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Abstract

This work focuses on chemical screening of Euphorbia granulata extracts based on the
biological activities (bioguidage). A crude extract was prepared by solvent extraction and
fractionated on open silica chromatography column. The collected fractions were analyzed by
thin layer chromatography, similar fractions werecombined. The main fractions of the crude
extract were subjected to antimicrobial activities; on the other hand, the crude extract was
tested in the anti-inflammatory and antioxidant activity. We noted moderate antibacterial
activity of some fractions. The crude extract showed a weak antioxidant and anti-
inflammatory activity. The fractions exhibiting some activity were analyzed by HPLC, and

their chromatographic profiles are compared with that of the crude extract.

Keywords:
Euphorbia granulata, Crude extract, Chemical screening, antimicrobial, antioxidant, anti-

inflammatory.



Résumé

Ce travail est consacré a I’étude chimique de I’extrait d’ Euphorbia granulata par bioguidage.
Un extrait brut a été préparé par extraction par solvant et fractionné sur colonne ouverte de
silice. Les fractions collectées sont analysées par chromatographie sur couche mince, les
fractions semblables sont alors regroupées. Les principales fractions de I’extrait brut sont
soumises a des tests d’activités antimicrobiennes, I’extrait brut a été testé dans 1’activité anti-
inflammatoire et antioxydante. Nous avons noté des activités antibactériennes modérées de
certaines fractions. L’extrait brut a montré une faible activité antioxydante et anti-
inflammatoire. Les fractions présentant une certaine activité ont été analysées par CLHP,

leurs profils chromatographiques sont ainsi comparés a celui de ’extrait brut.

Mots clés :
Euphorbia granulata, extrait brut, criblage chimique, antimicrobien, antioxydant, anti-

inflammatoire.
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INTRODUCTION

L’étude de la chimie des produits naturels est toujours d’une briilante actualité malgré
son ancienneté¢ et les développements exponentiels de divers domaines tels que la
biotechnologie et la chimie computationnelle. Cela tient principalement au fait que le régne
végétal est une source présumée inépuisable d’une immense variété de potentiels
médicaments, accessible au plus grand nombre de personnes, y compris dans les pays en voie
de développement. De plus, cette science évolue et s’affine sans cesse avec ’amélioration des
instruments  d’investigation (méthodes préparatives et analytiques, tests de dépistage
d’activité) et de I’accés a I’information scientifique. La pharmacognosie et la phytochimie
sont donc en totale adéquation avec les objectifs d’une recherche moderne pour la découverte
de nouveaux principes actifs & visée thérapeutique, elles occupent désormais une position
primordiale dans le domaine de la recherche de nouveaux médicaments. Actuellement, plus
de 50% de ces derniers sont d’origine naturelle.

Donc pour isoler des substances nouvelles des plantes pouvant trouver une application
thérapeutique et de rendre la stratégie d’isolement moins laborieuse, il convient de
sélectionner avec soin les plantes et les extraits & investiguer. Certains critéres sont & prendre
en considération par le phytochimiste pour mener & bien son étude. [1]

- Critéres de sélection des plantes

Du choix du matériel végétal dépend en grande partie la réussite du travail entrepris par
le phytochimiste et plusieurs critéres peuvent guider ce choix.

» utilisations en médecine traditionnelle

* observations du matériel végétal sur le terrain

e aspects botaniques et chimiotaxonomiques

* littérature

- Criteéres de sélection des extraits

Plusieurs méthodes sont mises a la disposition du phytochimiste pour évaluer les
extraits bruts. Il s’agit du criblage chimique et biologique.

- Criblage chimique

L’analyse des extraits bruts par chromatographie sur couche mince (CCM) et les
observations sous les lampes UV & 254 nm et 366 nm et aprés révélation avec des réactifs
chimiques spécifiques, nous permet dans un premier temps d’avoir une idée sur les classes de

composés des extraits testés.
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L’analyse par chromatographie liquide & haute performance (HPLC) couplée avec des
méthodes de détection par spectrophotométrie UV et par spectrométrie de masse (MS) des
extraits bruts permet de déduire des informations importantes sur la composition de ces
extraits. En effet, certains composés présentent un spectre UV caractéristique et sont
facilement détectables dans I’extrait brut (flavonoides par exemple). Le spectre SM peut
donner des informations sur la masse moléculaire de ces composés. D’autre part, certains
fragments spécifiques apportent des informations supplémentaires pour déduire la structure de
base de ces substances.

- Criblage biologique

Pour guider I’isolement de nouvelles molécules actives, chaque extrait est soumis a une
multitude de tests biologiques. Ces tests doivent étre simples, rapides et spécifiques pour
permettre une sélection efficace des extraits. Notons toutefois qu’un résultat négatif, obtenu
pour un extrait test¢ sur une cible biologique donnée, n’exclut pas toujours la présence de
substances actives dans cet extrait (cas de synergie). Dans certains cas également, la
concentration de ces substances est peut étre trés faible pour que 1’on puisse détecter leur
activité sur plaque CCM. Par conséquent, d’autres tests sont a envisager avant d’écarter tel ou
tel extrait. Dans le cas ou des extraits donnent des réponses positives, on peut passer & des
ctapes ultérieures de fractionnement de ces extrait pour rechercher les fractions actives par
priorité , jusqu’a obtention des molécules pures responsable de I’activité biologique imputés &
Iextrait ou a la plante (fractionnement guidés par I’activité biologique).

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicament. Aujourd’hui
encore une majorité de la population mondiale, plus particuliérement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des remédes traditionnels & base de plantes. De
I'aspirine au Taxol, I’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore
largement sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles
molécules aux propriétés biologiques inédites.

Dans le cadre de la recherche de molécules ou activités biologiques nouvelles d’origine
végétale, il est donc préférable de ne pas baser le choix des plantes & étudier sur le seul
hasard, mais de le circonscrire selon divers critéres. Le plus utilisé est celui de leur emploi en
médecine traditionnelle ou populaire qui valorise I’expérience accumulée par les autochtones
dans le monde entier, y compris dans les pays occidentaux. Une autre possibilité est de
considérer I’écosystéme dans lequel se développent les espéces végétales. La recherche de
molécules aux propriétés antiradicalaires dans des plantes de montagne obéit par exemple a

cette logique. En effet, celles-ci sont plus exposées aux rayons UV en altitude et ont donc di

s P
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développer des mécanismes de protection, peut-étre basés sur des métabolites secondaires
spécifiques.

L’ Algérie, pays connu pour sa grande biodiversité, dispose d’une flore particulierement
riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique et
appartenant a plusieurs familles botaniques [1]. Ce potentiel floristique constitué de plantes
médicinales, toxiques et condimentaires, est peu exploré du point de vue chimique et
pharmacologique. A cet effet, il constitue & notre avis, une source non négligeable de
molécules bioactives.

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés au genre Euphorbia de la
famille Euphorbiaceae, ’une des familles les plus riches en métabolites et les plus abondantes
dans certaines régions.

En Algeérie, Quzel et Santa ont pu identifier un seul genre, c’est celui de I’ Euphorbia
dans le quel on distingue au moins une quarantaine d’especes distribuées dans certaines
régions d’Algérie [1]. Le genre Euphorbia est I'un des genres les plus riches de la famille des
Euphorbiaceae, on dénombre plus de 2000 espéces [2] appartenant & ce genre.

Les ¢tudes chimiques faites sur les espéces du genre Euphorbia ont porté sur les
racines, les graines (pépins), le latex, I’écorce de la tige, les feuilles et quelques fois la plante
entiere [3]. Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés a partir de ce genre, ils
appartiennent a diverses classes chimiques, notamment, les terpénes, les flavonoides, les
alcaloides [4], les acides gras, les sucres et les stéroides [3,5 ,6]. Les principaux métabolites
secondaires sont des diterpénes dont les principaux squelettes sont les : casbanes, jatrophanes,
lathyranes, Myrsinanes (cyclomyrsinanes et premyrcinanes), Jatropholanes, Daphnanes,
Tiglianes, Ingenanes, Segetanes, Paralianes, pepluanes et Euphoractines [3].

Le genre Euphorbia est bien connu dans 1’ethnopharmacologie, les espéces sont utilisées
notamment pour traiter les infections et autres types de maladies, telles que les maladies de la
peau, la migraine, les parasites intestinale et pour lutter contre la verrue [7-9].

Les métabolites isolés & partir du genre Euphorbia et leurs extraits sont souvent
dotés d’une activité biologique, nous avons noté notamment, 1’activité anti prolifération,
antimicrobienne, anti-inflammatoire, activité cytotoxique [2], [3], antimutagene [10] et
anticancéreuse [11].

Notre travail porte sur I’étude chimique des extraits d’Euphorbia granulata par bioguidage, il

comprend 2 parties :
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1- Une synthése bibliographique, consacrée a la systématique et aux travaux portant sur

I’étude chimique des espéces du genre Euphorbia.

2- Une partie expérimentale réservée a la méthodologie suivie et aux résultats et

discussion.
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Revue classification et taxonomie

I.1.1 Introduction

Notre synthése bibliographique est consacrée a 1’étude de la systématique, chimique et
biologique des extraits des espéces du genre Euphorbia. Ce genre appartient la famille des
Euphorbiacées, I'une des familles les plus riches en métabolites secondaires appartenant a
diverses classes chimiques.

En Algérie, Nous avons noté la présence de plusieurs espéces du genre Euphorbia, il
s’agit de : E. hieroglyphica, E. segetalis, E. sulcata de Lens, E. falcata L, E. medicaginea
Boiss, E. exigua L, E. terracina, E. dracunculoides Lam. ssp. flamandi (Batt), E.
dracunculoides Lam. ssp. inconspicua (Ball.), E. dracunculoides Lam. ssp. glebulosa (Cosson
et DR.), E. Paralios L, E. nicreensis All, E. biumbellata Poir, E. Guyoniana Boiss et Reut, E.
granulata Forsk etc ... Les espéces du genre Euphorbia sus-citées se repartissent sur

différentes régions du territoire national [1].

I.1.2 Classification et taxonomie du genre Euphorbia

La famille Euphorbiaceae comprend environ 10000 espéces partagées sur 300 genres
[12]. Les Euphorbiacées (Euphorbiaceae) ne sont pas assez connues sur le plan systématique,
des tendances a la division se manifestent souvent. A titre d’exemple, plus de cinquante
genres ont ét¢ introduits puis considérés comme synonymes. Ce constat peut s’expliquer par
la distribution des espéces qui sont localisées principalement dans les régions tropicales, et de
Iexistence éphémére des fleurs chez certains de ses représentants, rendant par voie de
consequence leur identification difficile et entravant ainsi toute étude botanique [14].
La classification des Euphorbiacées a une histoire complexe [13]. La derniére version du
systéme complet dans la famille a été congue par Webster [14], [15], et 1égérement modifiée
par la suite, par Radcliffe-Smith, la famille est alors composée de cinq sous-familles. Trois
des sous-familles ont été caractérisées par un ovule par loge (uniovulées: Acalyphoideae,
Crotonoideae et Euphorbioideae) et deux d'entre elles par deux ovules par loge (biovulées :
Phyllanthoideae et Oldfieldioideae). Il y a eu plusieurs propositions visant & redéfinir les
limites de la famille et de reconnaitre un nombre variable de ségrégation au sein des familles
[16], [13], notamment, la séparation des sous-familles de biovulées, uniovulées [17], [18].
Récemment, des études moléculaires phylogénétiques ont accumulé des preuves montrant la

non-monophylie des Euphorbiaceae [19-25].
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La taxonomie faite par Webster propose la classification ci-dessous et reconnait cinq sous-
familles d’ Euphorbiaceae : phyllanthoideae, oldfieldioideae, Acalyphoideae, crotonoideae et
Euphorbiadeae [26].

Taxon Rhizophytes

Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement  Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales
Série Thalamiflores
Sous-série Meéristémones
Ordre Tricoques
Famille Euphorbiaceae
Sous-famille Euphorbiadeae
Genre Euphorbia

I.1.3 Caractéres morphologiques généraux du genre d’Euphorbia

Les especes de la famille des Euphorbiacées sont caractérisées par un suc laiteux [1], ce
dernier appeler latex blanc est une émulsion aqueuse dans la vacuole des cellules sécrétrices
spécialisées appelées laticiféres et trouvées dans 12500 espéces de plantes, dont beaucoup
sont membres de la famille 4pocynaceae. [27]. Les Euphorbiacées sont des plantes
annuelles, vivaces ou arbustives, a feuilles alternes ou opposées, leur inflorescence est trés
variée: grappes, €pis, panicules cymeuses. Dans le genre Euphorbia, on constate un type
d'inflorescence trés spécial, le cyathium. Les espéces d’euphorbes, sont des plantes
monoiques, les fleurs méles (réduites a une étamine) et femelles (un ovaire a 3 carpelles) sont
disposées en groupes dans une structure en cloche (involucre) ; I’involucre est formé de 4-5
lobes, alternant avec 4-5 glandes pétaloides (de forme ovale ou en croissant) ; cette
inflorescence, appelée cyathe, simule une fleur unique hermaphrodite. Chez les mercuriales,
qui sont dioiques, les fleurs sont composées d’un périanthe a 3 lobes verdatres, d’ou ressortent
un bouquet d’étamines (fleurs males) ou un ovaire & 2 carpelles (fleurs femelles) et on
constate :

- les fleurs toujours unisexuées, a périanthe (calice et corolle) réduit ou nul ;

- ’androcée (ensemble des étamines) de forme trés variable, chaque fleur portant 1 & 15

étamines ;



Revue classification et taxonomie
\

- Le pistil formé de 2-3 carpelles soudés, surmontés de 2-3 styles ; ovaire parfois
longuement pédonculé ;

- Le fruit avec une capsule a 2-3 valves (coques), chacune renfermant une graine ;

- Les cyathes des euphorbes généralement disposées en une ou plusieurs ombelles ; 2

bractées sont présentes 4 la base de chaque cyathe (formant un involucelle) et I’ensemble est

munie a la base d’un verticille de feuilles [1].

( Glandes petalmdes fonnant mvolucre

&
/ Pseudo-calice formé par la soudure

?‘%« ._ des bractées situées a la base des |
—

fleurs méles

_| Fleur femelle réduite & son pistil (3

carnelles sondés)

Figure 1 : Inflorescence (cyathe) d’euphorbe, entiére et en coupe longitudinale

La détermination de certaines espéces algériennes d'Euphorbes est trés délicate et nécessite
l'examen de la capsule et des graines & un assez fort grossissement. Les caractéres distinctifs

entre quelques espéces sont d'ailleurs souvent faibles et peu fidéles [1].

F ie 2 Inﬂorescenes d’Euphoria hyern (euphorbe d’ﬁlén&e) et d’E. Seguieriana
(euphorbe de Seguier) ; capsules lisses d’E.villosa (euphorbe velue).
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Figure 3 : Inflorescences d’ Euphorbia hirsuta et d’Euphorbia millii

L.1.4 Utilisation en médecine traditionnelle

Grace a ses application médicales potentielles, le genre Euphorbia a fait 1’objet de
plusieurs recherches phytochimique et pharmacologique. En effet, les extrait de nombreuses
especes ont démontré de nombreuses activités biologiques intéressantes, on note, les activités
antibactérienne [28], antiherpétique [29] et antimutagéne [30].
Les plantes de la famille des Euphorbiacées sont largement et universellement utilisées en
médecine populaire pour guérir un bon nombre de maladies [31]. Des études récentes ont mis
en évidence l'utilisation trés répandue de plusieurs de ces plantes pour traiter les affections
cancéreuses dans la médecine traditionnelle de nombreuses régions du monde [32]. Les
especes les plus utilisées dans la médecine traditionnelle sont :
- La racine séchée de E. fischeriana Steud : connue sous le nom «Lang-du» dans la médecine
traditionnelle chinoise, elle a été utilisé pour le traitement du cancer, cedéme et ascite [33].
- Les extraits d’F. fischeriana arréte de maniére significative la croissance du carcinome
pulmonaire de Lewis, I’hépatome ascétique et le mélanome in vitro et in vivo [34].
- Euphorbia humifusa Willd , principalement distribuée dans le sud de la Chine, est
largement utilisée dans la médecine traditionnelle chinoise pour le traitement de la dysenterie
bacillaire, I'entérite et I'hépatite [35].
- Euphorbia characias L, de 1a famille Euphorbiaceae est l'une des plus anciennes plantes
médicinales connues de la tradition occidentale. Elle est décrite, dans les traités de la
médecine latine et grecque, comme remeéde contre plusieurs maladies [36].
- Euphorbia obtusifolia Poiret : Le latex de cette espéce est préconisé au Sahara occidental, en
applications externes, en tant que reméde contre les morsures de serpents et la gale animale.
Le latex est trés riche en lipides, en résines, en sucres, ainsi que de nombreux protéines et

enzymes (peroxydases, proteases, esterases et phosphatases) [37-39]
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- Euphorbia kansui L. : Les racines séchées de cette plante, connues sous le nom de « Kan Sui
» dans la médecine traditionnelle chinoise, sont préconisées comme reméde contre le cancer
[40], [41], Iascite et 1’cedeéme [42] [43].

- Euphorbia cyparissias L : Les graines de cette espéce renfermant notamment des
saponosides, qui sont utilisées pour leurs propriétés purgatives et anti-inflammatoires [26].

- Euphorbia antiquorum L : Cette plante originaire de I’Inde et du Sri Lanka, est utilisée
entiérement pour traiter les infections cutanées. Le latex est employé contre la grippe et pour
soigner les problémes des voies respiratoires, principalement la bronchite [26].

- Euphorbia resinifera Berg: La résine de cette espéce endémique au Maroc, appelée
communément Euphorbe résinifére, est utilisée en application locale pour leurs propriétés
révulsives. Elle est utilisée contre les rhumatismes et les paralysies. Elle est également
employée pour soigner les piqiires, les morsures venimeuses et les algies dentaires. Le latex
frais de cette plante est recommandé par les berbéres de Beni-Mellal, contre les verrues [44].

- Euphorbia granulata Forsk : Les Touaregs, nomades du Sahara, utilisent le latex dilué en
usage interne comme vermifuge (éradiquer les vers intestinaux). Ils utilisent la partie
aérienne et le latex en application externe pour guérir les morsures de serpents et piqiires de
scorpions [45]. En Arabie saoudite, le latex se prend comme purgatif, vermifuge et diurétique,
et ¢galement pour ses propriétés dépuratives du sang [46]. Afin d'explorer davantage le
potentiel médicinal, il a été soumis a diverses études biologiques et a été reconnue comme
ayant des activités antifongiques et spasmolytiques [47]. Egalement, cette espéce a montré des
effets inhibiteurs de protéase du virus de I'immunodéficience humaine (VIH-1) [48].

- Ricinus communis L. dont les graines produisent une huile connue depuis trés longtemps
pour ses propriétés purgatives. Cette huile est utilisée comme lubrifiant pour les moteurs au
début du XXe siecle et pour la fabrication de peintures et de vernis. La polymérisation de
certains de ses dérivés, donne un polyamide appelé Rilsan servant & la fabrication de piéces

moulées et tissues [49].

I.1.5 Toxicité des espéces du genre Euphorbia

L’Homme a, tres tot, exploité la toxicité des Euphorbiaceae, et les a incorporé dans des
poisons de fleche en Afrique, c’est le cas d’ Euphorbia unispina et d’autres especes [50].
Un grand nombre d’espéces de cette famille sont dangereuses. Certaines sont urticantes
(Caperonia, Dalechampia, Platygyana, Tragia, etc), d’autres trés toxiques : ce sont
majoritairement, des Crotonoideae (Aleurites, Croton) et surtout, des Euphorbioideae

(Euphorbia, Excoecaria, Hippomane, Hura, Jatropha, Sapuim, etc.)[50]. Chez toutes ces

2 Q)
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plantes, la toxicité est le fait d’esters diterpéniques de structures complexe de type tigliane
[51-52], ingénane [53,54] ou daphnane [55]. Ces molécules rencontrées particuliérement dans
la famille Euphorbiaceae et Thymelaeaceae, sont trés irritantes au niveau de la peau et des
muqueuses, ce sont, pour la plupart, des inducteurs de tumeurs [56].

Les teneurs en composés toxiques sont habituellement trés faible (0,05-0,1 %). Ils sont
tous irritants pour la peau et les muqueuses, leur toxicité par voie orale est importante, chez
les animaux et chez I’Homme [31]. A titre d’exemple, Euphorbia millii bien qu’elle présente
un pouvoir irritant faible ou nul sur I’oreille de souris, le contact cutané avec toutes les

parties de la plante provoque des dermites bulleuses sévéres et parfois purpuriques [57].

~10 ~
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I.2 Généralités sur les métabolites secondaires

Les végétaux font un usage constant de la lumiére pour croitre et se développer. Certaines
especes ont poussé 1’exploitation de 1’énergie photonique a ’extréme par 1’élaboration au
cours de leur métabolisme de toute une gamme de composés capables d’anéantir ou de limiter
les dégats causés par les phytophages. Ces métabolites dits secondaires sont des substances

qui se retrouvent de fagon sporadique chez les plantes dans 1’appareil souterrain et aérien [58].
Il existe deux catégories de métabolites secondaires chez les plantes:

- Des composés a valeurs quantitatives agissant selon leurs concentrations, comme les tanins
(substances phénoliques ayant la propriété de réduire la digestibilité des parties comestibles
des plantes);

- Des composés ayant une activité spécifique a des concentrations relativement faibles. Ces
substances ont un effet anti-appétant, lorsqu’elles inhibent la prise de nourriture ou un effet
toxique, lorsqu’elles empéchent 1’approche des ravageurs.

I.2.1 Métabolites isolés du genre Euphorbia

Nous avons relevé un nombre impressionnant d’investigations phytochimique et
pharmacologiques sur les especes du genre Euphorbia. Cet engouement est lié a la richesse de
ce genre d’especes en métabolites secondaires et a leurs grandes activités biologiques.

L’étude chimique des espéces du genre Euphorbia, qui a porté sur le latex, les parties
aériennes et les racines, a permis ’isolement et la caractérisation d’un nombre important de
métabolites secondaires appartenant, notamment, aux classes des terpénes, des phénols et
leurs dérivés. Les métabolites secondaires de nature terpénique sont principalement des
diterpénes appartenant aux squelettes des casbanes, tiglianes, jatrophanes, ingénanes,
segétanes, lathyranes et myrsinanes.

Nous avons effectué une synthése bibliographique exhaustive sur les métabolites
secondaires isolés d’especes du genre Euphorbia. Nous allons présenter cette synthése sous
forme d’un tableau regroupant le nom systématique, la structure chimique des métabolites
isolés ainsi que I’espece source. La structure chimique des métabolites sous-cités sont donnés

sur la planche 1. (Annexes 1)

o [ we
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L3 Activités biologiques des extraits et des métabolites purs d’espéces du genre

Euphorbia
1.3.1 Activité antimicrobienne

L’extrait obtenu au dichlorométhane & partir d’E. granulata montre une inhibition
fongique puissante contre Microsporum canis (90%) et Aspergillus flavus (50%), par contre
il est inactif contre Candida albicans, Fasarium solani et Candida glabrata [47].

Les extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de E. fusiformis ont été étudiés
contre les souches pathogénes Gram positif (Bacillus subtilis et S. aureus) et des bactéries
Gram négatif (Escherichia coli, Klebsiella pneumonieae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhii A et S. typhii B), I’extrait méthanolique a montré une grande
efficacité antibactérienne. Il a ét¢ montré aussi que ’extrait obtenu & partir des racines avait
une activité antibactérienne nettement meilleur que celui obtenu & partir des feuilles. Les
résultats de cette étude confirment [’utilisation de cette plante dans la médecine traditionnelle

pour traiter la fiévre, les infections des plaies et les troubles intestinaux [133].

L’extrait éthanolique des parties aériennes d’E. hirfa a présenté un large spectre
d'activité antibactérienne contre Escherichia coli (entérobactérie pathogéne), Proteus

vulgaris, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus [134].

Les sept triterpénes, euphol, antiquol B et C (composé N°184), euphorbol, isohelianol,
camelliol C et lemmaphylla-7,21-diéne-3-ol isolés & partir de I’espéce E. Antiquorum ont été
examinés pour leurs effets inhibiteurs sur I’antigéne (EBV -EA) du virus d'Epstein-Barr

quant a I’activation induite par TPA (12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate) [125].

1.3.2 Activités antipyrétique et analgésique

Le Myrsinane (5) illustrée dans le tableau des métabolites secondaire (Annexel) isolé
a partir de E. decipiens a montré une activité antalgique significative lorsqu'il est administré a
des souris a une dose de 5-20 mg / kg d'aspirine ou de l'ibuproféne. Cette activité est
comparable a celle de 100 mg / kg de produit de référence [135].

Le composé Resiniferatoxin ((116) Tableau 01- Annexe 01), présent dans le latex d’E.
poisonii, est ultra puissant, en comparaison a la capsaicine, contre les douleurs et
l'inflammation des neurones, il interagit sur les sites de reconnaissance spécifique de la

membrane des neurones. La résinifératoxine est une approche prometteuse pour atténuer les

~12 ~
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douleurs neuropathiques et d'autres pathologies dans lesquelles les neuropeptides sensoriels

libérés par les neurones sont sensibles a la capsaicine [110].

1.3.3 Inhibition des réactions allergiques

L'administration orale de l'extrait de 1'éther de pétrole des parties aériennes d’E.
splendens a provoqué une inhibition significative de 1'cedéme et a produit une inhibition de la
migration des leucocytes dans des tissus affectés [136].

L’extrait éthanolique des parties aériennes d’E. hirta a montré des propriétés

antihistaminiques, anti-inflammatoires et immunosuppresseurs in vivo [137].

I.3.5 Activité Cytotoxique

Les diterpénes de type lathyrane (92, 93 et 94) isolés & partir de ’extrait éthanolique
de la plante entiere d’E. mivulia sont dotés d’une activité cytotoxique vis-a-vis des cellules
HeLa (carcinome du col utérin) de prise 0,41 uM. et 0,34 uM contre les cellules MDA-MB-
231et MDA-MB-231 (cellules tumorales mammaires) [97].

I.3.6 Résistance multi-drogue (MDR)

Le composé salicinolide (75) isolé a partir d’E. salicifolia a été trouvé plus actifs que
le vérapamil en multirésistance dans les cellules de lymphome de souris [91]. Aussi, le
diterpénoide de type jatrophane (52) isolé d’E. mongolica, a un effet dans l'inhibition de

l'activité de pompe d'efflux de cellules tumorales [78].

o513 o
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I1.1 Introduction

Le présent travail porte sur un criblage chimique des extraits d’Euphorbia granulata par
bioguidage. Le choix de cette espéce est lié a :

- Ses vertus thérapeutiques dans la médecine traditionnelle,

- Son endémicité : c’est une espece endémique du Sahara septentrional dont une partie couvre
I’ Algérie,

- Larichesse des espéces du genre Euphorbia en métabolites secondaires,

- La quasi absence de travaux d’étude chimique sur 1’espéce Euphorbia granulata.

Le travail expérimental comprend les parties suivantes :
4+ Préparation et fractionnement sur colonne ouverte de I’extrait d’E. granulata ;
4+ Etude de I’activité microbiologique et anti-inflammatoire de I’extrait d’E. granulata ;

+ Analyse par CLHP de I’extrait brut et des fractions dotées d’activités biologiques.

Notons que la partie étude de I’activité microbiologique a été réalisée au sein de laboratoire de
microbiologie du complexe Antibiotical du groupe Saidal de Médéa et laboratoire d’hygiéne
de Blida.

I1.2 Matériels et méthodes

I1.2.1 Matériel végétal

I1.2.1.2 Description d’ Euphrbia granulata

L’espéce Euphorbia granulata (Figure 4) est une plante annuelle ou vivace prostrée trés
ramifiée, glabre avec des tiges a4 20 cm de long [138]. Elle présente des feuilles oblongues ou
elliptiques, fortement dissymétriques a la base [1]. Elle posséde des glandes transversalement
ovales, de couleur jaune ou ocre, parfois rougedtre [138], en général, bordées d'une aile
membraneuse plus en moins déchiquetée et assez large. La graine est 2 a 3 fois plus longue
(0,4-0,7 mm) que large. L’espece est distribuée dans les rocailles et paturages désertiques. Les
noms vernaculaires couramment utilisées sont : laits d'oueds, « Tellaky», Lebbein, Lebbeide,

Um-lebbain, Labnah (incl. E. Kralikii Coss.) [1].

 ~14~
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Figure 4: Euphorbia granulata Forsk.

I1.3 Classification botanique de ’espéce Euphorbia granulata

La classification botanique de 1’espéce Euphorbia granulata est donnée comme suit [1,12] :

Regne Plantae

Classe Dicotylédones
Famille Euphorbiaceae
Genre Euphorbia
Especes granulata

\

\

\

|

' I1.4 Récolte et conservation

i L’espéce Euphobia granulata a été récoltée dans la région de la wilaya de Djelfa au mois de
| mai 2012 et identifiée par une équipe du Haut Commissariat au Développement de la Steppe
} de la Wilaya de Djelfa (HCDS). La récolte a touché la partie aérienne de I’espece.

|

I1.5 Préparation de I’extrait d’ Fuphorbia granulata par macération

\ Cette extraction consiste a épuiser la matiére végétale par un solvant et a chasser le solvant de
1 I’extrait obtenu par évaporation [139].

En pratique, une masse de 400 g de parties aériennes d’E. granulata coupée en petits
morceaux, a été mise en contact avec un mélange de solvant « MeOH/CH2Cl> 1/1 : v/vy, de
maniére a immerger complétement la matiére végétale. Le mélange matiere végétale - solvant
est soumis a une agitation manuelle de maniére périodique. Le miscella (solvant + extrait) est

filtré et évaporé sous pression réduite a une température ne dépassant pas 40°C (Figure 5).
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Figure 5 : Evaporation du mélange de solvant( MeOH/CH,Cl,).

ILS.1 Extraction liquide/liquide de I’extrait

L’extrait obtenu est soumis a une extraction liquide /liquide (éther/ eau distillée). L’ objectif
c¢tant d’éliminer tous les composés aqueux (solubles dans 1’eau y compris les sucres).
L’extraction est réalisée trois fois, les phases éthérées sont, aprés filtration (séchage) sur du
sulfate de sodium, regroupées en une seule phase. On procéde ensuite a 1’évaporation de

I’éther & température ambiante.

I1.5.1.1 Rendement de I’extraction
Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait
obtenue et la masse de la matiére végétale utilisée (p/p) [140]. 1l est donné par 1”équation :

n:ext

Ij =
My [] 100

Ou:
- 1) : rendement en extrait %.

- Mey : masse de I’extrait en grammes.

- myv - masse de la matiere végétale utilisée en grammes.

I1.6 Détermination des indices physico-chimiques de I’extrait

I1.6.1 Indice de réfraction [140]

L’indice de réfraction est mesuré en utilisant un réfractométre d’Abbe a la température
ambiante, ’appareil est ajusté (étalonnage) de maniére a indiquer, a la température de 19°C,
une valeur de 1.333 pour I’eau distillée.

L’extrait est dissous dans 1’éthanol a une concentration de 5mg/ml, cette solution d’extrait est

utilisée également pour les indices physiques et les indices chimiques.
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I1.6.2 Densité
Elle est estimée par la mesure du rapport de la masse sur le volume en utilisant une fiole
jaugée de Sml. La mesure est faite sur une solution de I’extrait dissout dans 1’éthanol & une

concentration de Smg /ml (§ 11.8.1).

I1.6.3 Indice d’acide [140]

I1.6.3.1 Principe

L’indice d’acide I est le nombre qui exprime en milligrammes la masse d’hydroxyde de
potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans 1 g d’extrait.
En pratique, nous avons titré 2 ml d’une solution d’extrait dans 1’éthanol (5mg/ml) avec une
solution de KOH a 0,1M. Le titrage est terminé lorsque la couleur rose persiste pendant 15
secondes au moins.

L’indice d’acide est donné par :

In =(56,1*C*V)/m

Ou:

Ia : indice d’acide

V : volume d’hydroxyde de potassium

C : concentration de I’hydroxyde de potassium

m : masse de I’extrait en grammes

I1.6.4 Indice de saponification [140]

I1.6.4.1 Principe

L’indice de saponification Is est le nombre qui exprime en milligrammes la masse
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres et 4 la saponification
des esters présents dans 1 g d’extrait.

I1.6.4.2 Mode opératoire

Dans un ballon a fond plat de 100 ml, nous avons introduit 5 ml d’une solution de I’extrait
d’E. granulata dans 1’éthanol (Smg/ml) auquel nous avons ajouté 20 ml d’hydroxyde de
potassium alcoolique a 0,1 M. Le mélange est chauffé pendant 1heure. Apres refroidissement,
nous avons ajouté 3-4 gouttes de la solution de phénolphtaléine et avons neutralisé la quantité
de KOH restante par une solution d’acide chlorhydrique 0,1 M. L’opération a été refaite trois
fois. Nous avons effectué un essai a blanc dans les mémes conditions.

L’indice de saponification est estimé par la relation :
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Is = [M*Cycri*(va - v)V/

Ou:

Is : indice de saponification

Vi : volume d’acide chlorhydrique 0,1 M utilisé en titrage

V2 : volume d’acide chlorhydrique 0,1 M utilisé en titrage de I’essai 4 blanc
M : masse molaire de KOH

m : masse de 1’extrait

I1.6.4.3 Indice d’ester
L’indice d’ester est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libérés par I’hydrolyse des esters dans 1 g d’extrait. Il est donné par la

relation : Ig = Ig- I,.

IL.7 Fractionnement de I’extrait brut sur colonne ouverte de silice

Le principe de cette technique est basé sur les phénomeénes d’adsorption sur la silice. Les
substances polaires sont fortement retenues sur la phase stationnaire, les composés sont alors
entrainés vers le bas a des vitesses variables selon leur affinité pour I’adsorbant et leur

solubilité dans I’éluant [141].

I1.7.1 Mode opératoire

Une masse de 6,2283 grammes de ’extrait brut est solubilisée dans un minimum de solvant
(hexane) pour obtenir une solution trés concentrée en extrait. Cette derniére est déposée en
haut d’une colonne en verre (L = 0,60 m, diamétre = 3cm) remplie de silice Si60 (70-230
mesh, 0,063-0,240mm) de type Merck. Le remplissage de la colonne se fait par voie humide,
c'est-a-dire, la silice est immergée dans I’hexane de maniére a former une bouillie qui est
ensuite directement coulée dans la colonne (en prenant soins de chasser les bulles d’air

formées au sein de la colonne). La masse de silice utilisée est calculée de maniére a respecter
approximativement la proportion massique mey / m siop =1/40. L’élution se fait par le

mélange €luant hexane /acétate d’éthyle a polarité croissante en passant de 100% (hexane) a
100% (AcOEt). L’élution est ensuite poursuivie en utilisant un gradient d’élution & polarité

croissante acétate d’éthyle / méthanol.
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Le fractionnement se fait en se basant sur la couleur des
fractions séparées, mais aussi sur le volume des fractions
(<100 ml).

Nous avons récolté 97 fractions (Tableau 2 - Annexel).

Figure 6 : Séparation de ’extrait . granulata sur

colonne ouverte de silice.

II.8Analyse par chromatographie sur couche mince

Afin d’avoir une idée préliminaire sur la nature chimique des fractions d’une part, et
regrouper les fractions semblables d’autre part, les fractions collectées ont été analysées par
chromatographie sur couche mince. L’analyse par CCM a été effectuée en utilisant une

plaque CCM Si-60 F 254 et un mélange éluant isooctane / acétate d’éthyle 50/50.

IL.9 Tests d’activité antimicrobienne
Préparation de la pré-culture
Les tests antibactériens sont réalisés a partir des cultures jeunes de 18 4 24 heures en phase de

croissance exponentielle.

Préparation de la suspension bactérienne

A partir des cultures jeunes sur gélose nutritive (GN) pour les bactéries, sabouraud pour les
levures et le milieu de culture ISP2 de PH= 7,2 semi solide pour les champignons, on préléve
des colonies dans 5ml d’eau physiologique stérile, suivi d’une agitation au vortex pendant
quelques secondes.

I1.9.1 Etude de Pactivité antibactérienne

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des extraits et des fractions, nous avons adopté la
méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose appelée

aromatogramme [142]. Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé
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antimicrobien en milieu solide dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de
concentration aprés un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme cible.
L’effet antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en
fonction du diameétre d’inhibition, la souche sera qualifiée de sensible, trés sensible,

extrémement sensible ou résistante.

I1.9.1.1 Protocole expérimental

Apres I’autoclavage des milieux de culture & 120°C pendant 20 minutes, on fait couler a 50°C
aseptiquement le milieu de culture gélosé agar nutritif en surfusion dans des boites de Pétri a
raison de 15 ml par boite. On laisse ensuite refroidir.

- Dépot de disques

A I'aide d’une pince stérile, on préléve un disque de cellulose stérile (disque de référence :
Schleicher & Schuell -NO.321 261, D-3354 Dassel W.-Germany de diamétre 9mm) qu’on
imbibe avec I’extrait a tester en le mettant seulement en contact le bout du disque, celui-ci va
absorber progressivement ’extrait jusqu’a I’imprégnation totale du disque (50pl1), puis on le
dépose sur la gélose. Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser & 4°C
pendant 4 heures, ensuite mises a I’étuve & la température de 35°C pendant 24 heures pour les
bactéries et a 25°C pour les levures dans le milieu de culture le sabouraud. L’expérience est
répétée trois fois pour chaque fraction et pour chaque espéce bactérienne.

- Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque &
I’aide d’une régle (en mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition
et peut €tre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des fractions

et de ’extrait [142].

e Non sensible(-) ou résistante : diamétre < 8mm.

Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a4 14 mm.
e Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 4 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.
Souches utilisées

Cette étude a porté sur une gamme de microorganismes comprenant des bactéries Gram

positif et Gram négatif, ainsi que des levures. Les souches microbiennes référencées (Tableau
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3) ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de 1'Unité Antibiotical-SAIDAL et
laboratoire d’hygiéne

Tableau 3: Souches utilisées pour I'évaluation de I'activité antimicrobienne.

Souches microbiennes Gram Références
Escherichia coli Gram - ATCC 10536
Klebsiella pneumoniae Gram - ATCC 1803
Staphylococcus aureus Gram + ATCC 6538
Staphylococcus epidermidis Gram + ATCC 6558
Bacillus subtilis Gram + ATCC 6633
Pseudomonas aeruginosa Gram - ATCC 17933
Sarcina lutea Gram + ATCC 9341
Streptococcus sp Gram + ATCC 8
Candida albicans ATCC 10231
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

IL.10. Tests d’activité anti-inflammatoire

L’étude expérimentale de I’activité anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode décrite
par Winter [143] d’aprés laquelle I’inflammation est induite par injection de la carragénine au
niveau de la volte plantaire de la patte gauche de la souris. I’cedéme causé par cet agent
phlogogene est traduit en volume et mesuré par le pied a coulisse, ce qui permet de suivre
I’évolution du processus inflammatoire.

Pour chaque essai de I’activité anti-inflammatoire, trois lots de six souris ont été utilisés. Ces
souris sont de sexe male et femelle et ont été mis a jetine, 16 heures avant ’essai.

- Lot témoin : recevra 0,5 ml de I’eau physiologique.

- Lot de référence : Les souris de ce lot ont été traités par voie intra-péritonéale (ip) avec un
anti-inflammatoire utilisé en médecine, 30 min avant 1’injection de la carragénine (a une
concentration de 0,1% et un volume d’injection de 0,02 ml).

On utilise I’acide 2-[2-(2,6-dichlorophenyl)aminophényl]éthanoique (connu sous le nom de
Diclofenac), comprimé de 100mg, dissout dans 100ml d’eau distillée. I.’administration de
Ianti-inflammatoire se fait & raison de 2,5 ml/kg pour le Diclofenac. Le poids des souris varie
entre 18-20 g, et chacune d’elles regoit 0,5ml de médicament.

- Lot essai 1 : Les souris de ce lot regoivent 0,5 ml de la solution (10 mg d’extrait solubilisé

dans Sml de mélange de solvant (eau physiologique + Tween 40)) a la dose de 2mg/ml
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d’extrait par voie (ip), et ce 30 min avant I’injection de la carragénine dans la vofite plantaire
de la patte gauche de la souris.

- Lot essai 2 : L’extrait a tester est administré aux souris par voie (ip) a raison de 4 mg/ml et
ce 30 min avant I’injection de la carragénine. Le suivi de I’évolution de I’cedéme se fait par
mesure du gonflement de la patte, & 30min, 60min, 90min, 120min, 150 min et 180 min aprés
injection de la carragénine. La moyenne des valeurs obtenues pour chaque lot & un temps
donné sera déterminée selon la formule suivante:

M =[%(D)/n].

M : Moyenne des valeurs obtenues.

D : Epaisseurs (mm) des pates postérieures droites de chaque souris.

n : nombre de souris pour chaque lot.

Elle permet d’évaluer le potentiel anti-inflammatoire de 1’extrait étudié et de le comparer &

celui du produit de référence.

IL.11. Détermination de I’activité anti-oxydante de ’extrait d’ Euphorbia granulata
II.11.1. Intérét des antioxydants |

Les antioxydants, sont des composés qui protégent les cellules du corps des dommages causés
par les radicaux libres. Ces derniers sont des molécules trés réactives qui seraient impliquées
dans le développement des maladies cardiovasculaires, de certains cancers et d’autres

maladies liées au vieillissement.

I1.11. 2 Principe de mesure

Le pouvoir réducteur, mesure la capacité qu’a un antioxydant a donner un électron [144]. La
détermination du pouvoir réducteur a été réalisée selon la méthode d’OKTAY et al [145]
(Figure 7). La réduction de I’ion ferrique (Fe’™) en ion ferreux (Fe’™), est mesurée par
intensité de la solution bleue vert qui en résulte, celle-ci absorbe & une longueur d’onde de
700 nm. Une augmentation de I’absorbance est indicatrice d’un pouvoir réducteur élevé [144].
Selon le protocole expérimental, 250 pl de 1’échantillon est mélangé avec 250 pl d’une
solution tampon phosphate a 0.1 M (pH= 6.6) et 250 pl d’une solution de ferricyanure de
potassium KzFe (CN)g & 1%. Le tout est incubé & 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la
température ambiante. Un volume de 250 pl d’acide trichloracétique a 10% est ajouté pour
stopper la réaction, les tubes sont ensuite centrifugés a 3000 tour pendant 10 min. Dans notre

cas, ’extrait d’E.granulata présente une couche huileuse au niveau du surnageant, on nous
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avons eté contraint de passer la solution d’extrait sur un micro filtre. A 1 ml du surnageant
sont ajoutés 1 ml d’eau distillée et 200 pl d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a
0.1%. La lecture des absorbances se fait par rapport un essai a blanc 4 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotométre UV-visible. L’organigramme présenté par la figure 10 résume le mode
opératoire.
Notons que :
> Le blanc, est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par de ’eau distillée.
> Le témoin, est préparé de la méme maniére en remplacant 1’extrait par du méthanol.
> La référence, est préparée de la méme maniére en remplacant I’extrait par de I’acide
ascorbique.
En pratique, nous avons préparé solution méthanolique d’extrait et de 1’acide ascorbique &

concentration 0,5 mg/ml.

250 pl d’extrait méthanolique

N

250 pl de Bain marie a

250 pl de tampon

Ferricyanure de 50°C phosphate (0,1 M) pH=
notassium (1%) 6.6
250 pl de TCA
(Trichlorure Acétiaue) a 10%
[ Centrifugation
200 pl de 1000 pl d’eau 1000 pl du
chlorure de fer distillée surnageant

Fal. N 1 04

A

Absorbance a 700 nm
(Lecture a 700 nm)

Figure 7 : Protocole de mesure du pouvoir réducteur [145].
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ILI. 12 Analyse par chromatographie liquide 4 haute performance CLHP
L’analyse par CLHP-DAD a ét¢ effectuée avec une chaine agilent 1260 équipé d’un logiciel
d’exploitation « chemstation agilent » et comprenant :

- Une pompe quaternaire (G13UC) équipée d’un systéme de programmation de débit,
- Un passeur d’échantillon automatique (G1329B) avec un module de chauffage des
échantillons,

- Un four pour colonne (G 1316) équipé d’un module de chauffage par effet Peltier,

- Un détecteur a barrette de diodes (G1315CD),

- Une colonne analytique (25cm *4,6 mm, 5um) de type Agilent RP 18,

- Débit de la phase mobile : 1 ml / min,

- Volume injecté : 20 ul,

- Longueur d’onde de détection : 210 nm,

L’analyse est effectuée en mode gradient selon le programme suivant :

Temps (minutes) Me CN% Eau %
0 10 90
5 10 90
50 100 0
60 100 0

II.13 Résultats et discussion

I1.13.1 Rendement de I’extraction

Deux extraction successives par macération, effectuées sur une masse de 400 g de plante
seche coupée en petits morceaux pendant une semaine, a permis d’obtenir une masse d’extrait
de 6,454 g, soit un rendement de 1,613% . Ce rendement est relativement élevé comparé a
ceux obtenus & partir d’autres espéces terrestres [146]. Toute fois, ce rendement, comparé a
ceux obtenus d’espéces du genre Euphorbia, est relativement plus faible [147, 148]. Ceci est

probablement dfi au temps d’extraction et/ou au type de solvant.
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IL.13.2 Caractéristiques physico-chimiques de ’extrait d’ Euphorbia granulata
La mesure des indices physico-chimiques & savoir la densité, 1’indice d’acide, 1’indice de
saponification et I'indice d’ester effectués selon la méthodologie indiquée dans les

paragraphes ci-dessus (§ 11.8.1 a 4) a permis d’enregistrer les valeurs suivantes :

Densité 0,79106
Indice de réfraction 1,3655.
Indice d’acide 0,01
Indice de saponification 0,095
Indice d’ester 0,085

Les indices physico-chimiques mesurés sont du méme ordre de grandeur que ceux obtenus
pour la majorité des extraits et concrétes de plantes terrestres [146]. Notre recherche
bibliographique ne nous a pas permis, malheureusement, d’obtenir des valeurs des indices

physico-chimiques pour les extraits d’espéces du genre Euphorbia.

I1.13.3 Fractionnement sur colonne ouverte de silice

Le fractionnement sur colonne ouverte de silice nous a permis de récolter 97 fractions. En se
basant uniquement sur ’aspect physique (couleur notamment) de la fraction, nous avons
regroupé (pour minimiser le travail d’analyse) les fractions que nous avons estimé semblables.
Nous sommes passés de 97 & 35 fractions (Tableau 2 - Annexes 1).

C’est ainsi que, les 35 fractions ont été analysées par CCM dans les conditions ci-dessus
indiquées. L’analyse du profil chromatographique (Figures 9 et 10) pour les 35 fractions nous
a permis notamment de choisir les fractions représentatives & soumettre aux tests d’activité
biologiques. Ainsi, nous avons sélectionné 15 fractions. La méthodologie suivie, dont
objectif est de minimiser le nombre de fractions & tester, est hasardeuse et peu fiable car
nous nous ne pouvons pas différencier correctement entre les fractions sur la base de la CCM,
notamment en ce qui concerne I’activité biologique. L’analyse par CCM nous a permis aussi
de faire une évaluation préliminaire de la nature chimique de I’extrait brut. L’examen des
plaques CCM (Figures 9,10) et du tableau 2 (annexel) regroupant les masses des différentes
fractions, nous a révélé que ’extrait d’E. granulata est constitué majoritairement de composés

apolaires, ainsi, la masse totale des fractions éluées avec le mélange éluant hexane / AcOFEt
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variant de 100/0 & 70/30 constitue la fraction la plus importante de 1’extrait d’Euphorbia

granulata.
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Figure 8 : la quantité des fractions en pourcentage.
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Figure 9 : Analyse par CCM des fractions 1 4 19
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Figure 10 : Analyse par CCM des fractions 20 a 35.

I1.13.4 Evaluation de Pactivité antibactérienne et antifongique
I1.13.4.1 Evaluation de Pactivité antibactérienne

Nous avons réalisé nos tests d’activités antibactériennes en solubilisant I’extrait et les
fractions dans le myristate d’isopropyle (IPM), toutefois, la solubilité dans 1I’TPM n’était pas
parfaite pour toutes les fractions (Tableau 4). Nous avons vérifié au préalable que I'IPM

n’avait aucun effet sur les souches utilisées. Les résultats des tests obtenus sont donnés dans
le tableau 5.

L’examen du tableau 5 montre que la plus part des fractions sont inactives, idem pour I’extrait
brut qui apparait aussi comme étant inactif. Les fractions 6 et 8 montrent des zones
d’inhibition assez faibles, elles présentent toutefois une certaine activité relative. Nous avons
tenté apporter une interprétation aux résultats obtenus en se basant sur la solubilité des
fractions dans le solvant. Le myristate d’isopropoyle est un solvant assez lourd (319.9°C at
760 mm Hg) et relativement assez visqueux (viscosité dynamique 5,58 mPas 3 20 °C), par
conséquent, sa diffusion dans le milieu de culture est faible et nécessite un temps de diffusion
plus important. Nous avons décidé de substituer I’IPM par un autre solvant plus fluide. Dans

ce cadre, nous avons testé le méthanol et le dimethylsulfoxyde (DMSO) qui se sont montrés

moffensifs vis-a-vis des souches utilisées.
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Tableau 4 : Solubilité des fractions d’extraits dans le myristate d’isopropyle (IPM)

Fract. 2

8 10

11

13

17

19

23

25

29

31

35 Ext. brut

Solub. | +

++

++ | ++

e

++

+

++ |+

++ : soluble, + : assez soluble, - : non soluble.

Tableau 5 : Résultats des tests d’activité antimicrobienne des différentes fractions solubilisées

dans I’'IPM
Souches Fr | Fr Fr | Fr | Fr | Fr | Fr | Fr | Fr | Fr | Fr | Fr
. Fr 6 Fr8

Praetion 2 3 10 13 17 18 19 22 23 31 35 25
S.aureus _ _ 8,5mm | 8mm | _ _ _ _ . _ _
E.coli _ _ _ = _ _ _ _
S.epidermidis _ _ _ _ _ _ _ -
B.subtilis _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Sarcina lutea _ _ _ _ _ _ _ _ -
Candida _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
albicans
Saccharomycette _ _ _ _ _ _ _ _ _
cerevisiae
Nous avons refait les tests d’activité des différentes fractions dans le DMSO, les résultats
obtenus sont regroupés dans le tableau 6. L’examen de ce dernier révéle des résultats

complétement différents de ceux obtenus précédemment (Tableau 5), beaucoup de fractions

se sont avérées relativement actives le tableau 6 et les figures montre les résultats obtenue.
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Tableau 6: Résultats des tests d’activité antimicrobienne des différentes fractions solubilisées

dans DMSO

Souche

Fr

extr

DMSO

10

12

13

14

15

16

34

S.aureus

10,5mm

12mm

10mm

14mm

14mm

16mm

E.coli

10mm

15mm

11mm

S.epidermidis

9mm

B.subtilis

11mm

10,5mm

15mm

15mm

13mm

K. pneumoneae

P.aerugenosa

Streptococcus

Sarcina lutea

saccharomyce
cerevisiae

Résultats du test d’activité antimicrobienne

Figure 11:
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Figure 13: Activité antibactérienne de fraction 16,14 et I’extrait d’E. granulata contre
Escherichia coli

Figure 14 : Activité antibactérienne de fraction 16,14, I’extrait d’E. granulata, le
DMSO0,13,10, 35 et la fraction 7 contre Bcillus subtilis.
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Figure 15: Activité antibactérienne de fraction 13,14,6, 7,8, 10 et fraction 16 contre

Staphylococcus aureus.

Figure 16 : Activité antibactérienne de fraction 12,9 et ’extrait E.granulata contre
Staphylococcus aureus.

Figure 17 : Activité antibactérienne de fraction 7,extrait d’E. granulata et le DMSO contre
Staphylococcus aureus.

~31~



Figure 18 : Activité antibactérienne de solvant de solubilisation (DMSO) contre
Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Figure 20: Activité antibactérienne de fraction 10, 14, 15 et fraction 16 contre Streptococcus
sp.

~ 32~



Figure 21 : Activité antibactérienne de fraction 10, 13, 14, 16, 8, 15, 35 et le DMSO contre
Pseudomonas aerugenosa.

Figure 22 : Activité antibactérienne de fraction 13, 14, 16 et le DMSO contre Klebsiella
pneumoniae.

Figure 23 : Activité antibactérienne de fraction 7, 13 et le méthanol contre Escherichia coli.
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Figure 24 : Activité antibactérienne de fraction 7, 13 et 1e méthanol contre Staphylococcus

aureus.

Les fractions 7 et 13 ont été solubilisées dans le méthanol et testées vis-a-vis de E. coli et S.

aureus, les résultats obtenus sont regroupées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Résultats des tests d’activité antimicrobienne des fractions 7 et 13 solubilisées

dans le méthanol

Fractions
F7 F13 MeOH
souches
E.coli 9,5mm . .
S. aureus . 9mm _

La substitution de I’IPM par le DMSO, un solvant moins lourd (Tepb = 190°C) et moins
visqueux (2,14 mPa.s a 20 °C) a permis d’obtenir des résultats différents, ce qui prouve que
notre hypothese sur la difficulté de I’'IMP de diffuser dans le milieu de culture s’est avérée
fondée. De plus, nous avons constaté que le DMSO n’était pas le solvant parfait pour les
fractions testées, certaines ont montré une solubilité limitée dans le DMSO, ce qui pourrait

expliquer les résultats obtenus en termes de diamétre de la zone d’inhibition.

Nous estimons que les conditions optimales de réalisation des tests d’activités
microbiologique ne sont pas maitrisées et par conséquent, il est difficile de faire des

conclusions fiables.
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I1.13.4.2 Evaluation de I’activité antifongique

Nous avons évalué I’activité antifongique de I’extrait brut d’Euphorbia granulata vis-a-vis
des champignons Pénicillium; Fusarium oxyporium; Aspergillus sp; Candida sp;

Saccharomycette sp. En utilisant la méthode du cylindre sur un milieu semi-solide ISP2. Nous

avons relevé I’absence d’activité antifongique de I’extrait analysé (aucun halo clair autour du
cylindre).

Figure 25 : Activité antifongique de I’extrait E. granulata par la méthode de cylindre contre

Candida sp, Saccharomycette, aspergillus sp, Pénicillium sp, Fusarium oxyporium

En conclusion, nous avons noté que l'extrait d’E. granulata ne présente pas d’activités
antibactérienne et antifongique vis-a-vis des microorganismes testés (Tableau 6). Ce résultat
ne représente nullement pas une contradiction par rapport & I’activité montrée par certaines
fractions, il peut &tre interprété par la faiblesse de la concentration des produits actifs au sein
de Dextrait, par contre, leur concentration est nettement plus élevée au sein des fractions.
Nous confirmons a travers ces résultats que la maitrise des conditions expérimentales est

primordiale pour obtenir des résultats fiables.
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I1.13.4. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait d’ Euphorbia granulata

Nous avons effectué¢ des tests d’activité anti-inflammatoire dans les conditions décrites

précedemment (§ IL11). L’épaisseur moyenne (mm) des pattes postérieures droites des souris

soumis aux tests dans les différents cas est donnée par les tableaux 8-11.

Tableau 8: Epaisseurs des pattes postérieures droites (mm) des souris apres injection de 1’eau

physiologique (lot témoin).

° de souris Epaisseur

Souris 1 | Souris 2 | Souris 3 | Souris 4 | Souris 5 | Souris 6 Moyenne
Temps (min (mm)
Sk 3,00 2,90 3,00 2,90 2,50 2,80 2,85

car ragenine

Aprés inj carra. | 3,20 330 | 320 | 320 | 2,70 3,00 3,10
Aprés30min | 3,30 330 | 340 | 350 | 290 | 320 &b
Aprés 60 min | 3,30 340 | 350 | 3,60 | 3,10 3,30 336
Aprés 90 min | 3,50 360 | 3,70 | 370 | 330 | 340 Ao
Aprés120 min | 3,60 370 | 3,80 | 3,80 | 340 | 3.50 5
Aprés150min | 3,70 380 | 390 | 390 | 360 | 3.60 3,75
Aprés180 min | 3,90 390 | 400 | 400 | 360 | 370 3,83

Diclofenac (lot de référence).

Tableau 9: Epaisseur des pattes postérieures droites (mm) des souris aprés injection de

i Souris | Souris | Souris | Souris . . Epaisseur
Souris 5 | Souris 6
: 1 2 3 4 moyenne
Temps (min)
Avant mgec.:tlon 2.8 2.9 2.9 3 2.9 2.9 2.9
carragénine
Apres i 3,10 | 3,20 | 3,10 | 3,30 3,10 3,20 3,2
carragénine
Apres 30 in 2,8 2,9 2,9 3 2,9 2,9 2,9
Apres 60 min 2,8 2,9 2,9 3 2,9 2,9 2,9
Apres 90 min 2,8 2,9 2,9 3 2.9 2,9 2.9
Apres120 min 2,8 2,9 2,9 3 2,9 2,9 2.9
Aprés150 min 2,8 2.9 2,9 2 2,9 2,9 2,9
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Apres180 min 2

,8

2,9

2.9

3

2,9

29

29

Tableaul0: Epaisseurs des pattes postérieures droites (mm) des souris aprés injection de

extrait d’E. granulata a concentration 2mg/ml (lot essai 01).

N° Souris . ]
Souris 1 Souris 2 Souris 3 Souris 4 Souris 5 Souris 6 IE/]IJalsseul
Temps (mit gyeins
Avant injection
carragénine 2,60 2,80 2,90 2,70 2,80 2,80 2,76
Apresifestion | gy 3,00 3,10 3,00 3,00 3,10 3,02
carragénine
Aprés 30 2,80 2,90 3,10 2,90 2,90 2,90 2,92
Aprés 60 2,60 2,80 3,00 2,80 2,80 2,90 2,82
Aprés 90 2,60 2,80 2,90 2,80 2,80 2,80 2,82
Aprés120 2,60 2.80 2,90 2,70 2,80 2,80 2,77
Aprés150 2,60 2,80 2,90 2,70 2,80 2,80 2,77
Aprés 180 2,60 2,80 2,90 2,70 2,80 2,80 2,77

Tableau 11: Epaisseurs des pattes postérieures droites (mm) des souris aprés injection de

Pextrait d’E. granulata a concentration 4mg/ml (lot essai 02).

N°Souris e .

Souris 1 Souris 2 | Souris 3 | Souris 4 | Souris 5 | Souris 6 N]{Dalssem

Temps (min) YeniE
Ayant i 2,80 2,90 2,50 2,60 2,90 2,60 2,72

carragénine

Apres inj cara 3,00 3,00 2,80 2,90 30 2,80 2,92
Aprés 30 2,80 3,00 2,60 2,60 2,90 2,80 2,79
Aprés 60 2,80 2,90 2,60 2,60 2,90 2,60 2,73
Apres 90 2,80 2,90 2,60 2,60 2,90 2,60 2,73
Apres120 2,80 2,90 2,60 2,60 2,90 2,60 2,73
Apres150 2,8 2,90 2,60 2,60 2,90 2,60 2,73
Apres 180 2,80 2,90 2,60 2,60 2,90 2,60 2,73
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L’¢volution de I’épaisseur moyenne en fonction du temps pour les souris du lot témoin est

représentée par la figure 30.
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Figure 26 : Evolution de I’épaisseur moyenne en fonction du temps de la patte droite des

souris du lot témoin

Pour le témoin : Aprés 30 min de 1’administration de la carragénine au niveau des pattes
postérieures des souris, nous avons observé une augmentation des épaisseurs de 1’cedéme de
pattes droites des souris atteignant 3,26 mm. Cette augmentation se poursuit jusqu’aux 180

min pour atteindre la longueur 3,85mm.

Nous avons représenté sur la figure 32 la comparaison des résultats obtenus de ’évolution de

I’épaisseur moyenne de la patte droite de la souris pour le lot de référence, le lot essai 1 et 2.

gy lot deréférence
lot essai 2 }

Iot essanl
3.2 — ~—Aprésinj cara

3.15 4—
3.1
3.05

w

295

o
=}
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Figure 27 : Evolution de I’épaisseur moyenne en fonction temps de la patte droite des souris
du lot de référence, du lot d’essai 1 (extrait 2mg/ml) et du lot d’essai 2 (extrait 4mg/ml).
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v' Pour le lot de référence : nous observons une augmentation de 1’cedéme suivie par
une diminution et une disparition totale de I’inflammation a partir de 30 min. Cette
disparition est due a I’activité de médicament anti-inflammatoire (Diclofenac).

v' Pour les souris du lot essai 01 traité par extrait d’E. granulata 3 une dose de 2 mg/
ml, nous avons remarqué une légére baisse du gonflement des I’cedéme. La
stabilité est atteinte au bout de 120 min (Figure 27).

v’ Pour les souris du lot essai 02 dont la dose de I’extrait administrée est de 4mg/ml,
une baisse trés importante des gonflements des 1’cedéme est observée. La

stabilisation est atteinte plus rapidement, soit & 60min (Figure 27).

Les résultats obtenus montrent que le temps correspondant a la disparition de I’inflammation
est proportionnel a la concentration de 1’extrait d’E.granulata (2mg/ml et 4mg/ml). Nous
pouvons conclure que I’extrait d’Euphorbia granulata est pourvu d’une activité anti-
inflammatoire relative. Les fractions d’extraits disposent probablement d’une activité plus

importante vu que la concentration en produits plus actifs est plus importante.
I1.13.5 Etude de Pactivité anti-oxydante de I’ Euphorbia granulata

La méthode de mesure est basée sur la réaction de réduction du Fe**présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune du
fer ferrique (F e3+) (Figure 32) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe*) (Figure 33), ’intensité

de cette coloration est mesuré par spectrophotométrie a 700 nm.

Figure 28: Couleur jaune du fer ferrique (Fe*") Figure 29: Réduction du fer ferrique en fer ferreux.
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Les résultats obtenus sont présentée de forme d’un histogramme (Figure 30).

15

absorbance 4 700nm

05 -~

Méthanol extrait E.G A.ascorbique

Figure 30: Le pouvoir réducteur de I’extrait brut d’E uphorbia granulata.

En comparaison a un antioxydant de référence, a savoir I’acide ascorbique, ’activité anti-
oxydante de I’extrait brut d’Euphorbia granulata est faible. 11 faut probablement tester les

fractions d’extraits qui contiennent des composés actifs en concentration plus importante.

IL.13. 6 Analyse par CLHP

L’analyse par chromatographie liquide avait pour objectif I’obtention d’un profil
chromatographique de I’extrait brut et des fractions ayant montré une activité antimicrobienne
(principe du bioguidage). Le travail consiste a situer les fractions analysées au sein du
chromatogramme de I’extrait brut. La présence de standard aurait été d’une grande utilité pour
la détermination de la nature chimique des métabolites actifs.

Nous avons analysé dans les conditions citées précédemment (§ L.12) I’extrait brut et les
fractions 6, 7, 8, 10, 13, 14 et 16, ces fractions ont montré une activité antimicrobienne
relative (Tableau 6).

Le profil chromatographique de I’extrait brut est donné par la figure 32. Les profils
chromatographiques des fractions analysées sont donnés par la figure 39-45 avec les
agrandissements nécessaires (Annexe 03).

Le profil chromatographique de 1’extrait brut est obtenu en mode gradient (variation de la
composition de I’éluant), le chromatogramme enregistré dure environ 100 mn. Nous
constatons que le chromatogramme est assez équilibré en terme de composition chimique bien
qu’autour 20 mn, nous constatons une condensation de métabolites ayant un caractére assez

polaire.
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Figure 32 : profil chromatographique de 1’extrait brut d’Euphorbia granulata
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Afin de comparer les chromatogrammes de 1’extrait brut et des fractions analysées, nous

avons regroupé¢ dans le tableau 12 les principaux produits (pics) apparaissant sur les différents

chromatogrammes.

Tableau 12 : Principaux produits relevés sur le chromatogramme des fractions actives et de

Iextrait brut d’ Euphorbia granulata

Fractions

Tr (min)

2,28
2,99 + + + + +
132
15,79
17,69 + + +
18,82 + +
26,46 ¥ + + +
29,40 +
30,16 +
31,11 + +
31,41 + +
34,78
35,21 + +
37,58 +
37,52 +
40,74 +
41,62 + + + *
46, 25 + +
49,72 + + +

Fre6 Fr7 Fr 8 Fr10 | Fr13 Fr 14 Fr 16 Extrait

53,11 + + +
55,52 +
56,18
59,18
60,33
61,08 +* +

I T T A 0 T T I 0 I I N I NP U (R (R (Y i (RS R () () B i
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63,91 +
74,10 )
80,01 +
90,30 + o+

L’examen du tableau 12 montre que les principaux métabolites des fractions actives sont élués
entre 25 a 55 min ce qui explique bien leur faible polarité. En effet, ce sont des fractions
€luées sur colonne chromatographique ouverte avec un éluant apolaire, la teneur
Hexane/AcOEt varie de 100/0 a 50/50.

L’apparition sur le chromatogramme des différentes fractions de produits €lués avant 25 min
et apres 55 min n’est pas surprenante étant donné que la détection se fait avec une barrette
diode (détecteur UV) et ce sont des produits qui absorbent fortement bien que leur teneur soit
faible.

La fraction 16 ayant I’activité microbiologique la plus importante montre les principaux
produits en termes d’absorbance (ne veut pas dire forcément grande concentration) a 17, 31 et
54 min. Ces métabolites et vu leur temps de rétention sont relativement moyennement polaire.
Les fractions 7, 10 et 14 sont également caractérisées par 3 4 4 métabolites a forte absorbance.
Les fractions 6 et 13 sont caractérisées par deux métabolites importants élués respectivement
a 46 et 37 min. Les deux métabolites peuvent étre responsables sur Pactivité microbiologique
des deux fractions. La suite du travail consiste alors & les séparer par CLHP suivi de leur
caractérisation structurale par les techniques spectroscopiques, ils sont ensuite testés dans les
activités biologiques, c’est le concept du criblage phytochimique par bioguidage (ou

bioguidé).
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Conclusion

La partie expérimentale a été consacrée tout d’abord a la préparation d”un extrait par solvant a
partir de 'espéce Euphorbia granulata avec un rendement de I’ordre de 1,6 %. L’extrait

prépar€ a été soumis a un fractionnement sur colonne ouverte de silice suivi d’une analyse par

CCM, ceci nous a permis de regrouper les fractions semblables et de choisir les fractions
représentatives de Pextrait global & soumetire aux tests d’activiiés biologigues. Les tesis

d’activités antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires et antioxydantes effectués sur
les fractions sélectionnées suite a 1’analyse par CCM nous ont permis de mettre en évidence
les fractions actives (activité moyenne), notamment, les fractions 13, 14 et 16. I faut
souligner dans ce cadre la difficulté de mettre au point les conditions d’analyses optimales,

notamment, en ce qui concerne le solvant permettant de solubiliser Iextrait et les fractions a

L’objectif du bioguidage est d’orienter I’analyse par chromatographie liquide haute
parformance (CLHF), cette derniére a ét¢ effectuée en mode gradient sur une coionne
analytique. Sur la base des résultats obtenus dans les tests d’activités biologiques, nous avons
soumis a I"analyse par CLHP, I’extrait brut et les principales fractions actives. Cette analyse
nous a permis d’¢établir le profil chromatographique de 1’extrait brut et des fractions analysées
et de situer les fractions par rapport 4 I’extrait brut, I’analyse nous a également a permis

- e & = I 4 z T, I i
d’avoir un apercu de la nature chimique des différentes fractions. Une Stude du criblase

chimique par bioguidage, bien réussie, devrait mener a I’identification des métabolites

responsables de I’activité biologiques au sein de ’extrait brut.

.
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Annexes
Miﬁﬁ

Annexe 02

Figure 33 : Révélation par UV 250 nm de plaque CCM des fractions 1 & 19.

Figure 34 : Révélation par UV 250 nm de plaque CCM des fractions 20 a 35.
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Tableau 2 : Données du fractionnement sur colonne ouverte de silice

N° fraction Eluant : AcOEt/Hexane N © fraction Masse de fraction (g)
1 90/10
Fl 0,1
2 90/10
3 90/10
4 90/10 F2 0,741
5 ] 90/10
6 90/10
7 90/10
F3 0,278
8 90/10
9 90/10
10 90/10
11 90/10 F4 0,13
12 90/10
13 80/20 F5 0,25
14 70/30
F6 0,14
15 70/30
16 70/30
17 70/30 F7 0,16
18 70/30
19 70/30
F8 0,235
20 70/30
21 70/30
22 70/30 F9 0,265
23 70/30
24 70/30
25 70/30
F10 0,1
26 70/30
27 70/30
28 70/30
F11 0,213
29 70/30
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30 70/30

F12 0,03
31 70/30
32 70/30
33 70/30

F13 0,055
34 70/30
35 60/40
36 60/40
37 60/40

F14 0,06
38 60/40
39 60/40
40 50/50
41 50/50 F15 0,06
42 50/50
43 50/50

F16 0,147
44 50/50
45 50/50
46 50/50 F17 0,09
47 50/50
48 50/50 F18 0,063
49 50/50
50 50/50
51 50/50

F19 0,12
32 50/50
53 50/50
54 50/50

F20 0,024
55 50/50
56 50/50
57 40/60 F21 0,04
58 40/60




%
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59 40/60
60 40/60 F22 0,03
61 40/60
62 40/60
63 40/60
64 40/60

F23 0,05
65 40/60
66 40/60 : 30/70
67 30/70 F24 0,02
68 30/70
69 30/70
70 30/70 F25 0,02
Z1 30/70
2 30/70
73 30/70 F26 0,03
74 30/70
75 30/70
76 30/70 F27 0,03
77 30/70
78 30/70
79 30/70

F28 0,03
80 30/70
81 30/70
82 20/80
83 20/80 F29 0,03
84 20/80
85 100
86 100 F30 0,034
87 100
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88 100
89 100 F31 0,022
90 100
91 100
92 100 F32 0,017
93 100
94 100

F33 0,022
95 100

AcOEt/ MeOH

96 50/50 F34 0,56
97 100 F35 1,42

Figure 35 : prélévement des colonies dans 5ml d’eau physiologique




Figure 38 : mesure I’épaisseur de I’cedéme au
moyen de pied a coulisse.
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