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RESUME

Obijective : Cette étude visait a étudier la composition phytochimique et les activités biologiques de
Les extraits (Aqueux, Acétate d’éthyle et N butanole) avec des composés bioactifs des parties

aériennes P. oleracea.

Méthodes : Pour l'analyse phytochimique, des techniques de caractérisation qualitative ont été
utilisées, La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour évaluer la teneur totale en acide phénolique
des extraits plante et leurs deux fractions. La teneur totale en flavonoides a été déterminée a l'aide d'un
dosage colorimétrique du chlorure d'aluminium. Tandis que I'identification des composés phénoliques
individuels ont été effectuées par analyse HPLC. La méthode de spectroscopie FTIR a été utilisée pour
identifier le groupe fonctionnel des extraits organiques. Les activités antioxydantes ont été mesurées
selon trois methodes DPPH, FRAP et Capacité antioxydant toutale. Et une activité anti-inflammatoire
par la méthode d'inhibition de la dénaturation de la protéine.En plus de l'activité photoprotectrice de
I'extrait a été testée en calculant le SPF.Aussi l'activité antidiabétique a été testée en utilisant un test
d'absorption du glucose par des cellules de levure.En plus de mesurer I'efficacité I'anti hémolyse. En
outre, l'activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur gélose a été évaluée a l'aide de six

souches.

Résultats : L'analyse phytochimique a révélé la présence de nombreux métabolites secondaires, tels
que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les terpénoides et les alcaloides. Pour I'analyse HPLC,
nous avons obtenu 60 pics et identifié 3 composés bioactifs majeurs. La concentration totale en
polyphénols et en flavonoides variait respectivement de 49+ 1.73mg équivalent acide gallique/g poids
sec et 15.08 +0.875 mg équivalent quercétine/g poids sec/mg. L'étude par spectroscopie FTIR a
indiqué plusieurs valeurs maximales distinctes dans I'extrait avec différents groupes fonctionnels tels
que les groupes alcane et phénol.En termes d'activité antioxydante FRAP ,DPPH et TAC, nous avons
constaté que cet extrait avait des rapports inhibiteurs élevés équivalents a (33.275+£1.32 pg/ml
,162.59 £13.64 pg/ml ,200.25 + 185.616 pg/mL, respectivement). Nous avons obtenu une valeur
d'indice de protection solaire de 27,164 + 0,005. Et une activité anti-hémolytique faible.Notre étude a
également révélé que la plante et leurs deux fractions ont une activité antidiabétique excellente. De
plus, l'activité antibactérienne est guelgue peu modérée contre les six souches étudiées.

Conclusion : Notre étude a montré que la plante P. oleraceaune excellente activité biologique contre
le diabéte., contient d'énormes capacités antioxydantes et anti-inflammatoires et est considérée comme

un Creme anti-solaire, ce qui la recommande fortement pour des usages médicaux. Mots

clé : Portlaca Oleraceal, composés bioactifs,HPLC analyse, activités biologiques.



Abstract

Objective: This study aimed to investigate the phytochemical composition and biological activities of
the crude extract (Aqueous, Ethyl Acetate and N Butanole) with bioactive compounds from the aerial
parts of P. oleracea.

Methods: For the phytochemical analysis, qualitative characterization techniques were used. The
Folin-Ciocalteu method was used to evaluate the total phenolic acid content of the plant extracts and
their two fractions. Total flavonoid content was determined using a colorimetric aluminum chloride
assay. while identification and quantification of individual phenolic compounds were carried out by
HPLC analysis. The FTIR spectroscopy method was used to examine the chemical composition of
organic extracts. Antioxidant activities were measured using three methods DPPH, FRAP and Total
Antioxidant Capacity. And anti-inflammatory activity by the method of inhibiting protein
denaturation. In addition, the photoprotective activity of the extract was tested by calculating the SPF.
In order to test the antidiabetic activity, a glycosylase assay was used. In addition to measuring the
effectiveness of anti-hemolysis. Also, the antibacterial activity by the agar diffusion method was

evaluated using six strains.

Results: Chemical analysis revealed the presence of numerous secondary metabolites, such as
polyphenols, flavonoids, tannins, anthocyanins, terpenoids and alkaloids. For HPLC analysis, we
obtained 60 peaks and identified 3 major bioactive compounds. The total concentration of polyphenols
and flavonoids varied from 49 + 1.73 mg gallic acid equivalent/g dry weight and 15.08 + 0.875 mg
quercetin equivalent/g dry weight/mg, respectively. The FTIR spectroscopy study indicated several
distinct maximum values in the extract with different functional groups such as alkane and phenol
groups. In terms of FRAP, DPPH and TAC antioxidant activity, we found that this extract had high
inhibitory ratios equivalent to (33.275+1.32 ml/AA/g,162.59+13.64 pg/ml,200.25+185.616 pg/mL,
respectively). Anti-inflammatory activity was estimated at 31.6092 pg/ml. We obtained a sun
protection index value of 27.164 + 0.005. and weak anti-hemolytic activity. Our study also revealed
that the plant and their two fractions have superior antidiabetic activity. Additionally, the antibacterial

activity is somewhat moderate against the six strains studied.

Conclusion: Our study showed that the P. oleraceaplant has promising antidiabetic biological
activity, contains enormous antioxidant and anti-inflammatory capacities and is considered an

sunscreen, which highly recommends it for medical uses.

Key words:Portlaca Oleracea L, bioactive compounds, HPLC analysis, biological activities.
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Liste des abréviations

Abs: Absorbance

ATCC : American Type Culture Collection

DMSO: diméthyle sulfoxyle

DO: diosgénine

DPPH: 2,2 - diphényle - 1- picryl hydrazyl

EA : Acétate d'éthyle

ECso: La concentration efficace médiane

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

FRAP: Ferric reducing antioxidant power

FT-IR: La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
HPLC : chromatographie en phase liquide haute performance
ICso: Concentration inhibitrice 50

NB : N-butanol

PBS : La solution saline tamponnée au phosphate

P.oleracea: Portlaca Oleracea L

SDS: Sodium dodecyl sulfate

SPF: facteur de protection solaire

TAC: Capacité antioxydant toutale

UV-VIS: Utra-Violet Visibl
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INTRODUCTION

L'utilisation des plantes en médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies fait partie
intégrante de la culture et des traditions de la majorité de la population mondiale (Petersen et
al ,2012). Ce type de médecine est a ce jour reconnu comme systeme de soins de santé
primaires privilégié dans de nombreuses communauteés rurales (Dutertre, 2011). De plus, des
facteurs tels que la disponibilité, le prix abordable et I’accessibilité des plantes médicinales
ont conduit a leur forte demande et a leur utilisation (Petersen et al ,2012). Les plantes
médicinales et aromatiques sont utilisées par ’homme en médecine traditionnelle pour traiter
certaines maladies depuis 1’ Antiquité. En raison de leurs composés, ils contiennent une variété
de métabolites secondaires ayant un potentiel thérapeutique,(MEKHLOUFI,2022) ils sont
principes actifs qui en font une source majeure de molécules bioactives .l existe environ
13000 espéces de plantes ayant été utilisées sur de tres longues périodes comme remédes
traditionnels par diverses cultures dans le monde entier, et dans divers domaines a savoir en
médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture car elles sont connues par leurs
propriétés biologiques bénéfiques et intéressantes(Tyler et Varro, 1993 ,Rahal et Rahal ,
2019).Au fait, selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), 80% de la population
mondiale ont recours aux plantes médicinales pour soigner les problemes de santé primaire.
(Attaia et Ammari, 2020)

Portulaca oleracea L. communément appelé Pourpier, possédant de remarquables propriétés
nutritionnelles, médicinales, pharmacologiques et phytoremédiatrices (Syed et al, 2016).Et a
été signale officiellement dans les pharmacopées francaise, mexicaine, espagnole et
venézuélienne (Eduardo,1978).Le pourpier est présent partout dans le monde, dans les pays
tempérés d'Europe, d’Amérique, du Canada, de Nouvelle-Zélande, d'Australie, abondant en
Inde (Anonymous, 2003). Elle est répertoriée par l'organisation mondiale de la santé comme
I'une des plantes médicinales les plus utilisées et a recu le terme de « Panacée mondiale »
(Ahangarpour et al ,2016).Le folklore chinois le décrit comme un « légume de longue vie »
et il est utilisé depuis des milliers d’années dans la médecine traditionnelle chinoise. (X ,2006
; Chen, 2009).La plante P. oleracea est utilisée fraiche ou séchée dans le traitement de
nombreuses maladies en raison de ses bienfaits thérapeutiques, agissant comme fébrifuge,
antiseptique, vermifuge, etc. (Lee et al, 2012). Il a également été utilisé comme traitement
contre les bralures, les maux de téte, la toux, l'essoufflement et I'arthrite, et de nombreuses
propriétés thérapeutiques telles que des propriétés antiulcéreuses, anti-inflammatoires,

antidiabétiques, antioxydants et antibactériennes efficaces. (Lee et al, 2020 ; Nemzer et al
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,2020). L'étude des effets biologiques de P. oleracea et des matériaux qui en dérivent ainsi
que leur application & la santé humaine reste une tache extrémement intéressante et utile,
Ainsi, de nombreux chercheurs ont immédiatement étudié par ailleurs les activités
phytochimiques et biologiques de la plante P. oleracea L.A partir de plusieurs articles et
mémoires scientifiques, nous avons retrouvé un bon nombre de résultats qui ont permis de
préciser la plupart des propriétés médicinales et leurs effets positifs sur la santé humaine.
A notre connaissance, il n’existe aucune étude antérieure visant a extraction des fractions
plante de P. oleracea extraire et évaluer leurs propriétés biologiques. Partant de ce fait,
l'objectif principal de notre travail de notre mémoire est visant & séparation les composants
bioactifs de l'extrait de P.oleraceaet a évaluer leurs activités biologiques pardéférent tests.
La premiére partie se compose de deux chapitres : le premier chapitre comprend un apercu
bibliographique de P. oleracea. Le deuxiéme chapitre présente les metabolites secondaires.
La deuxieme partie concerne le travail expérimental :
+» Basée sur I'étude in vitro : Préparer I’extrait de plante et leur fractions,caractérisation quantitative
et qualitative de ces composés et évaluation de leurs activites biologiques via une activité
antioxydants, anti-inflammatoire, anti-hémolytique, antibactériens capacité.En plus de
déterminer la valeur du SPF et son efficacité en cas d'hypoglycémie grace a un test

d'absorption du glucose par les cellules de levure.
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1. Définition :

Portulaca Oleracea est une herbacée annuelle succulente, abondamment ramifiée, érigée ou
prostrée (Mahdjoubi, 2019). Charnue de la famille Portulacaceae dont la longueur varie 10-
50cm, qui est largement distribue dans les régions tempérés et tropicales dans le monde
(Hongbin et al., 2010). Portulaca oleracea est une espéce cosmopolite et le genre Portulaca
appartient a la famille des Portulaocaceae, une petite famille comptant 21 genres et 580
especes et est cosmopolite dans sa répartition et présent particulierement en Amérique avec
certaines espeéces sont originaires d’ Arabie(Kamal Uddin, 2014). Elle tient son nom de latin
Portulaca qui signifie « petite porte » a cause de forme de I’ouverture de sa capsule (Sassoui,
2016), d’ou elle tient son nom Olera qui vent dire légumes (Gallino, 2001). Portulaca
oleracea appelle commun le Pourpier ou pourpier maraicher (Hwess et al., 2017), tandis que
les agronomes hispano-arabes d’Andalousie (XXVéme siécle) utilisaient le nom de « rigla »
qui signifie « pied » certainement a cause de ses feuilles d’actiniformes ou 1’appelle aussi «
Pourpier potager » du fait qu’il utilisé comme légume (Sassoui, 2016). Les Arabes du moyen-
age l’appelaient Baglahamga, ce qui signifi¢ « légume fou » dufait que ses branches se
répandent sur le sol sans contréle (Bermego et Leon, 1994). Le pourpier est également
consommé comme légume dans certains provins ces de la Chine. La partie la plus utilisée de
la plante est la partie aérienne (tige, feuille) (Hongguang et al., 2014) pour qu'il soit
Iégerement acide et similaire au goQt des épinards (Oliveira et al, 2009).Portulaca oleracea
Est listé dans ’OMS comme une des plantes médicinales les plus utilisé et en lui a donné le
terme « Global Panacea » (Lim et Quah, 2006). Elle a été mentionnée par Dioscorid dans son
livre de pharmacologie de « Materria Medica (Osbaldeston, 2000) sous le nom « andrachne »

ou il a étudieé ses propriétés médicinales (figure 01).

Figure 01 : Portulaca Oleracea L (Hongguang et al., 2014)
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Il. Généralités sur ’espéce étudiée Portulaca oleracea L
11.1. Description botaniquede I’espece P. oleracea L :

Portulaca oleracea L. plante annuelle de la famille de Portulacaceae et du genre
Portulaca, l'un des 25 genres de plantes succulentes et arbustes de cette famille. Elle tient son
nom du latin, Portula qui signifie « petite porte », a cause de la forme de I’ouverture de sa
capsule, elle est communément appelée pourpier et connue sous le nom arabe « Redjila », se
produit dans la péninsule Arabique et les zones adjacentes (chan et al.,2000), y compris
Emirats Arabes Unis et Oman. Le pourpier est une plante alimentaire aux tiges rampantes,
pluricaules de longueur de 10 a 30 cm (Karima et Rachid, 2004), a feuilles opposées, rondes,
épaisses et de racine pivotante, épaisse, mesurant entre 2 a 11 cm (Reaume, 2009) et des
nouvelles racines peuvent se développer a partir des rameaux (Bourgeois et Merlier, 1995).
La plante produit des fleurs jaunes, solitaires, 5 pétales libres avec 6-12 étamines
(Beloued,2009). Les graines sont ovales, trés petites et généralement de couleur noire
(Miyanishi et Cavers, 1980). Un fruit qui une capsule déhiscente, de forme globuleuse
mesurant de 4 a 8 mm et contient de nombreusesgraines. Ces dernieres noires, orbiculaires et
réniformes d’un diamétre de 0,5 & Imm (Grubben et Denton, 2004). Des graines ovales, trés
petites et généralement de couleur noir .Orbiculaire et
réniformes d’un diameétre de 0,5 a 1 mm (figure 02)(Beloued, 2005).
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Figure 02 : portulaca oleracea A : portulaca oleracea plant ; B : felurs et feuilles ; C : fruit ;

D : tige et fruit (Beloued ,2005)

I1.2. Classification botanique :

Le pourpier appartient a la famille de Portulacaceae qui comprend 20 genres et 500espéeces
(JONES et LUCHSINGER, 1987). Le genre Portulaca comprend plus de 100espéces de

plantes herbacées annuelles, charnues ou sarmenteuses (tableur 01) (Bailey et Bailey,1976).

Tableau 01 : Systématique de I’espéce P. oleracea (Cronquiste, 1981).

Plantes (Végétal)

Sous-réegne:

Division
Classe
Sous classe
Ordre
Famille
Genre

Espéce

Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnolipside
Caryophyllidae
Caryophyllales
Portulacaceae
Portulaca

Portulaca oleracea L
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11.3. Composition chimique du P.oleracea L :

Les chercheurs et les nutritionnistes ont prouvé cette plante comme une récolte végétale
potentielle pour la consommation humaine en raison de son importance nutritionnelle et
pharmaceutiqgue (AMIRUL et al., 2015).Plusieurs recherches scientifiques ont montré la
richesse de D’extrait d’ P. oleracea par les flavonoides, les coumarines, les glycosides
monoterpénes et les alcaloides (DIANYU et al., 2011; AN SOOK et al., 2012).Aussi il
abaisse les niveaux de cholestérol et de triglycérides et augmente la lipoprotéine de haute
densité bénéfique (HDL) (LIU et al., 2000). Elle est riche aussi en polysaccharide, I’amidon,
tanins, glycoside, d’anthraquinone, 1’acide glutamique et I’a-tocophérol (ABDALLAH, 2010)
et triterpénoide (MALLIK et al., 2013). P. oleracea contient plusieurs types de vitamines ;
Vit B (Blet B2), Vit C et les minéraux tels que ; le magnésium, le manganeése, le calcium, le
potassium (AMIRUL et al., 2014), le fer, le phosphore, le zinc (Kamalet al., 2014). Elle
contient de grandes quantités de Lnoradrénaline (0,25% en herbes fraiches), une
neurohormone qui a vasopresseur et activité anti-hypotensive et réduit I’hémorragie au niveau
tissulaire (ANTHONY et DWECK, 2001).

11.4. Localisation :

P. oleracea, communément appelé pourpier, se trouve dans diverses régions du monde. Elle
est répandue en Australie(Zhou et al., 2015), en Inde, en Chine, en Malaisie, en Afrique du
Nord, en Europe, en Amérique du Nord et dans les friches(Masoodi et al., 2011). En Ukraine,
plus précisément dans la région de Tchernivtsi, six morphotypes de P.oleracea ont été
identifiés, certains étant nouveaux dans la région(Hassan, 2014). La plante est également
utilisée en phytothérapie chinoise, comme en témoigne un tissu contenant P. oleracea pour
ses bienfaits pour la santé. De plus, une boisson santé incorporant P. oleracea est préparée a
partir de divers ingrédients pour ses propriétés rafraichissantes et bénéfiques pour la
santé(Syed et al., 2016). Ces utilisations diverses et ces présences généralisées mettent en
évidence la localisation mondiale de Portulaca oleracea sur différents continents et son

importance dans la médecine traditionnelle et les produits liés a la santé.
I1.5. Les Utilisations Thérapeutique :

Le pourpier est une plante d’importance alimentaire et médicinale agréable qui a de multiples
usages. Elle est traditionnellement utilisée comme anti-inflammatoires (yeux), antidiabétique,
analgésique et anti-oxydantes (CHERUKURI et al., 2013 ; DUGAWALE et al., 2019). Sa
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valeur médicinale est évidente de son utilisation comme purgatif, tonique cardiaque, relaxant
musculaireet dans le traitement des bralures, maux de téte et les maladies liées a l'intestin, de
I'estomac, la toux, I'essoufflement et l'arthrite. (LIU et al., 2000). Comme elle est utilisée
comme sédatif gastrique, dissiperait la chaleur excessive et la douleur (HWESS et al.,
2017).Sa richesse en acides gras « oméga-3 » lui confere un potentiel thérapeutique aux
maladies du systeme nerveux central. Les teneurses (substance responsable de la
démangeaison et 1’e importantes en acides gras, permettant de soulager les symptomes du
psoriasis en inhibant la production de leucotrienfficace pour favoriser le fonctionnement de
vessie et troubles urinaires), Crue ou cuite, la partie aérienne est indiquée au traitement des
troubles de l'appareil digestif (ADOUANE, 2016).antiscorbutique, relaxante et vermifuge,
anticancéreuses, hypocholestérolémiques, neuroprotectrices, néphroprotectrices, anti-
ulcéreuses, antimicrobiennes (Dugawale et al., 2019).11 a un effet bénéfique contre le
développement de I’obésité et de bonnes propriétés antioxydants et hépatoprotectrice

(DEROUICHE et al, 2017) .
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Métabolites secondaires :
I. Définition :

Les végétaux produisent des substances chimiques de structures variées comme les
métabolites primaires et secondaires (Edeas et al, 2007). Elles sont caractérisées
généralement par de faible concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques
pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de cette catégorie) (Newman et Cragg,
2012). Les produits phytochimiques sont des composés organiques actifs non nutritifs. Ils ont
un faible poids moléculair molécules avec des structures chimiques diverses. Plus de 100 000
substances différentes ont ét¢ découverts dans différentes especes végétales, et d’autres sont
susceptibles d’étre découverts (Hadacek, 2002 ; Fang et al.,, 2019) Les métabolites
secondaires sont produits dans diverses especes végetales ; arbres, arbustes, herbes, céréales,
les légumineuses, les légumes et les fruits s’accumulent a différentes concentrations dans les
parties des plantes ; racines, tiges, écorce, feuilles, fleurs, fruits et graines. Il est également
produit dans d’autres organismes tels que : algues, champignons, et les lichens (Kathirvel,

2021).
I1. Classification des métabolites secondaires :
11.1. Phénols :

11.1.1. Les composée phénoliques :

Les polyphénols constituent un groupe de substances ubiquistes et variées allant de molécules
simples jusqu’a des structures trés complexes (Marouf et Reynaud, 2007). Les polyphénols
sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et de phénylalanine.
Cette biosyntheése a permis la formation d’une grande diversit¢ de molécules qui sont

spécifiques d’une espece de plante, d’un organe ou d’un tissu particulaire (NKkhili, 2009).

11.1.2. Structure chimique :

Les polyphénols se caractérisent par la présence au moins d’un cycle aromatique a 6 carbones
dans leur structure, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonction hydroxyles OH
(Hennebelle et al., 2004). La structure et le nombre de noyaux aromatiques sont la base de la

classification des composés phénoliques (Figure 3) (Bruneton, 2009).
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COOH
OH

®)
HO

HO™

Figure 03: Quelques composés phénoliques de base acide salicylique (a), acide caféique
(b)(Hannebelle et al., 2004)

11.1.3. Classification des composés phénoliques :

Trois grandes familles de métabolites secondaires ont été définies, sur la base de leurs voies

de biosynthéses :

les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (tableu02)

(Bourgaud et al., 2001).

Tableur 02 : Principales classes des composées phénoliques (Bruneton, 1999 ; Hannebelle,

2006).

C6

C6-C1

C6-C2

C6-C3

C6-C4

C6-C1-C6

Phénols simples

Acides

phénols benzoiques
Acétophénones
Acides

phénols cinnamiques
Naphtoquinones

Xanthones

10

Cathécol, hydroquinone

Acide sialique

3-acétyl6- méthoxybenzaldehyde

Acide coumarique Acide caféique

Shikonine

Bellidifoline, mangoctine
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14

15

18

30

C6-C2-C6

C6-C3-C6

(C6-C3)2
(C6-C3-C6)2

(C6-C3-C6) n

11.1.3.1. Les Phenols simples :

A) Acide phénoliques :

Les Métabolisme secondaire

Stiblénes
Flavonoides
iso flavonoides
Lignanes
Bi flavonoides

Tanins  condensés

(proanthocyanidols)

Hydrangénol, pinosylvine

Quercétine, Roténoide

Amentoflavone hinokiflavone

Aesculitanins

Les acides hydroxy benzoiques (protocatéchique, vanillique, gallique) sont dérivés de 1’acide

benzoique et ont une formule de base de type C6-C1 (figure 04) (Macheix et al., 2005).

==

==

<3

== 1

L

O

Figure 04 : Dérivés d’acide hydroxybenzoique (Macheix, 2005)

% Les acides hydroxycinnamiques, d'autre part, ont la structure C6-C3 (acide caféique —

férulique-sinapique) et ont une distribution tres large (figure 05) (Bruneton, 2009).

I

1

=

=

Ly |

Figure 05 : Dérivés d’acide hydroxycinnamique (Macheix et al ; 2005)

11
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B) Les flavonoides :
Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des veégétaux presque toujours
hydrosolubles larges (Bruneton ,2009). lls présentent plus de 4000 structures décrites
(responsables des colorations jaunes, orange, et rouges de différentes organes végétaux
(Ghedira K, 2005 ;Marouf et Reynaud, 2007). Les flavonoides sont formés d’un squelette a
15 atomes de carbones (C6-C3C6) (Figure 6) (Collin et Crouzet, 2011).

Figure 06 : Structure de base de flavonoide (Collin et Crouzet, 2011).

« Classification des flavonoides :

Tableau 03 : Les principales classes des flavonoides (Karabin et al., 2015).

Les flavones OH  Apigénine
HO [ ®) ‘

OH O

Les flavonols Quercétine

12
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OH
Flavan-3-ols @ Catéchine
.1.""'“\ D H

Les flavonones eH Naringénine
i

HO O .
Isoflavonones ‘ | Génistéine

Anthocyanidines @ ‘ Cyandine
C

C) Un alcool phénolique :

Est un composé organique, possédant un hydroxyle phénolique et un alcool aliphatique Ces
composés sont trés abondants dans I’olive (fruit et feuille) (Romeo et al., 2004 ; Pereira et
al., 2006 ; Soler Rivas, 2000).

11.1.3.2. Les polyphénols complexes :

< Les tanins :

Ils sont définis comme étant des composés poly-phénoliques, hydrosolubles dont la masse
moléculaire se situe entre 500 et 3000 KD (polymeéres) et qui ont la propriété de tanner la

peau c’est-a-dire de la rendre imputrescible (I’empéche de pourrir), propriété liée a leur

13
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capacité a se combiner a des macromolécules (protéines), a précipiter les alcaloides et la
gélatine (Harrar, 2012).
Il ya deux type :

A) Tannins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable
d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et ’acide phénol est soit I’acide
gallique dans le cas des gallotanins soit I’acide ¢éllagique dans le cas des tanins classiquement

dénommés éllagitanins (figure 07) (Bruneton, 2009).

COOR

HO OH

OH

Figure 07 : Structure chimique des tanins gallique (A) et des tanins éllagiques (B)
(DESMIER, 2016).

B) Tanine condenseés :

Les tanins condensés sont des oligomeres ou des polymeéres de flavonoides. lls sont constitués
d'unités flavan-3-ol liées entre elles par des liaisons carbone-carbone de type 4—8 ou 4—6.
Ils sont non hydrolysables mais traités a chaud par un acide, ils se dégradent en pigments

colorés formés d’anthocyanidols (Figure 08) (Benslama,2016).

~_CH1

I—IDI/\ Q- 'S =1
|\f> jCH /%/\l COH

HO = O T aH

e =

Figure 08 : Structure de base des tanins condensés (SIKORA, 1990).
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11.2. Terpenes:

Les terpénes sont des composeés dérivés d'un melange de deux ou plusieurs unités isopréne (Figure
09). Les terpenes sont connus comme les plus petites molécules organiques contenant un grand
nombre de substances (plus de 30 000 terpénoides), dont les plus importantes sont les huiles
essentielles, les caroténoides, le caoutchouc et certaines hormones végétales telles que la
gibbérelline et lI'acide abscissique (Hanson, 2003 ; Ruben et coll., 2016).

CHa

CH.
H,C =

Isoprene

Figure 09 : Structure de la molécule d’isopréene (CALSAMIGLIA et al., 2007).

11.3. Les alcaloides :

Un alcaloide est un composé d’origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté plus ou
moins basique, de distribution restreinte et douée, a faible dose. L’appartenance aux
alcaloides est confirmée par les réactions communes de précipitations avec les réactifs
généraux des alcaloides (ex : réactif de Draguendorff) (Merghem,2009). Les alcaloides
figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en médecine.
L’intérét qu’on leur porte repose traditionnellement sur leur action physiologique et

psychologique et particuliérement violente chez I’Homme(William,2003).

Les alcaloides sont des produits azotés basiques, dont l'atome d'azote est inclus dans un
systeme hétérocyclique (FORTIN, 2012), et doué de propriétés physiologiques prononcées
méme a faible dose (BRUNETON, 1999 ; ZENK et JUENGER, 2007).lls protégent les
plantes contre les dommages provoqueés par la lumiére UV. lls constituent aussi une réserve
de substances capables de fournir l'azote nécessaire au développement de la plante (NEVES
MUNIZ, 2006).
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3.1. Classification :
Les alcaloides sont généralement classés en (Kebili, 2016) :

3.1.1. Alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais contiennent ordinairement un azote hétérocyclique dans leurs structures

qui dérivent des acides aminés.

3.1.2. Pseudo- alcaloides :

Les pseudo alcaloides ont généralement toutes les caractéristiques des vrais alcaloides, mais
ils ne sont pas des dérivés d'acides aminés. Dans la plupart des cas connus, ce sont des
isoprénoides, on dit alors des alcaloides terpénoides : monoterpénes, sesquiterpenes ou
diterpenes. Dans ce groupe, on connait également les substances produites par le métabolisme

de l'acétate, qui est le principe de toxicité de la pruche.

3.1.3. Proto- alcaloides :

Les protoalcaloides sont de simples amines dont les atomes d'azote ne sont pas inclus dans le
systéeme hétérocyclique, mais formés a la place des groupements aminés latéraux. lls sont bio

synthétisés a partir d'acides amines.
11.4. Saponines :

Sont généralement connues comme des composés non-volatils, tensioactifs et principalement
distribués dans le regne végétal (Vincken et al., 2007). Le nom « Saponine » est dérivé du
mot latin Sapo qui signifie « Savon », et en contact avec 1’eau, il forme une solution
moussante. Ainsi, leur tensioactivité qu’a fondu I’utilisation multiséculaire de certaines
plantes renfermant la saponaire (Saponaria officinalis L.) (Bruneton, 2009). Egalement, ils
servent comme matériel de défense des plantes, dont de nombreuses études ont rapporté que
les saponines existent dans les plantes sous forme biologiquement active et sont impliquées
dans la phyto-protection antimicrobienne (Hostettmann et Marston, 1995).

Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpénes. Ils sont présents dans
tous les organes mais surtout les racines et sont localisés dans les vacuoles. lls sont constitués
d’oses et de génines (acide polygalacique) (figure 10). Ils sont classés en deux groupes, les
saponosides a génin et riterpénique et les saponosides a génin est éroidique (ENGONG,
2009).
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a asiatic acid R'=OH,RR=R*=H
Figure 10 Structure  de saponine (LAURENCE et al , 2002 ).
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I. Matériels utilisés :
a. Matériels biologiques :

Les parties aériennes de P.oleraceaont été récoltées en Octobre2023 au sud-est de I'Algérie
(exactement dans la zone d'gémaar (33°35'02"N6°56'34"E) de EL OUED ), la le matériel
végetal a été identifié par le Pr. Atef Chouik(Faculté des sciences naturelles et de la vie,
Université d'El Oued). Pour éliminer les poussiéres et autres particules étrangéres, la partie
aérienne a été nettoyée sous 1’eau courante du robinet. Il était ensuite séché, broyé et stocké

pour une utilisation ultérieure.
b. Matériel vivant :

e Microorganismes utilisées :

Des echantillons ont été testés pour leur efficacité antibactérienne contre six souches
bactériennes obtenues du laboratoire de I'Institut Pasteur en Algérie, dont trois bactéries a
Gram positif (BS : Bacillus subtilis ATCC 6633 ; SA : Staphylococcus aureus ATCC 6538 ;
et LI : Listeria innocua CIP 74915) et trois bactéries a Gram négatif (EC : Escherichia coli
ATCC 8737 ; PA : Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ; ST : Salmonella typhimurium
ATCC 14028) (tableur 04).

Tableur 04 : Souches bactériennes utilisées pour la détermination de [lactivité

antibactérienne.

bacterial strains Code Gram

Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram-positive
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Gram-positive
Listeria innocua CIP 74915 Gram-positive
Escherichia coli ATCC 8737 Gram-negative
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Gram-negative
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Gram-negative

c. Produits chimiques :

Le chlorure d'aluminium (AICls). Chlorure ferrique (FeCls), acide sulfurique (H2SOa), le

carbonate de sodium (Na2COs) et l'acide trichloroacétique, Folin Ciocalteu, le peroxyde
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d'hydrogene (H20.), dihydrogéne potassique phosphate (KH2PO.), phosphate dibasique de
potassium (K:HPO4) , Ethanol (EtOH) , Méthanol (MeOH). Acide hydrochlorique (HCI),

DPPH  2,2-diphényl-1-  picrylhydrazyle.,

Quercétine,

diméthylsulfoxyde (DMSO),

Chloroforme (CHCIls), N-butanol, et Acétate d'éthyle. Tous les réactifs utilisés proviennent de

Sigma-Aldrich (USA).

1. Méthodes :

11 .1. Méthode de préparation de I'extrait aqueux :

La poudre de partie aérienne séche de P. oleracea pesant 10 g a été combinée avec 100 ml

d'eau distillée pour créer l'extrait aqueux. Apres une macération de 24 heures a température

ambiante, le mélange est filtré sur papier Whatman puis évaporé a I'évaporateur rotatif.

L'extrait a été pesé et conservé a 4°C au réfrigérateur pour analyse ultérieure (Figure 11)

(Murugan et Parimelazhagan, 2014).
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Figure 11 : Préparation d'extrait aqueux de plante P oleorasia.

21




CHAPITRE | Matériel & méthodes

11 .2. Extraction des flavonoides des fractions I’acétate d'éthyle et n-butanol :

Pour extraire les flavonoides, 30 g de matiere vegétale a été maceré dans 300 ml de MeOH
pendant 24 heures. Le solvant a ensuite été filtré et évaporé deux fois. Pour la premiere
extraction, 150 ml chacun d'eau chaude et d'éthyle I'acétate a été utilisé apres filtration du
solvant et évaporé. Deux injections de 150 ml de n-butanol ont été utilisés pour la deuxiéme
extraction dans le milieu aqueux phase. Les deux phases flavonoides organiques, le n-butanol
et l'acétate d'éthyle, ont été mis en rotation et évaporés jusqu'a produisent les deux phases
flavonoides (Figure 12) (Chouikh, A ,2020).

F x.\.«’l '
I

bl

\A

Figure 12 : produisent les deux phases flavonoides. (Original)

I1. 3. Rendement d'extraction :

Le rendement d'extraction a été calculé comme sulit :
Rendement (%) = W1/W2 x 100
Ou W1 est le poids de l'extrait et W2 est le poids de la poudre séchée de matériel

vegétal (Boutennoun et al., 2017).
11 .4. Analyse photochimique (qualitative):

Les extraits végétaux préparés ont été testés phytochimiquement en milieu aqueux par

des techniques de caractérisation qualitative selon (Harborne, 1998 ; Wadood et al., 2013).

» Polyphénols :
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2 mL de I’extrait ont regu quelques gouttes d’une solution a 2 % (p/v) de FeCls. FeCls
prend une coloration verdatre ou bleu noiratre lorsque des dérivés polyphénols sont présents
(Wadankar et al., 2022).

> Alcaloides :

Dans deux tubes, introduire 1 ml de I'extrait a analyser, acidifier le milieu avec quelques
gouttes d'HCI, ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube, et quelques
gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L'apparition d'un précipité blanc ou brun,

respectivement, indique la présence d'alcaloides (Gontijo et al, 2017).
» Tanins :

Ajouter 1 ml de l'extrait a analyser dans le tube a essai et ajouter 200 ul de solution
aqueuse de FeCls a 2 %. La présence de tanins est indiquee par le vert ou le bleu-noir
(Ibtissam et Djahra, 2022).

» Flavonoides :

Ajouter 2,5 ml de I'extrait a tester, 2,5 ml d'eau ammoniaquée diluée et 0,5 ml de H2SO4
dans le tube a essai, et si la couleur jaune apparait, cela signifie la présence de flavonoides
(Ibtissam et al., 2021).

» Saponines :

Essai de mousse Introduire 2 ml de I'extrait a analyser dans un tube a essai, ajouter 2 ml
d'eau distillée dans le tube a essai, mélanger et agiter vigoureusement. La formation de
mousse de sable est considérée comme un signe de la présence de saponines (Edeoga et al.,
2005).

» Terpénoides :

Ajouter 2,5 ml d'extrait de plante, 1 ml de chloroforme et 1,5 ml d'acide sulfurique
concentré dans le tube a essai. La formation d'une couleur brun rougeéatre indique la présence
de terpénoides(Harborne, 1998).

> Stéroides :
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1 ml de I'extrait a requ 5 gouttes de H2SO4 concentré. La présence de stéroides est indiquée
par la couleur rouge (DJOLU et al , 2003).

I1.5. Analyse quantitative :
I1.5.1. Méthode de dosage des polyphénols totaux :

La quantité totale de composés phénoliques a été déterminée selon la méthode Folin-
Ciocalteu. A 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu a 10 %, 0,2 mL de l'extrait aqueux de P oleracea
L ont été ajutés. L'ajout de 800 pL de carbonate de sodium saturé (75 g/L) a été réalisé au
bout de 4 minutes. Aprés 2 heures d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été
mesurée a 765 nm. Pour garantir que les résultats puissent étre reproduits, les tests ont été
exécutes trois fois (Slinkard et Singleton, 1977). A partir de I'équation d'étalonnage linéaire
de l'acide gallique utilisée comme étalon, la teneur phénolique totale a éete calculée en mg

équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait.
I1.5.2. Analyse de dosage des Flavonoides :

Nous avons utilisé la méthode colorimétrique au chlorure daluminium (AICI3) pour
déterminer la teneur totale en flavonoides de I'extrait de P oleracea L (Ahn et al., 2007)

comme suit :

1 mL de la solution AICI3 est mélangé a 1 mL de I’échantillon, et d’autre part a 1 mL de
I’étalon. A 430 nm, l'absorbance a été mesurée aprés 30 minutes par rapport au blanc réactif
préparé. Afin de déterminer les résultats, une équation d’étalonnage linéaire utilisant la
quercétine comme étalon a été utilisée. Les résultats ont été représentés en milligrammes de

quercétine par gramme d’extrait.

Il .6. Analyse quantitative par HPLC :

Grace a un équipement de numérisation et a une chromatographie liquide haute performance,
l'actif des composants ont été découverts (HPLC). Pour l'étude des produits chimiques
phénoliques dans le brut extrait, nous avons utilisé la HPLC avec le type UV-Vis Shimadzu
LC20 AL équipé de l'universel (Hamilton 25I), une colonne analytique était un Shim-pack
VP-ODSC18 (4,6mm, 250mm, 5m), et détecteur UV-VIS type SPD 20A (Simadzu). La
chromatographie en phase inverse des études ont été menées en utilisant des résidus

aliphatiques non polaires et la phase mobile était composée d'élution en gradient d'une
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combinaison d'acétonitrile et d'acide acétique (0,1 %). Le volume injecté était de O, 45 pL et
le débit était de 1 mL/min. La longueur d'onde de surveillance était de 254 nm et le
I’échantillon et le volume d’injection standard étaient de 20 pL. La durée de rétention et
I’absorbance UV de différents composés ont été comparés a ceux des standards pour les

identifier.

Il .7. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) :

La caractéristique de liaison de plante et ses fractions a été analysée a l'aide d'un spectrometre
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR, type Agilent Cary 630 (Agilent Technologies)).
L'échantillon a été placé directement sur la plate-forme, une pression uniforme a été appliquée
et les spectres ont été enregistrés comme la moyenne de 8 balayages a une résolution de 16
cm-1 dans la région de (4 000 a 400) cm-1.

Il .8.Analyse d’analyse de I'activité antioxydant :
11 .8.1.Méthode d'analyse de I'activité antioxydant (test DPPH) :

Mélanger 1 ml de solution DPPH avec 1 ml de chaque extrait (ou de l'acide ascorbique
comme contrdle). Pour terminer la réaction, le mélange réactionnel a été brievement agité puis
maintenu a température ambiante dans l'obscurité pendant 30 minutes. A 517 nm,

I'absorbance du milieu réactionnel a été mesurée (Mansouri et al., 2005).

Pourcentage d'inhibition (P1) = [(Contrdle Abs Echantillon Abs) / Contrdle Abs) x 100]

Ou Abs controle est l'absorbance du contrdle (contient tous les réactifs sauf

I'échantillon) et Abs échantillon est I'absorbance de I'échantillon.
I1.8.2. Test FRAP (Essai de pouvoir antioxydant réducteur ferrique) :

1 ml concentrations des extraits (mg / ml) dans I'eau distillée ont été mélangées avec
du tampon phosphate (1.25 ml, 0,2 M, pH 6,6) et 1.25ml de 1 % de solution aqueuse de
ferricyanure de potassium (1.25 ml, Ks [Fe (CN)s]). Le mélange a été incubé pendant 20 min
a 50°C. Des aliquotes de 1.25 ml d'acide trichloracétique (1.25 ml, solution aqueuse a 10 %)
ont été ajoutées au mélange qui a ensuite été centrifugé a 3 000 tr/min pendant 10 min. le
surnageant (1.25 ml) a été mélangé avec de l'eau distillée (1.25 ml) et une solution de FeCls

fraichement préparée (250 ul, 0,1 %). L'absorbance a été mesurée a 700 nm, l'acide
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ascorbique a été utilisé comme contrdle positif (Oraiza,1986).
11 .8.3. Dosage du phosphomolybdate (Capacité Antioxydant Totale)

Le test est basé sur la capacité de l'extrait pour réduire le Mo (VI1)-Mo (V) puis former un
complexe de phosphate vert/Mo (V) a un pH acide. Une aliquote d'extrait de 0,3 ml a été
combinée avec 3 ml de solution réactive (acide sulfurique de 0,6 M, phosphate de sodium 28
mM et molybdate d'ammonium 4 mM). Le mélange réactionnel a été incubé dans des tubes
pendant 90 minutes a 95°C. Une fois les échantillons refroidis a la température ambiante,
I'absorbance de la solution a 695 nm a été mesurée a l'aide d'un spectrophotométre par rapport
a un blanc. 0,3 mL d’eau distillée est utilis¢é comme blanc a la place de ’extrait (Islam et al.,
2013). Un graphique AA standard a été utilisé pour estimer les équivalents d’acide
ascorbique. L'expérience a été realisée trois fois et les résultats sont exprimés en mg par g

d'extrait équivalent a l'acide ascorbique .
11.9. Test anti-inflammatoire :

La méthode d'inhibition de la dénaturation de I'albumine d'ceuf a été utilisée pour étudier le
potentiel anti-inflammatoire de I'extrait aqueux brut (déférentes concentration 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800 pg/ml).

100 pl d'albumine d'ceuf de poule (frais), 1,4ml de tampon phosphate (pH 6,4), 1 ml de
diverses concentrations de plante. De plus, 1 ml d'eau distillée a été utilisé a la place de
I'extrait ou du Diclofénac et Aspégic pour préparer le contréle. Aprés une période d'incubation
de 15 minutes a 37 ° C dans un bain-marie, les mélanges réactionnels ont subi une période de
chauffage de 5 minutes a 70 ° C, I'absorbance des mélanges réactionnels a été mesurée a 660
nm en utilisant un spectrophotométre UV-visible apres refroidissement, le tampon servant de
blanc.

L'équation suivante a été utilisée pour obtenir le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de

l'ovalbumine (Dharmadeva et al., 2018) :

Pourcentage d'inhibition = (A contrdle—A échantillon) / (A contréle) x100
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11.10. Activité photoprotectrice (SPF) :

L'activité photoprotectrice de I'extrait a été testée en calculant le SPF en appliquant léquation
suivante , apres avoir mesuré l'absorbance d'un échantillon dissous dans I'éthanol (1 mg/mL) a
sept differentes longueurs d'onde (290-320 nm) (Ghéraissa , 2024):

SPF Spectrophootometric = CF x};320x EE (1) x I (A) x DO ()

Ou : CF : facteur de correction (10). EE : effet érythémogéne du rayonnement avec longueur d'onde
(L) nm. JE : spectre d'intensité solaire (A) nm. FAIRE (A) : valeurs d'absorbance spectrophotométrique
a la longueur d'onde. Les valeurs de EE(L)XI(X) sont des constantes. Dans ce test, la quercétine a été

utilisée comme contréle positif.
11.11. Test d*absorption du glucose par les cellules de levure :

Ce test mesure le transport du glucose a travers les membranes cellulaires de levure.
Saccharomyces cerevisiae a eté utilisé comme modele. La suspension de levure a été
mélangee avec des échantillons et une solution de glucose (10 mM) et incubée a 37°C pendant
10 minutes. Une suspension de levure (10 %) a été ajoutée et aprés une heure d'incubation,
I'absorbance a été mesurée a 540 nm. La metformine a servi de médicament antidiabétique
(Gheraissa, 2023).

11.12. Activité hémolytique :

L’analysa d’hémolyse est menée comme décrit ci-dessous, selon (Vinjamuri et al., 2015),5
ml de sang ont été centrifugés a 1000 tr/min a 40°C pendant 10 minutes dans un tube
contenant 5,4 mg d’EDTA pour arréter la coagulation. Le test d’hémolyse a été effectué sur
des érythrocytes lavés maintenus a 40°C pendant 6 heures. Utilisez 100 pl d’échantillon de
test (contenant des composants A. gombo) et 50 pl de suspension d’érythrocytes (10
dilutions). Utilisez des controles positifs et négatifs, 100 pl chacun de PBS et 100 pl chacun
de 1 % SDS.Ensuite, incuber pendant 60 min. Dans un bain-marie a 37°C (Vinjamuri et al.,
2015). Ajouter 850ul de PBS au mélange réactionnel pour amener le volume a 1 ml.Apres
centrifugation a 300 tr/min pendant 3 minutes, la concentration en hémoglobine a été calculée

en mesurant la quantité résultante d’hémoglobine dans le surnageant avec un
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spectrophotometre a 540 nm.

La formule suivante a été utilisée pour calculer le taux d’hémolyse :

% d'inhibition de I'hnémolyse = 100 — (échantillon / contréle) x100

11.13. Analyse d’activité antibactérienne :

Dans un premier temps, la sensibilité des souches bactériennes de I’extrait aqueux brut a été
déterminée par la méthode de diffusion sur gélose a été citée par (Belhaoues et al., 2020).

Dans le test antibactérien on utilise la méthode de diffusion sur gélose, comme indiqué
précedemment, la méthode de diffusion sur gélose a été utilisée pour évaluer l'activité
antibactérienne des matériaux, avant utilisation, les souches bactériennes ont été cultivées sur
de la gélose nutritive a 37 ° C pendant 24 heures pendant la phase stationnaire de croissance.
La suspension des cellules bactériennes est un autre facteur (108 unités formant colonie par
ml), ontété appliqués sur des boites de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton (a l'aide
d'écouvillons stériles). Les disques (6 mm de diametre) ont ensuite été immerges dans 10 ul
de divers extraits des plantes qui ont tous éte dissous dans du DMSO (5 %, v / v) a différentes
concentrations, 1’oflaximine (10 pg / mL), la Gentamicine (30 pug / mL) et I’érythromycine
(10pg/ml), alors que (DMSO 5 %, v / v) ont été utilisés comme contrdle positif et négatif,

respectivement et incubés pendant 24 ha 37 ° C.

11.14. Méthode d’analyse statistique :

Toutes les mesures ont été prises en triple et toutes les données ont été exprimées sous forme
de moyennes + écarts types. A l'aide d'IBM SPSS Statistics 26, une analyse de variance
unidirectionnelle (ANOVA) et les tests Duncan a plages multiples ont été utilisés pour

I'analyse statistique.
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I.1. Etude phytochimique de I'extrait aqueuxd’P.oleracea:
1.1.1. Rendement en extrait de P. oleracea et leurs fractions :

Résultats

L'extrait aqueux de parties aériennes apporte la teneur en P. oleracea (13.666+5.497%).

Concernant la répartition des métabolites secondaires, on observe une abondance significative

d'acétate d'éthyle (1.7 £ 0.7), suivie d'une faible teneur en fractions butanol (0.766 + 0.351)

(Tableau 05).

Tableau (05) : Rendements des extraits de P. oleraceaet leurs différentes fractions d'extraction.

Nom fraction Rendement d'extraction ‘

Aqueous extract 13.666 +5.497
Ethyl acetate fraction 1.7+0.7
n-butanol fraction 0.766 £ 0.351

1.1.2. Criblage photochimique :

Les tests photochimiques réalisés sur I'extrait aqueux de plante P. oleracea ont révélé la présence

de certains métabolites secondaires présents dans la plante. Grace a des réactions de

caractérisation spécifiques, ces réactions s'appuient sur des phénomeénes de précipitation ou de

coloration par des réactifs spécifiques. Les résultats sont résumés dans le (tableau 6). Ces tests

ont montré que cette plante est riche d'un groupe de composés secondaires dont les plus

importants sont les flavonoides, les terpénoides et les alcaloides en présence de saponines et en

I'absence de stéroides et de tanins.

Tableau (06) : Composition photochimique de I'extrait aqueux de P. oleracea .

Extraits Phytochimiques P.oleracea

Polyphenols

Alcaloides Mayer
Wagner

Flavonoids

Tannins

Terpénoides

Saponines

30

(+)
Q)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
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Steroids )
(+) : Présence de composée (-) : Absence de composee

1.1.3. Quantification des composés phytochimiques :

La teneur totale en phénol et en flavonoides totaux a été déterminée par rapport a un étalon qui
équivaut (mg GA eq/g extrait sec) a l'acide gallique et a la quercétine équivalent (mg Q eq/g poid
sec) respectivement, en utilisant les équations suivantes basées sur la courbe d'étalonnage :
Y=0.003x + 0.044 R? = 0.0991pour le phénol total et Y = 0.008x + 0.052
R? = 0.819 pour le phénol total flavonoide( tableau 7).

Tableau(07) : Quantité de polyphénols et flavonoide de d'extrait aqueux P. oleracea .

Polyphénols 49 £1.73
Flavonoides 15.08 £0.875

1.1.4. Analyse quantitative par HPLC :

Les résultats de la séparation de I'extrait aqueux de par HPLC sont illustrés dans le
chromatogramme de P.oleracea (Figure 13).

L’HPLC a identifié trois composés parmi quinze composeés de référence au niveau des composes
phénoliques sur 60 pics dans 1’extrait brut aqueux de P. oleracea Analyserun examen de I’acide

caféique (0.51553 pg/mg) qui est le composé phénolique le plus abondant (tableau 08).

Tableau (08) : Temps de rétention et concentration des composés phénoliques identifiés dans

I'extrait aqueux de P. oleracea.

N°  Composes phénoliques Temps de retraite (min)  Concentration(ug/mg

extrait)

Acide ascorbique

2 Pyrocatéchol 3.790 6,39
3 Pyrogallol 5.406 ND
4 Salicine 6.764 ND
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5 Esculine 7.302 ND
6 Acide chlorogéniqu 8.810 ND
7 Catéchine 9.134 ND
8 Caféine 9.679 ND
9 Acide vanillique 11.239 ND
10  Rutine 13.471 ND
11 Vanilline 14.592 ND
12 | Acide caféique 17.314 0.51553
13 Acide salicylique 19.581 ND
14 Quercétine 21.425 8,85
15 Acide cinnamique 23.545 ND

ND : non détecté :

Figure (13) : Chromatogrammes HPLC de I’extrait de P. oleracea: 2 : Pyrocatéchol ; 12, Acide

caféique ; 14: Quercétine .

1.1.5. Caractérisation de I'extrait aqueux de P. oleracea et leurs différentes fractions

d'extractionpar Transformée de Fourier le spectre Infrarouge :

Le spectre FTIR a été utilisé pour identifier le groupe fonctionnel des composants actifs sur la

base de la valeur maximale dans la région du rayonnement infrarouge. Les résultats des valeurs
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maximales FTIR et des groupes fonctionnels les plus dominants ont été représentés dans la
(figure 14). Les spectres FTIR de chacun des échantillons ont montré des pics. Des pics similaires
sont apparus dans la plage de 3200 a 3400 cm™, 1 600 & 1 620 cm™, 1400 cm™ et 1 020 a 1 078
cm?, indiquant un étirement de OH qui correspond & un groupe phénol, C=C. I'étirement qui
indique un cycle aromatique, C—C qui confirme les composés aromatiques, et C—N stretching
Aminé aliphatique respectivement.Comme, les résultats de l'analyse FTIR ont confirmé la
présence dans I’échantillon EA, de différents pics dans la plage de 2900-2800 cm—1, 1700 cm—1
et 1430 cm-1, correspondant & C-H. l'étirement montrant la présence du groupe fonctionnel
alcane, I'étirement C = O indiquait la présence de I'acide carboxylique et I'étirement C — C peut
suggérer la présence des composés aromatiques respectivement dans la fraction EA (tableau 09).

Tableau (09) : Valeurs des pics FT-IR et groupes fonctionnels de I'extrait brut de P.oleracea

et de leurs différentes fractions.

Echantillon Stem peak value Bond Caractéristiques

P. oleracea 3200-3400 cm™ O-H stretching Phenol
1600 cm™* C=C stretching Aromatic rings
1400 cm™* C —C stretching Aromatic compounds
1250 cm™? C —N stretching Aromatic amine
1078 cm™* C—N stretching Aliphatic amine

EA fraction 3200-3400 cm™ O-H stretching Phenol
2900-2800 cm'* Stretching C-H Alkane
1700 cm* C=0 stretching Carboxylic acid
1604 cm* C=C stretching Aromatic compounds
1550 cm™* N-—O stretching Nitro compound
1430 cm™? C—C stretching Aromatic compounds
1250 cm™* C —N stretching Aromatic amine
1030 cm* C—N stretching Aliphatic amines

NB fraction 3200-3400 cm-1 O-H stretching Phenol

1600 cm-1 C=C stretching Aromatic compounds
1400 C-C stretching Aromatic compounds
1033 cm-1 C—N stretching Aliphatic amine
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Figure (14) : Spectres d'analyse FTIR de l'extrait brut de P. oleracea et de leurs différentes

fractions.
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(a) : Spectres d'analyse FTIR de P. oleracea, (b) : Spectre infrarouge de la fraction acétate
d'éthyle (EA),(c) :Spectre infrarouge de la fraction n-butanol.

1.2. Activité in vitro de I'extrait aqueux deP. oleracea et des fractions composées de la partie
aérienne de cette plante :

1.2.1. Activité antioxydant :

Les principes de test et les paramétres expérimentaux utilisés dans les méthodes utilisées pour
déterminer l'activité antioxydant varient et, par conséquent, les contributions des différents
antioxydants au potentiel antioxydant global varient. Pour examiner les propriétés antioxydants
de ’extrait brut et deux fractions, des tests DPPH, pouvoir réducteur et TAC ont été utilisés. Les

résultats sont présentés dans (tableau 10).
1.2.2. Activite de piégeage des radicaux DPPH :

Dans le test DPPH, l'activité de piegeage du DPPH la plus élevée de l'extrait aqueux de P.
oleracea avec une I1Csode 162.59+13.64ug/mL, suivie de la fraction 1-butanol avec une 1Cso de
179,13 £ 30,55ug/mL, puis de la fraction acetate d'éthyle avec une 1Csp de 235.15%£25.29 pg.
/ml. L'activité a été estimée sur la base de lactivité de l'acide ascorbique comme étalon de

référence.

1.2.3. Réduire la puissance :

L'utilisation des coefficients ECsp sert d'indicateur de comparaison et d'importance de la capacité
réductrice deP.oleracea et de ses molécules. Le pouvoir réducteur le plus élevé a été observé
pour la fraction acétate d’éthyle, suivie de la fraction butanolique puis de I’extrait aqueux de
P.oleracea (179.253 + 206.243,188.306 £253.241 et 200.25 + 185.616 pg/mL, respectivement).
Ces capacités pour tous nos échantillons étaient inférieures a la capacité de l'acide ascorbique
156.214 + 208.394 ug/mL.

1.2.4. Capacité Antioxydant Total :

L'activité antioxydante la plus élevée correspondait aux fractions acétate d'éthyle avec
54.80+5.15 mg AA eqg/g, puis a la fraction butanolique et I'extrait brut deP.oleracea
respectivement (36.30+1.20mg AA /g et 33.275£1.32 mg AA /g).I
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Tableau (10) : Activités antioxydantes des fractions de P.oleraceaet I'extrait brut.

P.oleracea 162.59+13.64° 200.25+185.61¢ 33.275+1.32°
Acétated'éthyle 235.15+25.29¢ 179.25+206.24° 54.80+5.15°
1-butanole 179.13+30.55° 188.30+£253.24° 36.30+1.20°
Acide ascorbique  33.82+1.722 154.7143+210.5158? /

Capacités antioxydantes de P. oleracea et de leurs fractions ; a-d : signifie que les valeurs avec des
lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différent (P <0,05). Waller Dunkan
(p < 0,05).

| .2.5. Activité anti-inflammatoire :

L'extrait et deux fractions de Portulaca oleracea L, a montré une activité inhibitrice dépendante
de la concentration contre la dénaturation des protéines induite par la température élevée. A 100
pg/mL un effet anti-inflammatoire significatif. La fractions n-butanol avait meilleur, avec une
ICso de 271,886ug/ml, suivie de la fraction acétate d'éthyle avec une ICso de 362,147 pg/ml,
puis de I'extrait aqueux de P oleracea avec une ICso de 485,69ug/ml, par raport a l'activité

inhibitrice de diclofénac, les résultats sont montrés dans le (figurel5).
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P.oleracea EA NB Diclofinac

Figure 15 : Niveaux IC50 d'activité anti-inflammatoire de P. oleracea, des différentes fractions et du

diclofénac. a-d: signifie Waller Dunkan (p < 0,05). Fractions : EA : acétate d'éthyle ; NB : n-butanol.
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| .2.6. Activité photoprotectrice:

Le tableau (11) représente I’extrait brut et deux fractions de P. oleracea, Ils contiont un facteur

de protection solaire (SPF), avec de bonnes valeurs d'absorbance entre 3 et 0,006 a 290-320 nm.

Tableau (11) : Valeurs du facteur de protection solaire de I'extrait deP. oleracea et leur fraction

Extrait/Fraction SPF

P.oleracea 15.21+0.00°
EA 27.164+0.005°
NB 12.3615+0.002"

Avene® (Control) 41+4°3

a-d: signifie Waller Dunkan (p < 0,05). Fractions : EA : acétate d'éthyle ; NB : n-butanol.
1.2.7. Test de glycosylase assay :

Tableau (12), A la dose de 250 pg/mL, les extraits deP.oleracea présentaient une faible
absorption du glucose (19,1 + 0,00%) et deux les fractions le N-butanol (16.92+0.106%), I'acétate
d'éthyle (13.49+0.014%) respectivement, Alors que la metformine a montré une absorption
significative du glucose (41,58 + 0,021 %).Elle a été observée entre les extraits de P oleracea.
(58,41 + 0,014 %), la partie N-butanol (59,57 + 0,035 %) et la metformine (59,57 £ 0,035 %) en
termes d'absorption du glucose. A 1 mg/mL, les extraits d’Portulaca oleracea L (77.51+0.014%),
le fraction N-butanol (78.67£0.035%) et de metformine (79.78+0.021%) ont présenté une

absorption de glucose comparable.

Tableau (12) : Criblagein vitrodes extraits d’P.oleracea pour ses propriétes antidiabétiques

potentielles par rapport a la metformine.

250 (ug/ml) 19.1+0.00 13.49+0.014 16.92:0.106  41.58+0.021
Absorption de 400 (ug/ml)  38.2+0.001 23.59+0.007 31.48+0.028  43.810.014
glucose (%) 550 (ug/ml)  46.08+0.028  42.69+0.007 46.08+0.028  48.3+0.009

700 (ug/ml)  58.41x0.014  43.9+0.141 59.57+0.035  59.57+0.035

1 (mg/ml) 77.51+0.014  55.07+0.035 78.67+0.035  79.78+0.021
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1.2.8. Activité d'hémolyse :

Dans cette partie la cytotoxicité est suivie par la fuite d’hémoglobine intracellulaire des globules

Rouges humains.

Le tableual3 , présentent I'évolution de I'effet hémolytique, (par absorption) d'une durée de 60
minutes, avec un petit tampon avec du PBS (pH 7,4) en suspension érythrocytaire, incubé a 37°C,
et a différentes concentrations (5 pl/ml, 15 pl/ml, 25ul/ml, 50ul/ml, 100ul/ml), de I'extrait P.
oleracea et leur fractions D’apres les résultats obtenus ,a montré un pourcentage hémolytique de
I'extrait brut a été obtenu entre (4.78 a 40.37%) dans concentrations entre 5 et 100 pg/mL, tandis
que la fraction acétate d'éthyle a montré un pourcentage hémolytique légérement plus élevé que
le brut (4.18 a 51.34%). De plus, la fraction N-butanolprésentaient la plus faible activité
hémolytique (22.033 a 39.082 %), tandis que le SDS était utilisé comme contrdle positif et

présentaient l'activité hémolytique la plus élevée (89,07 a 92,303 %).

Tableau 13 : Evolution de I’effet hémolytique (%) par absorbance dans les tubes contenants une
suspension érythrocytaire en présence des différentes concentrations des extraits de P. oleracea et

leur fraction, durant 60 minutes par rapport a la SDS.

5(ul/ml) 4.78% 4.18% 22.03% 15.56%
de taux d’hémolyse 15(ul/ml) 20.73%  12.62% 30.408% 46.95%
(%) 25(ul/ml) 31.505%  31.206% 35.89% 78.26%
50(ul/ml) 33.20%  34.09% 36.88% 80.27%
100(ul/ml) 4037%  51.34% 39.08% 92.33%

1.2.9. Activité antibactérienne :

L'inhibition de trois bactéries gram négative et de trois bactéries gram positive par I'extrait brut

de P. oleraceaet ses fractions sont décrites dans (tableau 14). Toutes les données démontrent que
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nos échantillons étudiés ont un large éventail d’activités, travaillant a des degrés divers sur les
bactéries gram positives et gram négatives (fig.16). Nous observons que la proportionnalité de
cette activité a la concentration. De plus, aucun des contrbles négatifs (DMSO) n'a empéché le
développement des bactéries.Les zones d'inhibition contre différentes espéces bactériennes
étaient comprises entre 6,67 et 24,10 mm (Figurel6 et Tableau 14). Dans la majorité des souches
bactériennes, la fraction acétate d'éthyle était la meilleure antibactérienne et montrait la plus forte
activité. Suivi du n-butanol, qui produit également un excellent amidon. Tenant compte du fait.
Tableau (14): Antibacterial activity of the crude extract of P. oleracea, and different fractions
determined by agar well diffusion assay.
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Sample

P.O

Crude

Extract

EA

NB

DMSO
Amoxicilin

Cephalexin

Con (pg/mL)

1000

750

500

250
1000

750

500

250
1000

750

500

250

10
30

Zone inhibition (mm)

B.S
08.66+0.057"

08.00+0.000™

07.60+0.000™

07.67+0.010"
24.10+£0.520™

18.33+0.286™

18.09+0.600™"

16.33+0.321™
08.66+0.057"

07.66+0.057"

07.33+0.003"

07.11+0.000
06"
30.00+0.02
32.00+0.02

ST
10.00+0.000™

08.33+0.003™

08.00+0.000™

07.66+0.057"
17.60+0.057"

17.00+0.100™

16.00+0.100™

14.667+0.057"
13.00+0.000™

10.33+0.003™

09.66+0.057"

07.66+0.057™
06"
32.00+0.020
27.00+0.030

Résultats

L.
09.33+0.003™

08.66+0.057"

07.66+0.057"

07.00+0.000"
18.01+0.100™

17.50+0.050™

11.00+0.100™

08.00+0.100"
08.66+0.057"

08.33+0.003™

07.66+0.057"

07.33+0.003"
06"
22.00+0.056
19.00+0.030

E.C
08.00+0.000™

07.66+0.057"

07.33+0.003™

07.00+0.000"
18.260+0.046™"

16.667+0.050""

15.667+0.050""

14.33+0.115™
11.33+0.003™

09.33+0.003™

08.66+0.057"

08.00+0.000"
06"
25.00+0.030
26.00+0.050

P.A
11.33+0.003™

09.66+0.057"

09.33+0.003™

08.33+0.003™
16.00+0.000™"

15.00+0.000""

14.00+0.000™

14.00+0.000™
08.66+0.057"

07.67+0.010"

07.33+0.057"

07.00+0.000"
06"
27.00+0.050
32.00+0.040

SA
11.00+0.000™

08.66+0.057"

08.33+0.003™

07.00+0.000"
17.00+0.200™

15.67+0.057"

13.67+0.057™

11.0040.000™
08.33+0.003™

08.00+0.000"

07.33+0.003"

07.00+0.000"
06"
30.00+0.010
22.00+0.030



.B.S : Bacillus subtilis ATCC 6633 ; L.l : Listeria innocua CLP 74915 ; E.C : Escherichiacoli ATCC 8737 ; P.A:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ; SA : Staphylococcus aureus ATCC 6538 ; ST : Salmonella typhimurium
ATTCC 14028 ; DMSO : Diméthylsulfoxyde. Les zones d'inhibition > a 25 mm étaient considérées comme trés
fortes (***%*), les zones d'inhibition de 15 mm a 25 mm comme fortes (***), de 8 a 15 comme modérées (**) et < 8

comme activités hebdomadaires. (*), aucune activité (-) (Islam, E, 2013).

Figure 16 : Zones d'inhibition P. oleracea et leurs fractions contre diverses souches bactériennes. A : Zones
d'inhibition de la fraction acétate d'éthyle contre Pseudomonas aeruginosa, B : Zones d'inhibition de la fraction n-
butanol contre Escherichia coli, C : Zones d'inhibition de la fraction anthocyanes contre Listeria innocua, D : Zones
d'inhibition pour extrait aqueux P. oleracea contre Salmonella typhimurium, E : Zones d'inhibition de la fraction
dichlorométhane contre Staphylococcus aureus, F : Zones d'inhibition de la fraction anthocyanes contre Bacillus

subtilis.
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I.Discussion :

Aujourd’hui, la plupart des médicaments pharmaceutiques sont fabriqués a partir de sources
végetales. Les plantes sont composées de nombreux composés biologiquement actifs. Ces
composés bioactifs conferent une activité biologique contre de nombreux agents pathogenes.
A ce jour, de nombreux métabolites secondaires présentant des structures et des propriétés
pharmacologiques diverses ont été identifiés a partir de plante (Noohi et al, 2022).

Notre étude vise a évaluer I’efficacité biologique de P. oleracea et leur fraction.
I.1. Analyse Phytochemique d’extrait aqueux de P. oleracea :

Afin de réaliser des tests phytochimiques et d'estimer la teneur de certains composés actifs
essentiel, polyphenols et flavonoides, par macération la plante P.leracea pour obtenu
d’extrait aqueux et leurs deux fractions. Les résultats du test phytochimique contribuent a
révéler la composition chimique de l'extrait végétal etudié et leurs deux fractions, qui a mis en
évidence la présence de nombreux métabolites secondaires (flavinoides, polyphénols,
alcaloides, terpénoides, tanins, Saponines) dans des proportions différentes. Selon des études

antérieures, ces composés ont une efficacité prometteuse (Yin et al.,2015). Car les flavinoides

jouent un role dans Anti-inflammatoire, antioxydant, antimicrobien, anticancéreux.
(KIMAGUIRGUE et al 2022) et les polyphénols sont considérés comme l'un des composés
les plus importants 1l posséde des propriétés medicinales, notamment antidiabétiques, anti-
inflammatoires (Zhonget al.,2015 ; Ragab et al., 2014). antibactériennes, antivirales et
anticancéreuses (Maria Fernanda Montenegro et al., 2021), et en plus de cela, des études
ont montré que les alcaloides ont un réle efficace dans Antihyperglycémiant, antibactérien,
anticancéreux (Ng Yp., 2015) et donc ces composés conferent a la plante un caractére
médicinal avec une variété d'utilisations, telles que P. oleracea a été conseillé pour le
traitement de plusieurs affections, notamment troubles gastro-intestinaux et respiratoires
infections, maladies des reins et du foie, et maux de téte (Iranshahy et al.,2017 ; Zhou et al.,
2015). De plus, les diverses propriétés pharmacologiques de P. oleracea ont été étudiées et
prouvées. Efficace en analgeésie et inflammation (Sun et al., 2010), antioxydant (Hashemzehi
et al., 2016), et néphroprotection (Khazdair et al.,2019) et comme antitussif (Hennessy et
al.,2011), antimicrobien, anticancéreux, antidiabétique, antiulcérogene, neuroprotecteur,
hépatoprotecteur dans la cicatrisation des plaies et activités hypocholestérolémiantes
(Butnariu.,2018 ; Farkhondeh et al.,2019).

Les résultats ont montré une différence dans la valeur du rendement, le meilleur rendement
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étant celui de la plante pure, puis de l'acétate d'éthyle, suivi du N-butanol, Ces différences
peuvent s'expliquer par la polarité des différents composés présents dans le P oleracea, ainsi
que par la différence de poids moléculaire, de structure chimique et de degré de solubilité
dans les différents solvants utilisés (SIDENEY et al., 2016). La nature du méthanol est plus
polaire que celle des autres solvants. Utilisé et se caractérise par une bonne solubilité des
composeés, ce qui le rend utilisé dans l'extraction de nombreux C'est l'une des substances
actives appartenant a plusieurs classes chimiques différentes, telles que les flavonoides, les
tanins et les alcaloides (Jaadan et al., 2020).

La HPLC a identifié trois composés sur quinze composés phénoliques dans le aqueux de P
oleracea, Ces composés sont considérés parmi les composés phénoliques les plus importants
ayant Différents effets thérapeutiques : Le composé trouvé en abondance est la quercétine, et
des études ont convenu qu'il s'agit de I'un des flavinoides les plus actifs et que son efficacité
réside dans la prévention de nouveaux cas de cancer de la peau et dans la réduction du
photovieillissement (André., 2019). Ont montré des effets anti-asthmatiques relativement
puissants et intianflammatior, d'une réduction des oxydants tout en ameliorant les marqueurs
antioxydants (Mohammad et al., 2019). L’acide caf€ique est un substrat d'un composé
phénolique découvert dans la biosynthese des plantes. L'acide caféique contient des
antioxydants biologiques et des propriétés neuroprotectrices (Apiwatet al.,2024), a la capacité
de protéger contre les cellules cancéreuses et anti-inflammatoire (Koga et al.,2019) et réduit
I'athérosclérose (Genaro-Mattos et al.,2015). Pyrocathécol aussi a des activités anti-
inflammatoires (Megumi et al., 2022).

Sur la base de ce qui précede, ces composés essentiels soutiennent le réle biologique actif de
la plante et leur importance réside dans antioxydants, anti-inflammatior (Rahimi et al.,

2019).Antidiabétique, anticancéreux, antibactérien, antimicrobien (Faycal et al.,2019)
Il - Activités biologiques :
Il .1- Activité antioxydant :

L'activité antioxydante dans notre étude a été mesurée de trois maniéres différentes DPPH,
FRAP et TAC, a la lumiére de cela, la plante P oleracea et leurs deux fractions ont montré
une activité antioxydante différent, et la fraction d'acétate d'éthyle avait I'activité antioxydante
la plus élevée par rapport a l'extreit aqueux et d'autre fraction, Cela est di au fait qu’il
contient dec flavonoides, flavones, et isoflavone ...ect (Kara., 2019 ; Dias., 2021) qui

manifeste son importance dans est évidente dans sa forte activité antioxydante(Bruck de
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souza et al.,2020), car il peut interagir avec les radicaux peroxyle hydroxyle, superoxyde et
de lipides, qui sont tous des radicaux d'oxygene actifs a la détection précoce et la prévention
de la peroxydation lipidique (Bruck de souza et al.,2020 ).Le pouvoir reducteur du composé
est lié a sa capacité a déplacer des électrons et est considéré comme un indicateur de l'activité
antioxydante, qui confere a l'extrait la capacité de donner des électrons (Moradi et al.,2016).
Il contient également I’extrait aqueux, qui contient le composé quercétine, dont Ila
composition chimique distinctive lui confere une résistance au stress oxydatif résultant des
especes réactives de l'oxygéne (ROS). La quercétine agit pour supprimer la peroxydation
lipidique grace a l'action des radicaux libres et de la liaison des métaux de transition ions
(FarahNadia et al., 2014). Sur la base de notre étude et des études existantes, nous

confirmons l'efficacité supérieure de la plante P. oleracea en tant qu’antioxydant.
I1.2. Activité anti-inflammatoire :

Les résultats ont montré que 1’extrait de P. oleorasia et leur fraction ont des activités anti-
inflammatoires efficaces, car P. oleorasia a été fréquemment signalé comme un anti-
inflammatoire courant dans des études antérieures (Rahimi et al.,2019). en raison de la forte
présence et des niveaux tres élevés des composés polyphénols, des flavonoides, des
alcaloides, des terpénoides, des acides gras, des vitamines, des minéraux et quelques autres
composes (Vahideh et al .,2023) , Ce dernier possede a son tour d’excellentes propriétés
anti-inflammatoires et mod,ule I’activité immunitaire en réduisant les médiateurs
inflammatoires, notamment I’interféron gamma (IFN-y), I’interleukine (IL)-10, IL-4, le
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF- a) et oxyde nitrique (Allahmoradi et al.,2019). Une
amélioration des taux seriques de cytokines (IFN-y, IL-10 et IL-4) et une augmentation des
taux sériques d’IgG et d’IgM, ainsi qu’une réduction des IgE, de la phospholipase A2 et des
protéines totales ont été démontrées pour P. Oleracea (Vahideh et al .,2023; Allahmoradi et
al.,2018) .

Il .3. Activité photoprotectrice (SPF) :

Selon les résultats de notre étude, la plante est considérée comme un agent de protection
solaire car elle contient un pourcentage élevé des flavanols. En raison d’une exposition
prolongée de la plante a la lumiére ou aux rayons ultraviolets (Laoué et al, 2020). Les
flavanols protégent des UV et des rayons lumineux car ils absorbent fortement les rayons UV

(Almeida et al., 2019 ; Flamini et al , 2013). De plus, cette activité photoprotectrice est en
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corrélation positive avec I’activité antioxydante des plantes. Les flavonoides, en particulier la
quercétine, en plus de leur absorption des UV, peuvent contribuer a la stabilisation des filtres
UV par le biais de multiples mécanismes, notamment 1’¢limination des radicaux oxygénés et

I’inhibition de la peroxydation lipidique (Wroblewska et al., 2019 ; André.2019).

Il .4. Activité d'hémolyse :

Pour garantir I’intégrité de tous les échantillons de globules rouges humains, ceux-ci sont
analysés en réalisant un test d’hémolyse. D’apres les résultats que nous avons obtenus, nous
constatons que ’extrait de plante et ses composants chimiques ont un effet toxique trés faible,
car I’extrait d’eau brute a un effet contre les dommages hémolytiques (Karimi et al., 2011).
Nos résultats ont montré que la partie acétate d’éthyle avait un bon effet protecteur et cela
explique par la présence d’antioxydants car elle contient des flavonoides. De ce fait, les
antioxydants ou piégeurs de radicaux libres empéchent I’hémoglobine d’oxyder en
méthémoglobine et inhibent la production de radicaux libres (Ahmadet al.,, 1992 ;
Yesminetal., 2020). En conséquence, la partie flavonoide (acétate d’éthyléne, butanol peuvent
avoir ces capacités protectrices pour prévenir les dommages oxydatifs de la membrane
lipidique et de I’hémoglobine et pour stabiliser la membrane érythrocytaire en inhibant la

sécrétion d’enzymes hémolytiques. Et d’autres médiateurs inflammatoires (Kitagawa et

al.,1992).
I1.5. Activité antibactérienne :

La plante P. oleracea et ses molécules ont montré une activité antibactérienne modérée, la
plus efficace étant : acétate d'éthyle > plante brute > 1-butanol, et cela est d0 a la présence de
métabolites secondaires, car certains polyphénols aident a déstabiliser et a pénétrer la
membrane cytoplasmique. , inhibent les enzymes impliquées dans la génération de radicaux,
et inhibent la synthése de I'ADN des bactéries Gram-positives et Gram-négatives (Borges,
2013), permettant la perméabilité de la membrane et par conséquent la fuite d'ions comme le
potassium ou I'ATP, ce qui entraine une modification des gradients ioniques et une diminution
de la force motrice nécessaire pour produire de I'ATP et ainsi éliminer les cellules
bactériennes (Lin et al., 2020). De nombreux auteurs ont également émis I'hypothése que les
acides phénoliques peuvent provoquer une perturbation locale ou la formation de pores dans
les membranes cellulaires bactériennes et augmenter I'acidité cytoplasmique (Sanchez et al.,
2011 ; Naital et Dubois., 2017 ; Baikaret al., 2010). La virulence de certaines bactéries
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pathogénes est inhibée par les flavonoides en inhibant la sécrétion de facteurs de virulence
provenant de métaux comme le zinc et le cuivre, ce qui pourrait étre I'un des mécanismes
antibactériens (Daglia 2012 ; Cushnie et Lamb., 2011). La présence d'une variété de
meétabolites secondaires actifs dans I'extrait brut et les fractions pourrait expliquer le large
éventail d'activités antibactériennes (Hasanet al., 2004). Cette action inhibitrice pourrait étre
due aux tanins et aux flavonoides, qui sont utilises depuis longtemps comme agents
antimicrobiens. Il a été démontré dans cette étude que les tanins présentent une activité
antibactérienne contre les micro-organismes Gram-positifs et Gram-négatifs (Njateng et al.,

2017). L’acide tannique empéche les bactéries de coller aux surfaces .

Il .6. Activité de glycosylase assay :

Les résultats de notre étude ont montré que les valeurs d'absorption du glucose dans la plante
brute et leurs deux fractions sont similaires a celles de la metformine, et donc P. oleracea est
considéré comme un bon agent anti-hyperglycémiant (Gu et al,2015) et c'est ce que des
études antérieures ont prouvé (Jae et al.,2021), L'activité antidiabétique est due a I'abondance
de quercétine dans la plante Borutulaca oleorasia. De nombreuses études ont montré que la
quercétine est impliquée dans la prévention des complications du diabéte plus que tout autre
médicament actuellement utilisé pour traiter cette maladie (Brahmachari G., 2012),Ce qui
peut ameliorer les fonctions des cellules béta pancréatiques, car cela favorise leur
prolifération, augmente la sécréetion d'insuline par les ilots de Langerhans dans le pancréas et
augmente le métabolisme du glucose (Osama,Omar,2021 ;Adewole et al,2007).La
quercétine contréle la glycémie grace a I'élévation de I'expression de GLUT-4 et améliore
I'absorption du glucose a la surface des cellules musculaires squelettiques grace a la
stimulation de la voie de la protéine kinase activée par I'adénosine monophosphate (AMPK)
(Fernandes et al,2004).
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CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons examiné la plante P. oleracea et identifié certains résultats liés a
son activité phytochimique et biologique. A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons
conclure ce qui suit :

L'analyse phytochimique a montré que la P.oleracea est riche en polyphénols, flavonoides,
tanins, alcaloides, saponines et terpénoides, ce qui nous ouvre des horizons futurs dans la
découverte de nouvelles sources de molécules biologiquement actives ayant un effet
thérapeutique important contre diverses maladies.

- Contient des concentrations élevées de polyphénols et de flavonoides.

- Quant a ses résultats antidiabétiques, il a montré une activité impressionnante qui nous
permet de l'utiliser comme traitement pour les diabétiques en ameliorant les parametres
glycémiques.

Quant aux resultats HPLC, il a été constaté que 3 composés en concentrations moyennes et
variables ont des utilisations dans le domaine médical, ce qui renforce l'utilisation de la plante
dans les traitements traditionnels et dans le domaine de la médecine.

Quant a son activité biologique, il apporte une activité antioxydante élevée grace a l'analyse
du DPPH et du FRAP, ce qui lui ouvre des horizons pour constituer une solution préventive et
thérapeutique aux problemes et maladies résultant du stress oxydatif.

De plus, en termes d'activité anti-inflammatoire, il a montré une activité élevée, ce qui nous
permet de l'utiliser comme traitement contre les infections, comme pommade, etc., ce qui est
bénéfique pour I'homme. Quant a I’activité hémolytic, des globules rouges étaient tres faible,
ce qui permet de les utiliser par I'organisme vivant et de maintenir leur sécurité. Ces résultats
laissent espérer qu’il pourra étre utilisé comme traitement pour des problemes de sante.
L'activité antibactérienne était assez modérée, contre de nombreuses bactéries pathogenes.
C'est pourquoi nous avons décidé de réaliser ces études phytochimiques visant a valoriser

certaines des plantes qui poussent habituellement dans notre région.

En fin, cette étude a révélé que P. oleracea et leurs fractions bioactifs ont des activités
antibactériennes et antioxydantes prometteuses et représente un pas en avant dans le
développement d'un phytomédicament antidiabétique avec un large spectre d'activité dérivé
des constituants de P.oleracea. Cependant, d'autres études sur cette plante sont nécessaires
pour isoler, identifier, caractériser et élucider la structure des composés bioactifs, ainsi que

pour déterminer leur activité biologique in vitro et in Vivo.
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Conclusion

Perspective :
Nos résultats nous fascinent car ils ouvrent des perspectives expérimentales futures qui
permettent de définir clairement les éléments suivants :
v Il est utilisé comme traitement des maladies chroniques qui touchent les
personnes vivantes .

v’ Etude de l'activitécytotoxique de P. oleracea et ses composants bioactifs.
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Annexes 1 : Figure : courbe d’étalonnage d’acide Gallique pour le dosage des polyphénols.
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Annexes 2 :Figure : courbe d’étalonnage de Quercetin pour de dosages des flavonoides
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Annexes 3 : Figure : courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de n-
butanole (mg/ml).
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Annexes 4 : Figure : courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de
Acétate d'éthyle (mg/ml).

70



Annexes

20

y =0.4382x - 16.999
R2=0.8437

15

10 y ali—

pourcentage d'inhibition
(0]
N

Annexes 5 : Figure : courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de
I’extrait de P . Oleracea (mg/ml).).

Annexes 6 : Figure : Résultat detest hémolyse (extrait de plante ) ( Photo Originale, 2024).
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Annexes 8 : Figure : Résultat de test hémolyse (fraction n-butanole) ( Photo Originale, 2024).
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Annexes 9 : Figure :Résultat de test hémolyse(SDS) ( Photo Originale, 2024).

Annexes 10 : Figure :préparer matérielde test hémolyse ( Photo Originale, 2024).
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Annexes 12 : Figure :préparer milieu de culture de souches bactériennes( Photo Originale, 2024).
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Annexes 13 : Figure :Plante de P.oleracea séché et moulu( Photo Originale, 2024).
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Résumé

Objective : Cette étude visait a étudier la composition phytochimique et les activités biologiques de I'extrait brut et des
composés bioactifs des parties aériennes P. oleracea, une plante médicinale.

Méthodes : Pour l'analyse phytochimique, des techniques de caractérisation qualitative ont été utilisées, La méthode de
Folin-Ciocalteu a été utilisée pour évaluer la teneur totale en acide phénolique des extraits végétaux et leurs deux fractions.
La teneur totale en flavonoides a été déterminée a l'aide d'un dosage colorimétrique du chlorure daluminium. Tandis que
I'identification et la quantification des composés phénoliques individuels ont été effectuées par analyse HPLC. La méthode de
spectroscopie FTIR a été utilisée pour examiner la composition chimique des extraits organiques. Les activités antioxydantes
ont été mesurées selon trois méthodes DPPH, FRAP et Capacité antioxydant toutale. Et une activité anti-inflammatoire par la
méthode d'inhibition de la dénaturation de la protéine.En plus de l'activité photoprotectrice de l'extrait a été testée en
calculant le SPF.Aussi l'activité antidiabétique a été testée en utilisant un test d'absorption du glucose par des cellules de
levure.En plus de mesurer I'efficacité I'anti hémolyse. En outre, l'activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur
gélose a été évaluée a l'aide de six souches.

Résultats : L'analyse phytochimique a révélé la présence de nombreux métabolites secondaires, tels que les polyphénals, les
flavonoides, les tanins, les terpénoides et les alcaloides. Pour l'analyse HPLC, nous avons obtenu 60 pics et identifié 3
composés bioactifs majeurs. La concentration totale en polyphénols et en flavonoides variait respectivement de 49+ 1.73mg
équivalent acide gallique/g poids sec et 15.08 +0.875 mg équivalent quercétine/g poids sec/mg. L'étude par spectroscopie
FTIR a indiqué plusieurs valeurs maximales distinctes dans I'extrait avec différents groupes fonctionnels tels que les groupes
alcane et phénol.En termes d'activité antioxydante FRAP ,DPPH et TAC, nous avons constaté que cet extrait avait des
rapports inhibiteurs ¢élevés équivalents a (33.275+1.32 ml/AA/g ,162.59 +13.64 ng/ml ,200.25 + 185.616 ng/mL,
respectivement). Nous avons obtenu une valeur d'indice de protection solaire de 27,164 + 0,005. Et une activité anti-
hémolytique faible.Notre étude a également révélé que la plante et leurs deux fractions ont une activité antidiabétique
excellente. De plus, lI'activité antibactérienne est quelque peu modérée contre les six souches étudiées.

Conclusion : Notre étude a montré que la plante P. oleracea a une activité biologique antidiabétique prometteuse, contient
d'énormes capacités antioxydantes et anti-inflammatoires et est considérée comme un excellent écran solaire, ce qui la
recommande fortement pour des usages médicaux.

Mots clé : Portlaca Oleracea L, composés bioactifs, HPLC analyse, activités biologiques.
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