction hydro alcoolique a 370 nm dans le mode gradient
d'¢lution, nous a permis d'obtenir le profil représenté dans la (Fig21).
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Fig21 : Profil chromatographique représentant les hétérosides flavoniques détectés par
C.H.L.P a 370 nm en mode gradient d'¢lution.

Le profil obtenu montre la présence d’un grand nombre pics, ces derniers correspondent aux
composés flavoniques.

A partir de ce profil, nous avons pu identifier 11 composés flavoniques(C-glycosides et O-
glycosides) dont les caractéristiques sont regroupées dans le tableau 20

Tableau 20 : Caractéristiques chromatographiques des hétérosides identifiés par C.L.H.P a

370 nm.
Temps de rétention
C 5 .
Pics Teneurs relatives (%) - ompose (min)
identifié
Quercétine
1 2.554 27.046
2 5.516 Kaempférol 33.745
Apigénine
3 8.486 36.959
4 3799 Di-o-glycoside 38.022




de myricétine

5 24.10 Myneetine 3 ) 186
glucoside

6 7.637 Rutine: di-o- 41.020
glycoside de
quercétine

7 15.558 Vitexine 48.665

8 17.963 Isovitexine 49.863

9 9.759 2vitexine o | gy 5o
rhamnoside

10 8.628 DI-C glycosides | ¢, ;¢
d’apigénine
Mono C-

11 18.104 glycoside 66.168
d’apigénine

Nous avons identifi¢ 11 composés flavoniques aprés comparaison du temps de rétention
avec celui des témoins injectes dans les mémes conditions chromatographiques, dont les
caractéristiques sont regroupées dans le (tableau20).

Le tableau 20 montre que nous avons huit hétérosides flavoniques dont cinq C-glycosides
flavoniques qui sont la Vitexine (mono-C-apigénine), son isomere optique 1’Isovitexine, le
Di-C-glycoside d’apigénine , le mon-C-glycoside d’apigénine et la 2’° Vitexine o-
rhamnoside (2’ mono-C-apigénine-O-rhamnoside), et trois O-glycosides flavoniques qui
sont : le di-o-glycoside de myricétine, la myrécitine 3 glucoside (O-glyco-3-quercétine ) , la
rutine (di-o-glycoside de quercétine) . Concernant les teneurs relatives en hétérosides
flavoniques, elles sont respectivement de 60.25% pour les C-glycosides et de 47.38% pour les
O-glycosides.

Nous retrouvons aussi la présence des aglycones libres : flavone (apigénine) et flavonols
(quercétine, kaempférol) avec des teneurs relatives de 8.48% pour le flavone et de 8.07% pour
les flavonols. Donc les aglycones libres ont une teneur relative de 16.55%.

Par comparaison avec le chromatogramme des C-glycosides flavoniques détecté par CLHP,
en plus des 4 C-glycosides initialement identifiés, nous avons trouvés une autre molécule
qui est : la 2”” Vitexine o thamnoside qui est un C-glycosyl-O-glycosyl flavonoide.




Nous remarquons que notre plante possede aussi bien des C- glycosides que des O-
glycosides flavoniques.

Conclusion de I’analyse qualitative des extraits d’Aerva javanica

La CP a révél¢ la présence d’un seul anthocyane (la Cyanidine) dans 1’extrait butanolique
apres hydrolyse acide.

La CCM monodimensionnelle de I’extrait éthéré a permis de mettre en évidence un seul
flavone (I’ Apigénine), trois flavonols (Myricétine, quercétine et Kaempférol)

L’utilisation d’une technique chromatographique plus fine qui est:la CLHP de D’extrait
éthéré a révélé sur le profil obtenu a 365 nm avec gradient d’¢lution la présence de deux
flavones (api génine et la lutéoline) confirmation de la présence de 1’apigénine et détection
de la lutéoline non révélée par la CCM. Le passage a une longueur d’onde de 260nm du
méme extrait a permis de mettre en évidence sur le profil CLHP de six acides phénols dont
trois de la série  benzoique  (acide gallique, acide wvanillique , et D’acide P
hydroxybenzoiques et trois de la série cinnamique ( acide cinnamique, acide caféique et
I’acide sinapique ),un acide organique ( acide ascorbique), un phénol simple ( catéchol).
L’extrait butanolique apres hydrolyse acide fractionné en CLHP a une longueur d’onde de
370 nm a révélé la présence sur le profil de quatre C-glycosides flavoniques (Vitexine,
Isovitexine, mono-C glycoside d’apigénine, di-C glycoside d’apigénine).

Le profil CLHP de I’extrait méthanolique contenant les hétérosides flavoniques obtenu
apres extraction hydro alcoolique a une longueur d’onde de 370nm nous a permis
d’identifier cinq C-glycosides qui sont: la Vitexine (mono-C-apigénine), son isomere
optique I’Isovitexine, le Di-C-glycoside d’apigénine , le mon-C-glycoside d’apigénine et la
2>’ Vitexine o-rhamnoside (2’’mono-C-apigénine-O-rhamnoside), et trois O-glycosides
flavoniques qui sont : le di-o-glycoside de myricétine, la myrécitine 3 glucoside (O-glyco-
3-quercétine ) , la rutine (di-o-glycoside de quercétine) .Donc nous confirmons la présence
des 4 C-glycoside révélés en CLHP des C-glycosides mais en plus nous signalons la
présence d’un nouveau C-glycoside qui est 2°’ Vitexine o-rhamnoside qui n’a pas été détecté
en CLHP des C-glycosides.

Comme nous 1’avons signalé plus haut certains composés qui par CLHP et n’ont pas été
révélé par CCM ceci est du a la haute précision de la CLHP. Et d’autres comme pour le C-
glycoside 2°’ Vitexine O rhamnoside quin’a pas été révélé par CLHP des C-glycoside a été
révélé par la CLHP des Hétérosides flavoniques est du au fait que l’extraction hydro
alcoolique est spécifique des O-glycosides et C-glycosides.

Nous pouvons conclure que les deux techniques chromatographiques sont complémentaires.

En comparant les résultats obtenus sur /’Aerva javanica avec ceux de la bibliographie sur la
méme plante, nous constatons que cette étude confirme la présence de trois aglycones
flavoniques : un flavonol (Kaempférol) et un flavone (Apigénine) déja identifié par (Sharif
A et al. ,2011). La présence d’un acide organique : I’acide ascorbique (Khare 2007), Nous
signalons que les composés flavoniques suivants ont été isolés pour la premicre fois des



extrais de la partie aérienne de 1’espece Aerva javanica 1 flavone : lutéoline ,3 flavonols :
la  Myricétine, Quercétine et I’isorhamnétine, lanthocyane :la Cyanidine, 5 C-
glycosides :Vitexine, Isovitexine, 2’ Vitexine O rhamnoside, Di-C glycoside d’apigénine et
un mono C glycoside d’apigénine , 3 O glycosides : Di O glucoside de myricétine,
myricétine 3 glucoside et la rutine.

6 Acides phénols: Acide gallique, acide p hydroxybenzoique, acide vanillique, acide
cinnamique, acide caféique, acide sinapique.

1 Phénol simple : le Catéchol.

Par contre nous n’avons pas identifi¢ I’isoquercétine dans les extraits de la partie aérienne
de Aerva javanica ce qui contredit les résultats trouvés par (Sharif A et al.,2011) sur Aerva
Jjavanica du Pakistan.

Notre plante est trés riche en composés phénoliques, notamment flavones, flavonols,
aglycones libres, C-glycosides et O-glycosides flavoniques, acides phénols et anthocyanes.

Nous tenons a signaler que 1’espeéce Aerva javanica n’a pas fait I’objet de grande et
profonde recherche sur le plan biochimique et reste trés peu exploitée malgré sa grande
utilisation et sa grande importance dans les régions sahariennes (Algérie, Niger, Pakistan..).

1-3-Analyse statistique des composés phénoliques

Nous avons réalisé une analyse statistique pour les quinze individus étudiés en vue de tester
une la biodiversité phénolique au sein de 1’espece Aerva javanica et cela par rapport a
quatre variables qui sont les teneurs absolues des: flavones-flavonols, C- glycosides,
anthocyanes et les hétérosides flavoniques. Les valeurs ont constitués une matrice de
données qui a servis aux analyses statistiques.

1-3-1-Analyse en composantes principales (A.C.P)

La projection des 15 individus sur les axes de I’A.C.P nous a permis d’obtenir les figures
regroupées en Fig22.
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Figure22 : Projection des 15 individus en fonction des 4variables sur 1’axe de I’A.C.P

L’allure des Acp obtenus a partir de la projection des individus en fonction des quatre
variables étudiées est la meme a quelques petites différences pres. En effet les individus sur
chaque tracé se distribuent en plusieurs endroits (3). Ceci dénote que les variables étudiées
sont des variables de dispersion et non d’agrégation pour notre plante.

Pour comprendre cette disposition un tableau (tab 21)de correlation entre les variables est
réalisé .

Tableau 21 : représente les corrélations entre les variables étudiées.

Varl Var 2 Var 3 Var 4

Anthocyane || C- Aglycones | Heterosides
glycosides




Var 3 0.40 1 0.30
Aglycones

Var 4 0.15 -0.08
Heterosides

Varl: Anthocyanes, Var2 : C-glycosides flavoniques .

Var3 : Aglycones flavoniques, Var4 : Hétérosides flavoniques.

Le tableau de corrélation (p<0.05) montre que la variable 1 est corrélée négativement avec
les variables 2 et 3 et positivement avec la variable 4. Cette derniere est corrélée négativement
avec la variable 2 et positivement avec les deux autres (1 et 3).

A partir de ces corrélations entre les variables nous pouvons déduire que les fractions étudiées
se disposeraient dans la chaine de biosynthése pour /’derva javanica selon le schéma
suivant :

/V Varl(Anthocyanes)

\

Var 3(Aglycones flavoniques) — Var4 (hétérosidesy—» Var 2(C glycosides)

Précurseurs

a)-Classification de Neighbour Joining:

L'application de la classification de Neighbour Joining entre les 6 premiére coordonnées
factorielles de I'ACP est représentée dans la figure 23, les coupures ont été déterminées et
expriment des niveaux d'agrégation qui traduisent une bonne qualité de classification.



- /

Fig 23 : Représente Dendrogramme issu de la classification de Neighbour Joining portant
sur les 15 individus.

Les individus étudiés se répartissent de facon équitable selon deux groupes. L'individu n°9
reste mal attribué sur cette ACP centrée. En conclusion les individus se répartissent en deux
chémotypes distincts ce qui dénoterait de 1'éventualité de la présence de clones dans l'espece

Aerva javanica(Burm).

b)- Classification ascendante hiérarchique a partir de ’ACP centrée

L'application de la classification ascendante hiérarchique entre les coordonnées factorielles de

I'ACP nous a permis d’obtenir un dendrogramme dont les coupures expriment des niveaux

d'agrégation qui traduisent une bonne qualité de classification (Figure 24).
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Fig24 : Représente le dendrogramme issu de la classification ascendante hiérarchique sur les

15 individus étudiés.



Méme constatation que pour la classification précédente. En effet 1’arbre présente la méme
allure avec les deux groupes d’individus déterminés par la coupure de ward.

Nous pouvons déduire que les quinze individus étudiés se répartissent encore en deux
chémotypes distincts, ce qui renforcerait 1’éventualité de la présence de clones dans 1’espece
Aerva javanica.

2-Résultats des activités biologiques
2-1- Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de nos quatre extraits : extrait butanolique, extrait d’aglycones
libre, extrait éthéré et I’extrait hétérosidique de Aerva javanica a été¢ évaluée par un test
qualitatif : diameétre des zones d’inhibition, qui vari selon la sensibilité du germe. Sachant que
3 essais ont €té réalisés pour chaque extrait.

Apres la période d'incubation 24 h pour les bactéries et 48 h pour la levure, si le germe
cible est sensible a l'extrait végétal sa croissance s'arréte et une zone d'inhibition se forme
autour du disque.

Au cours de notre étude nous avons testés les quatre extraits d’Aerva javanica sur trois
souches bactériennes (Escherichia coli, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus) et une
souche fongique (levure : Candida albicans).

Nous résumons dans les tableaux 22 et 23 les valeurs références de la littérature basées sur
deux échelles de performance ;Chifunderal990, et celle de Meena et Sethi, 1994.

Tableau 22 : Echelle retenue par Chifundera ,1990

Diamétre de la zone d’inhibition Nature de la souche
0239 mm Souche résistante
10a 15 mm Souche peu sensible
16 222 mm Souche sensible
Plus de 22 mm Souche tres sensible




Tableau 23 : Echelle retenue par Meena et al ; 1994 et Ela et al ; 1996

Diameétre de la zone d’inhibition Action de I’extrait
0239 mm Non inhibitrice

10-15 mm Légerement inhibitrice
16 a 28 mm Modérément inhibitrice

En parallele, nous avons testé les solvants de récupération des molécules extraites. Il s’agit du
n-butanol, du méthanol, et de 1’éther di éthylique. Ce test a été réalisé dans le but de confirmer
que les solvants ne présentent aucun effet sur la croissance normale des souches
microbiennes. D’ aprés Yrjonen, 2004 si les extraits doivent €étre soumis aux essais
antimicrobiens, la toxicité du solvant peut également é&tre critique car méme en trace, le
solvant ne devrait pas empécher le procédé¢ biologique.

Les antibiotiques utilisés sont la céfotaxime contre E coli, la vancomycine contre
staphylococcus aureus, La chloramphénicol contre Bacillus subtillis, et le miconazole contre
la levure.

Les résultats des antibiogrammes des souches bactériennes Gram+ et Gram- et de la levure
traduits par les diamétres des zones d'inhibition des extraits d’Aerva javanica sont regroupé€s
dans le tableau 24. Illustrés par les photographies Fig : (25 ,26,27 ,28)

Tableau 24 : Diameétres des zones d’inhibitions des souches microbiennes

Catégories de souches | Espéces des Diamétres des zones Echelle Echelle
souches d’inhibition
microbiennes chifundera Meena
(mm)
Souche Action
EB|EAlI |[EE EH |Atb Légérement
inhibitrice
Gram- Escherichia coli 10 |0 0 |10 |25 | Peu
sensible

Bacteries | Gram + | Bacillus subtillis 13 (11 |14 (13 |17 | Sensible Légeérement

inhibitrice
Staphylococcus 16 P3 13 |14 (23 Tres Modérément
aureus sensible inhibitrice

Levure Candida albicans | 0 0 0 0 |18 Résistante Non inhibitrice




EB : extrait butanolique, E AL : extrait des aglycones libres, E E : extrait éthéré, E H : extrait
hétérosidique, ATb : Antibiotique.

Photos A Photo C Photos B

Antibiogramme de 1’activité antibactérienne
des extraits (EB, E Al , EE, EH ) de derva
Jjavanica sur B. subtillis

Antibiogramme de Iactivité Antibiogramme de Iactivité

antibactérienne des extraits antibactérienne des extraits

(EB, E Al, EE, EH ) de Aerva (EB, E Al, EE, EH) de Aerva
javanica sur S. aureus

Jjavanica Sur E coli

E B : Extrait butanolique ,E Al : Extrait Aglycones libres, EE : Extrait éthéré, E H : Extrait hétérosidique

E coli : Escherichia coli, B. subtillis : Bacillus subtillis, S.aureus : Staphylococcus aureus

Figure 25: Zones d’inhibitions obtenues par action des extraits flavoniques de Aerva javanica sur la croissance
des trois souches de bactéries.

Figure 26 Antibiogramme de [’activité antimicrobienne des solvants (n-butanol, méthanol, éther di éthylique) sur les
bactéries et la levure




Photos D: Antibiogramme de I’activité
antimicrobienne des Antibiotiques

Vancomvcine Chloramnhénicol Miconazole Céfotaxime

Figure 27: Zones d’inhibitions obtenues par action des antibiotiques commerciaux sur les souches
bactériennes et la levure.

Levure

Photo E

Antibiogramme de I’activité antifongique des extraits
butanolique, aglycones libres, éthéré et hétérosidique
d’Aerva javanica sur Candida albicans

Fig 28: Zones d’inhibitions obtenues par action des extraits flavoniques de Aerva javanica sur la levure



En comparant les résultats obtenus aux valeurs critiques figurants dans les tableaux 22 ,23 ,
nous constatons que [’extrait butanolique (anthocyane et c-glycosides) et D’extrait
hétérosidique( O-glycosides et C-glycosides) présentent une activité légérement inhibitrice
pour la souche E.coli donc c’est une souche peu sensible vis-a-vis de ces deux extraits :fig27
par contre les extraits aglycones libres et éthéré (flavones flavonols )n’ont aucune activité vis-
a-vis de la méme souche et donc résistante a ces deux extraits. Cependant la souche Gram- E
coli_est sensible aux extraits butanolique et hétérosidique (anthocyane : la cyanidine, c-
glycosides et o- glycosides) par contre résistante aux extraits aglycones libres et éthéré
(flavones flavonols, acides phénols

La souche Ecoli est responsable des gastro-entérites (diarrhée) et des infections urinaires, ce
qui explique donc l'utilisation d’Aerva javanica pour traiter les diarrhées des bovins
(Fraz M.Khan., 2009 )

Les quatre extraits testés vis-a-vis de la souche Bacillus subtillis ont montré que cette
derniére est peu sensible aux C-glycosides O-glycosides, flavones flavonols et des acides
phénols d’Aerva javanica.

La bactérie Gram+ Bacillus subtillis n'est pas considéré comme pathogéne pour ’homme,
elle est inoffensive, mais elle peut contaminer des aliments et peut exceptionnellement
provoquer une intoxication alimentaire et peut s’avérer comme indicateur utile de manque
d’hygiéne (Fandrois, 1976). Ce qui explique I’utilisation de notre plante pour traiter les
douleurs et inflammations abdominales (Zafar et al., 2009).

Les quatre extraits flavoniques sont trés actifs vis-a-vis de la souche Staphylococcus aureus.
Cette dernieére est trés sensible aux composés phénoliques. Les diametres des zones

d’inhibitions est considérables pour I’extrait butanolique contenant la Cyanidine et les C-
glycosides et I’extrait des aglycones libres (flavones flavonols) et ce dernier présente un
diamétre d’inhibition égale a celui de I’antibiotique témoin correspondant (vancomycine).

Nous déduisons que les flavonoides et les acides phénoliques extraits de la plante Aerva
Jjavanica ont une activité antibactérienne vis-a-vis de cette souche.

La bactérie Staphylococcus aureus est responsable des staphylococcies cutanées et sous

cutanée et des toxi-infections alimentaires. La richesse de cette plante en composés
phénoliques connus par leurs effets antispasmodiques, leurs propriétés antibactériennes,
antifongique justifie son utilisation en médecine traditionnelle dans le traitement de certaines
maladies de la peau : blessure et inflammation de la peau en application externe (Qureshi R et
al ; 2010), infection dermatologique, morsure de serpents et piqure de scorpion (Ali omar ;
2009).

Les résultats de ’activité antifongique ne montrent aucune action inhibitrice vis-a-vis du
Candida albicans . fig 28 Les quatre extraits sont inactifs .Donc cette Souche est résistante.
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Fig 29 : histogramme représentant les diametres des zones d’inhibition obtenus par action des
extraits flavoniques d’4erva javanica sur les bactéries et la levure.

L’histogramme de la figure 29 montre que par rapport aux diamétres des antibiotiques, nos
quatre fractions ont une activité Iégérement inhibitrice vis-a-vis des Gram-, une activité
modérée vis-a-vis des souches Gram+ et aucune activité vis-a-vis de la levure.

Nos résultats concordent avec ceux trouvés par Sharif Ahsan et al.,2011 sur /’derva javanica
du Pakistan. Concernant la levure elle s’est montrée résistante aux quatre fractions ce qui
contredit les résultats du méme auteur.

2-2-Activité antalgique:

L’activité antalgique de nos trois extraits : extrait butanolique, éthéré et hétérosidique
d’Aerva javanica a été évaluée par la réduction du nombre de crampes causés par 1’acide
acétique chez des souries (injection intra péritonéale) afin de provoquer une réaction
douloureuse qui se manifeste par des mouvements de torsion de I’abdomen avec étirement des
pattes postérieures (crampes) fig30. Ces derniéres peuvent étre réduites par un produit

antalgique.



Fig30 : souris en plein crampe

Pours notre étude nous avons utilis€ un produit antalgique de référence : féldéne et nous

I’avons comparé aux produit testés qui sont nos trois extraits. Des moyennes arithmétiques

des crampes pour chaque lot de souris sont calculées, les résultats obtenus sont regroupés dans

le tableau 25

Tableau 25: représentant les moyennes arithmétiques des crampes

Souris/nbre | Lot témoin Lotessai I B | Lotessai 2 E | Lotessai 3 H | Lot essai 4 F
de crampes

1 29 7 9 5 13

2 26 6 3 8 6

3 26 18 3 6 10

4 26 3 1 4 15

5 25 6 18 2 10

6 15 0 2 5 8

7 18 10 12 6 15

8 13 15 11 4 8

9 16 4 7 7 15

10 16 12 8 1 8
Moyenne 21 8.1 7.4 4.8 10.8
Ecart type 5.90 5.606 5.35 2.149 3.425




Le pourcentage de réduction de crampes chez les souris traitée par rapport aux témoins est

calculé et les résultats sont regroupés dans le tableau 26.

Tableau 26: représentant le pourcentage de protection

Lots Moyenne de crampes Pourcentage de protection
Essai 4 F(Feldene) référence | 10.8 48.57
Essai I B(extrait 8.1 61.428
butanolique)
Essai 2 E(extrait étheéré ) 7.4 64.76
Essai 3 H (extrait 4.8 77.142
hétérosidique)
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Fig 31 : histogramme représentant le pourcentage de protection des souris en fonction des

extraits flavoniques de Aerva javanica comparé au produit de référence.

La signification statistique de ces résultats est calculée selon la loi de Student

t=| m1-m2 |/ Vs¥ni+s*/n2

s*= (ni1-1) s>+ (n2-1) s*/ni+n2-2

0=0.05, ta=2.17

Hypothése Ho : il n ya pas de différence significative entre Essai 4(Feldéne) et Essai a testé

Nous avons calculé le « t »de nos trois extraits (EB, EE , EH) et le comparer a ta.

Les résultats sont les suivant : t1(EB)=1.88 , t 2(EE)=1.69, t 3(EH)=4.724.




D’apres nos résultats t1(EB) et t 2(EE) sont inferieur a ta 2,17 donc nous dirons qu’il n ya pas
de différence significative entre le médicament Féldene et les deux extraits butanolique et
éthéré. Par contre t 3(EH) est supérieur a ta 2,17 donc il ya une différence significative entre
le médicament Feldeéne et 1’extrait hétérosidique.

D’aprés les résultats du tableau 26 et I’histogramme fig 31, nous remarquons que les essais
1,2 et 3 donnent de meilleurs résultats par rapport au produit de référence Feldene (essai 4)
avec une moyenne de crampes qui est respectivement de 8.1, 7.4 et 4.8. De plus nous notons
que I’injection de notre essai 3, qui représente les hétérosides flavoniques d’Aerva javanica,
est nettement plus efficace. Et ceci est confirmé par le test de Student.

Nous pouvons conclure que les trois fractions flavoniques donnent un meilleur pourcentage
de protection par rapport au produit de référence : Feldéne, et fait important de notre étude
c’est la révélation de I’activité antalgique de la Cyanidine comme unique anthocyane présent.
[’Aerva javanica a une forte propriété antalgique, ce qui justifie son utilisation en médecine
traditionnelle par les populations du Sud algérien pour soigner les maux de téte et douleurs
abdominales (Sumit, 2008).



Conclusion

Le travail que nous avons réalisé est une contribution a 1'étude de la biodiversité¢ par les
composés phénoliques présents dans Aerva javanica, en plus de la recherche de quelques
activités biologiques de ces mémes composeés.

L'é¢tude phytochimique a en pour premier objectif l'extraction des différents composés
phénoliques pour obtenir 4 extraits : un extrait des flavones, flavonols, extrait des hétérosides
(O-glycosides et C-glycosides), extrait des aglycones libres, extrait des C-glycosides et
anthocyanes.

Nous avons utilisé la chromatographie sur papier, la chromatographie sur couche mince, la
chromatographie liquide a haute performance pour réaliser 1’analyse qualitative et la
spectrophotométrie UV-visible pour réaliser I’analyse quantitative de nos quatre fractions.

C’est ainsi que nous avons révelé la présence des flavonoides suivants :
*Proanthocyane : La Cyanidine révélée pour la premiére fois
* Deux flavones :

Apigénine

Lutéoline révélée pour la premicre fois

*Quatre flavonols :

Kaempférol, Myricétine, Quercétine, Isorhamnétine dont les trois derniers ont été révélés
pour la premiére fois.

*Huit hétérosides flavoniques révélés pour la premiere fois dont Cing C-glycosides
flavoniques :

Vitexine (mono-C-apigénine)

Isovitexine (mono-C-apigénine)

Un autre mono C-glycosides d’apigénine

Di-C glycoside d’apigénine

La 2’’ Vitexine o-rhamnoside (2’’mono-C-apigénine-O-rhamnoside).
Et trois O-glycosides flavoniques :
Le di-O-glycosides de myricétine
La myricétine 3 glucoside

La rutine (di-o-glycoside de quercétine)



-Parmi les acides phénoliques présents dans les extraits nous avons pu identifier pour la
premicere fois :

*Six acides phénols dont trois acides phénoliques de la série benzoique :
Acide gallique

Acide vanillique

Acide p hydroxybenzoique

Et trois autres acides phénoliques de la série cinnamique :

Acide cinnamique

Acide caféique

Acide sinapique

*Un acide organique : 1’acide ascorbique.

*Un phénol simple : identifié¢ pour la premiére fois le catéchol.

Les teneurs relatives en aglycones flavoniques déterminées par la chromatographie liquide a
haute performance donnent une valeur de 16.55% pour les aglycones libres. En ce qui
concerne les aglycones flavoniques libérés apres hydrolyse acide il ya prédominance des
flavonols avec une teneur relative de 78.59% contre 21.37% pour les flavones. Ce résultat
est confirmé par la dominance des fluorescences jaunes caractéristiques des flavonols sur les
plaques chromatographiques sur couche mince réalisées.

Les teneurs relatives en hétérosides flavoniques (C-glycosides et O-glycosides) déterminés
par la CLHP présentent une valeur de 60.25% pour les C- glycosides et une valeur de
47.38% pour les O- glycosides.

Les teneurs relatives du phénol simple : catéchol est de 34.88%, 16.28% pour 1’acide
organique qui est 1’acide ascorbique.

Concernant les teneurs relatives en acides phénols déterminés par la CLHP de I’extrait
butanolique, sont de 25.58% pour les acides phénols de la série cinnamique et de 23.26 %
pour les acides phénols de la série benzoique. Il ya donc parité chez /’Aerva javanica en
acides phénols des deux séries.

L'analyse quantitative par dosage spectrophotométrique UV visibles des quatre extraits de
composés phénolique de Aerva javanica nous a permis d'évaluer les teneures moyennes en:
Flavones, flavonols : 0.108 mg/g + 0.041, Hétéroside : 1.631 mg/g +0.178, Aglycone libre :
0.12mg/g + 0.13, C-glycosides : 0.286 mg/g + 0.129, Anthocyanes : 0.204 mg/g+ 0.069.



Les analyses quantitatives et qualitatives des composés phénoliques ont montré que notre
plante est d’une grande richesse polyphénoliques puisque trois familles flavoniques ont été
rencontrés : pro anthocyanine, flavonols-flavones (ces deux dernieres sous formes O et C-
glycosylés et libres) et les acides phénols.

Les résultats de la recherche de la diversité chimique a l'intérieur de notre espeéce ont montré
que les individus étudiés se répartissent en deux chémotypes distincts ce qui dénoterait de
I'éventualité de la présence de clones dans l'espeéce Aerva javanica.

En effet 1’analyse des composés polyphénoliques issus des extraits de la partie aérienne
d’Aerva javanica a été complétée par des tests microbiologiques via des bactéries a gram
négatif (Escherichia coli) ,gram positif (Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus) et levure
(Candida albicans).

L’activit¢ microbiologique des extraits de notre plante a été prouvée surtout vis-a-vis des
souches Gram positif.

Les résultats obtenus a partir de ces tests ont montré que Aerva javanica possede une activité
antibactérienne di principalement aux C- glycosides et O-glycosides flavoniques et a la
Cyanidine.

Aerva javanica est une plante trés utilisée dans la pharmacopée traditionnelle, pour le
traitement des maux de tétes, douleurs et inflammations abdominales ce qui nous a conduits a
faire une étude de l'activité antalgique.

Tous nos extraits polyphénoliques ont montré un pouvoir antalgique supérieur au produit de
référence (Feldene), nous devons toute fois relever le fort pourcentage de protection propre a
la Cyanidine que nous avons révélé pour la premicre fois chez les plantes médicinales.

De ce fait nous avons confirmé [’utilisation de notre plante en médecine traditionnelle
comme ayant des propriétés antalgiques (pour le traitement des maux de tétes, douleurs et
inflammations abdominales ...)

Malgré la maitrise d'une grande partie de ce travail, notre étude qualitative est appelée a étre
affinée par couplage de la CLHP avec la spectrométrie de masse c'est-a-dire la LC MS des
composés de toutes les fractions, de fagon a rechercher les activités biologiques vis-a-vis de
chaque composés. Et surtout Confirmer I’identification de la Cyanidine comme seul
anthocyane.

Il est souhaitable qu’a I’ avenir on puisse augmenter 1’échantillonnage et multiplier les
stations et faire la correspondance entre chémotypes et aspects morphologiques

Il est souhaitable aussi de faire une analyse antimicrobienne avec un nombre plus grand de
pathogeénes in vivo, et déterminer la CMI. (Concentration Minimale Inhibitrice)

11 serait intéressant d’utiliser les principes actifs de cette plante en pharmacognosie pour la
fabrication de remédes notamment des pommades.
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Abstract

This work is a contribution to the study of phenolic compounds, the plant species Aerva javanica, belonging
to the Amaranthaceae family. Chosen for its therapeutic value and high antioxidant capacity, widely used in
Tamanrasset in medicine and traditional medicine.

To use diverse, All parts of this plant are solicited: stems, leaves, roots, fruit.

The extraction of large families of polyphenols, with different solvents (polar and nonpolar), allowed us to:
-Quantify visible by UV spectrophotometry following compounds (flavones, flavonols: 0.108 mg / g + 0.04,
anthocyanins: 0.204 mg / g + 0.069 C-glycosides: 0.286 mg / g + 0.129, flavone aglycones free: 0.12mg / g +
0.13 and glycosides: 1.63 mg/ g+ 0178).

-Reveal and identify by thin layer chromatography (TLC), paper (CP), and high performance liquid
chromatography (HPLC), the composition of each family to know 2Flavone : luteolin (identied for the first time)
and Apigenin 4 Flavonols: Myricetin, Quercetin, isorhamnétine (identied for the first time). and Kaemphérol
1 Anthocyanin : the Cyanidin. (identied for the first time)

5 C-glycosides: (identied for the first time) Vitexin, [so-vitexin, vitexin 2" o-rhamnoside, Di C-glycoside
Apigenin, Apigenin glycoside C Mono. And 3 O-glycosides: (identied for the first time) Di myrécitine O
glucoside, Myricetin 3 glucoside, Rutin (o di glyco-3-quercetin).
6 phenolic acids identied for the first time including 3 benzoic acid series’ :gallic acid, p hydroxybenzoic acid,
vanillic acid and 3 cinnamic acid Series’: cinnamic acid, caffeic acid, sinapic acid.

1 organic Acid : Ascorbic acid and 1simple phenol : Catechol. (identied for the first time)
The research results of the chemical diversity in our species showed that individuals studied divided into two
distinct chemotypes that denote a possible presence of clones in the species Aerva javanica.

Microbiological and pharmacological tests showed that:

The phenolic compounds of Aerva javanica possess antibacterial activity, a strong analgesic property on
flavonoid glycosides.

Key words : Aerva javanica, phenolic compounds, chemical diversity, antibacterial activity, analgesic activity,
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