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Abreéviations

DPPH : 1,1-DiPheényl-2-PicrylHydrazyle

ABTS : 2,2"-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)

FRAP: Capacité de réduction ferrique du plasma (Ferric Reducing Ability of Plasma).
J : Constante de couplage (RMN)

A, B, C,... désignation des composés naturels isolés dans le présent travail
ACOEt : acétate d’éthyle

CDCI3 chloroforme deutéré

CD30D méthanol deutéré

RMN H : résonance magnétique nucléaire du proton

RMN 3C : résonance magnétique nucléaire du carbone

IR : Infra-rouge

m/z : masse/charge électrique

PEG : Polyéthylene glycol

HE : Huile essentielle

COX: Cyclo-oxygénase

IC50 : Concentration inhibitrice & 50%.

CMI : Concentration minimale d’inhibition.

UFC: Unité Formant Colonie.
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Les plantes sont trés présentes dans la prise en charge des pathologies humaines depuis des
milliers d’années. Longtemps associée a des rites religieux ou a des superstitions, la
phytothérapie se rationnalise depuis quelques décennies en s’appuyant sur la phytochimie, la
chimie des plantes, avec des moyens de screening de plus en plus sophistiqués. De plus, le
savoir traditionnel transmis de générations en générations est un apport d’informations
essentiel dans la recherche de nouvelles molécules bioactives. En effet prés de 74 % des
principes actifs d’origine végétale ont été découverts a partir des utilisations traditionnelles
(Gurib-Fakim, 2006).

Par ailleurs certains médicaments, comme les antibiotiques, de par leur utilisation massive,
présentent une efficacité moindre face aux agents pathogenes. De ce fait, il y a un intérét
croissant pour 1’étude des plantes médicinales qui pallient, dans certains cas, la résistance des
microorganismes (Muthu et al.,, 2006). Cette source végétale semble inépuisable en
découvertes car seule une petite partie des 400 000 espéces vegétales connues dans le monde
a été étudiée sur les plans phytochimique et pharmacologique, sachant que chaque espéce peut
contenir jusqu’a plusieurs centaines de constituants différents (Hostettmann, 1997). Moins de
10 % de ces especes auraient été étudiées scientifiguement pour leurs propriétés

pharmacologiques (Diallo, 2000).

Des médicaments ou composés tres efficaces d’origine végétale existent déja sur le marché
international : le maprouneacin isolé du Maprounnea africana est utilisé comme agent
antidiabétique, le Taxol® (paclitaxel issu de Taxus brevifolia) est utilisé comme antitumoral
notoire ou encore l'artémisinine (Artemisia annua) es tutilisée comme agent antipaludique
efficace contre toutes les souches résistantes de Plasmodium (Ajibesin et al., 2008).

D’autres approches thérapeutiques, comme I’utilisation d’extraits de plantes standardisés,
pourraient améliorer la santé dans les pays pauvres qui n’ont pas le moyen d’acheter les
médicaments des grands groupes pharmaceutiques. Dans certains pays comme le Mali cette
initiative est fonctionnelle et connue sous I’appellation MTA, Médicaments Traditionnels
Améliorés (Nouhoum KONATE, 2005). Elles seraient aussi un moyen d’éradiquer des
maladies des ‘pauvres’ qui ne présentent pas un grand intérét économique pour les industries

pharmaceutiques.

Djibouti est un petit pays de I’Afrique de I’Est avec 23.000 km? et & peine un million
d’habitants (DISED, 2018). Le climat du pays est aride et desertique. Avec 0,16 % de terre
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arable, I’agriculture est trés peu pratiquée et pres de 80 % de la population vit dans les zones
urbaines (PAM et al., 2011). La végétation sauvage est peu dense a part quelques oasis au Sud
et dans les zones montagneuses au Nord du pays. La pluviométrie moyenne est faible, de
I’ordre de 250 mm (Mahamoud et al., 2014a). Cependant plus de 800 espéces sont
répertoriées et leur adaptation dans ces conditions difficiles peut présenter un intérét pour
leurs utilisations médicinales. Et effectivement la population locale affectionne le soin par ces
plantes. En effet la plante et ses additifs constituent un premier recours de traitement pour
pres de 80 % de la population selon I’OMS. Dans les régions rurales il n’est pas rare de
trouver des trousses de plantes a la place de celles de médicaments conventionnels. Egalement
dans les grandes villes les tradipraticiens, soignant essentiellement avec les plantes, se
multiplient. Cependant les données scientifiques écrites sur ce sujet sont rares et les

connaissances traditionnelles se transmettent a 1’oral.

Les bénéfices réels de ces soins ne sont pas étudiés mais des intoxications graves sont rares.
De petits accidents (diarrhées ou manifestations cutanées) sont signalés et font suite souvent a
une automédication avec les plantes sans réelles connaissances de la phytotérapie. Il peut
s’agir de I’utilisation d’une plante plus ou moins toxique ou d’un mauvais usage d’une plante

(surdosage, mode de préparation ou d’administration non adaptés entre autres).

Autrefois il existait a la seule radio de Djibouti (RTD), une émission portant sur 1’usage des
plantes médicinales. Malheureusement elle est arrétée depuis quelques années laissant sans

références les adeptes de I’automédication avec les plantes.

Par ailleurs, les plantes médicinales sont fournies soit par les tradipraticiens, soit par la
collecte sauvage ou dans des petits magasins spécialisés dans la capitale. Dans ces trois cas de
figure, 1’identité botanique et 1’origine de la plante ne sont pas connues précisément. Il est
courant que les gens se procurent des plantes ayant les mémes noms locaux, a cause de leurs

morphologies similaires, mais en réalité les identités botaniques sont différentes.

Pour une intégration adéquate de la phytothérapie au systéme de santé mais également pour
prévenir le mauvais usage des plantes médicinales, le gouvernement a mis en place en 2010
un institut dédié aux études des plantes médicinales. L’institut de Recherche Médicinale
(IRM), au sein du Centre d’Etudes et de Recherche de Djibouti (CERD), est le premier et le
seul du pays a répertorier, identifier, analyser chimiquement et rechercher les effets

pharmacologiques des plantes locales.
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Depuis I’herbier national, au sein de cet institut, a fait des enquétes ethnobotaniques au Nord
et au Sud du pays (Hassan-Abdallah et al., 2013) ; (Abdoul-latif et al., 2016) ; (abdoul-Latif et
al., 2018).

Ce projet doctoral s’inscrit dans ce cadre. En effet étant chimiste a I’TRM, je suis chargé, avec
d’autres collegues, de la recherche des composés bio actifs dans les plantes médicinales
endemiques a Djibouti. Ce travail présenté ici consiste a sélectionner les plantes a forts effets
biologiques (en particulier activité antibactérienne) et a chercher les molécules impliquées
dans ces effets. Les travaux sont menés a la fois a I’'IRM (Djibouti) et a 1’Université de
Lorraine (France) au sein du Laboratoire Lorrain de chimie moléculaire (L2CM)
anciennement  laboratoire  Structure et Réactivité des  Systemes  Moléculaires
Complexes (SRSMC) a Nancy.

Dans ce document, la premiére partie porte sur les données bibliographiques des trois plantes
étudiées a savoir Indigofera caerulea, Acacia seyal et Cymbopogon commutatus. Egalement
un bref rappel sur les métabolites specialisés est fait. Puis suit la partie Matériel et Méthodes.
Ensuite le processus et les criteres de choix des plantes a étudier sont abordés.

Enfin, sont décrits les résultats des études phytochimiques et des activités biologiques des
extraits ou de I’huile essentielle des trois plantes sélectionnées. Dans le cas d’l. caerulea, nous
détaillerons les étapes de la purification et de 1’identification des composé majeurs présents
dans les extraits bio actifs. En revanche pour I’A. seyal, il s’agira d’une description du
bioguidage mis en place pour identifier les composés les plus actifs. Enfin les travaux
porteront sur 1’activité biologique et 1’identification des constituants de ’huile essentielle de

C. commutatus.
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Chapitre | : Etudes botanique, phytochimique et
pharmacologique des plantes sélectionnées

La sélection des plantes étudiées ici a été faite selon deux criteres, 1’un avant la collecte des
plantes et le second au moment de la préparation des extraits. Le premier critére consiste en
une évaluation de données ethnobotaniques, réalisees sur le terrain par 1’équipe de botanistes
de notre institut, couplée a une analyse des connaissances rapportées dans la littérature
scientifique disponible sur les plantes incluses dans 1’étude ethnobotanique. Le second critére
porte sur le screening d’activité antibactérienne des extraits de ces plantes et 1’étude de leur
toxicité sur cellules normales. Le detail de ce travail est donné dans le chapitre | de la partie

expérimentale.

Les trois plantes les plus prometteuses, selon les critéres définis ci-dessus, font 1’objet de ce
travail doctoral. 11 s’agit d’Indigofera caerulea Rox, Acacia seyal Del et Cymbopogon

commutatus.

1 Indigofera caerulea

1.1 Description botanique
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Photo 1 : Indigofera caerulea (02/12/2015), localité d’ Abaido- région de Dikhil (Sud-Ouest
de Djibouti), altitude : 575m.
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Famille : Fabaceae

Genre : Indigofera
Espeéce : I. coerulea Roxb.
Nom commun : Indigotier
Noms vernaculaires :

Gabal daye (Somalie);
Ayro beya (Afar);

Limdesma (Arabe).

Indigofera caerulea est une plante herbacée d’environ 1m de hauteur avec une tige
légérement anguleuse et entierement couverte de poils (photo 1). La disposition des feuilles
est alternée et pennée et elles sont composées de 5 a 9 folioles, oblongues et densément

poilues. Les fruits sont des gousses courbées contenant de 3 a 4 graines.

1.2 Distribution et habitat

La présence de 1I’l. caerulea est signalée dans une large région allant du Mali (Afrique) au Sri
Lanka (Asie) (Figure 1). Son utilisation dans I’industrie du colorant a contribué a son

expansion vers I’ Asie, avant I’émergence de I’indigo synthétique.

A Dijibouti, il est généralement présent dans les cours d’eau du Sud du pays, largement

minoritaire par rapport aux autres especes du genre indigo (I. articulata et 1. oblongifolia).

Figure 1 : Répartition dans le monde de I’espéce Indigofera caerulea
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1.3 Utilisations traditionnelles et industrielles

Comme d’autres especes du genre Indigofera, |. caerulea est une source de production du
colorant indigo. Mais depuis la synthése chimique de I’indigo au XIX siécle, I’extraction de

I’indigo naturel est minime.

Par ailleurs cette plante est présente dans des régions ou la médicine traditionnelle est trés

répandue. De ce fait, elle est retrouvée dans diverses préparations curatives.

A Djibouti, elle est utilisée pour désinfecter les plaies et pour soigner les infections de la peau
notamment, contre la teigne. En Ethiopie, pays voisin, les feuilles et les racines séchées sont
utilisées comme pansement sur les blessures. Un extrait de cette plante est également bu

contre la constipation ou encore est utilisé pour laver les yeux infectés (PROTA, 2005).

Enfin les malasars, tribu vivant au Sud de 1’Inde, traitent 1’épilepsie, la jaunisse et la morsure
de serpents avec une patte faite a partir de la feuille d’Indigofera caerulea (Ragupathy et al.,
2008; Vanila et al., 2008; Kumar et al., 2007).

1.4 Etudes pharmacologiques

1.4.1 Genre Indigofera

Diverses activités biologiques sont rapportées sur des extraits ou composés purs du genre
Indigofera. D’abord un extrait méthanolique des tiges d’Indigofera aspalathoides Vahl a
montré un effet anti imflammatoire en diminuant de 20 % la production des enzymes
lysosomiales produites lors d’une manifestion inflammatoire (Bhagavan et al., 2013).
Egalement un extrait méthanolique de la partie aérienne d’l. geradiana a une activité modérée
contre Salmonella typhi avec une CMI de 0,89 mg/mL (Nisar et al., 2009). Par ailleurs un
extrait hydro alcoolique d’l. oblongifolia présente un effet hépatoprotecteur contre une
toxicité induite a travers une injection quotidienne du carbone tetrachlorométhane (CCl4)
chez des souris. Les souris traitées avec cet extrait ont des parameétres biochimiques peu
affectés par rapport aux souris non traitées (Shahjahan et al., 2005). Un extrait éthanolique de

la plante entiere d’l. mysorensis est administré a des souris résistant a I’insuline.
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Une dose d’administration de 300 mg/kg de cet extrait pendant 10 jours entraine une
diminution de 63 % du glucose plasmatique (Chakrabarti et al., 2006). Par ailleurs un extrait
méthanolique de feuilles d’l. cassioides est testé pour ses proporiéétés anticancéreuses contre
deux modéles tumoraux DLA et EAC (Dalton’s Lymphoma Ascites et Ehrliech Ascites
Carcinoma respectivement). Le temps de survie moyen des souris traitées est doublé (de 23 a
42 jours avec une injection d’extrait de 400 mg/kg) mais également le pourcentage de
survivantes est passé de 0 sans traitement a 78 % avec traitement (Kumar et al., 2011). Ce
meme extrait a présenté une forte activité antioxydante avec une 1C50 de 13 pg/ mL, valeur

proche de la celle obtenue pour la vitamine C & 9 pg/ mL(Kumar et al., 2012).

Par ailleurs des composés, isolés des extraits bruts de ce genre, ont des effets
pharmacologiques diversifiés. En effet ’indigoférabiétone, un diterpene isolé de la tige de 1’l.
longeraceramose, a une activité intéressante contre Mycobacterium tuberculosis (Thangadurai
et al., 2002). Deux fura-flavonoides obtenus a partir de la partie aérienne de 1’l. tinctoria font
diminuer les acides gras libres dans le plasma, des triglycérides et le cholesterol total de 25
%, 60 % et 19 % respectivement. En méme temps, les lipoprotéines de haute densité (HDL),
connues comment étant le bon cholestérol, augmentent de 8 % aprés administration de ces
composés a des souris a la dose de 50 mg/ kg (Narender et al., 2006). L’indigotine, un
alcaloide largement retrouvé dans les feuilles de ce genre possede un effet gastro protecteur
contre une intoxication induite par une injection d’éthanol. En effet une administration
préventive de 2 mg/ kg de ce composé diminue de 80 % la surface de la lésion ulcéreuse
(ULA) observée chez le souris traitée. De plus les 1ésions au niveau de I’ADN provoquées par
cette intoxication ont été partiellement limitées chez des souris qui ont recu une injection de
I’indigo (Farias-Silva et al., 2007). Enfin un lignane, isolé de I’extrait méthanolique de la
plante entiére d’l. hetrantha, a entrainé une forte inhibition de la lipoxygénase avec une 1C50
de 41,5 pg/ mL, valeur proche du temoin positif qui est Baicalein, a 22,6 ug/ mL (Aziz-ur-
rehman et al., 2005).

1.4.2 Espéce Indigofera caerulea

Seules trois études ont été répertoriées a ce jour sur cette espece. Les études rapportent,
toutes, 1’utilisation d’extraits de feuilles d’l. caerulea. L’extrait hydro alcoolique des feuilles a
montré un effet hépato protecteur. En effet une analyse in vivo d’une souris traitée avec cet
extrait a montré une atténuation de 1’ulceére du foie, induit par une injection de tétrachlorure
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de carbone (CCl4), par rapport aux témoins. Le méchanisme d’action de cet extrait serait un
blocage de I’activation de NF-xB (nuclear factor- Kappa B) (Ponmari et al., 2014). Ce méme
extrait a une forte activité antioxydante mesurée avec la méthode DPPH avec une IC50 égale
a 52,5 pg/mL (Ponmari et al., 2012). Enfin I’extrait hexanique de cette partie de la plante
(12,5 pg/mL) a une forte activité antibactérienne contre Salmonella typhi et Vibrio cholerae

avec des diamétres d’inbition de 19 et 29 mm respectivement (Natarajan et al., 2010).

1.5 Composés isolés chez le genre Indigofera

Différentes familles de molécules ont étés isolées des différentes especes d Indigofera tels
que des polyphénols, des composés azotés, des composés terpéniques/stéroidiques et diverses

autres molécules (Tableau 1a, b, c et d).
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Tableau 1a: Polyphénols isolés du genre Indigofera

Espece d’Indigofera

Molécules isolées

Références

I. stachyodes

Epoxytétrahydroxyflavane-
épicatechine

(Qiu et al., 2013)

I. endecaphylla

HO,

OH

Acide succinique

(Finnegan and Mueller,
2006)

OH

HO!
OH
o
Q
OH
o]
HO.
o,
HO'
HaC
o

. kirilowi (Rahman et al., 2018)
Kaempférol-3-0- rutinoside
. capitata o (Sianard et al., 2012)

HO
o.
HO
HaC
HO

Rutine
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I. tinctoria

OH (¢}

(Narender et al., 2006)

|. suffructicosa

(Dominguez et al.,
1978)

I. pseudotinctoria

Formononétine

(Wen and Liang, 2010)
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Tableau 1b:

Composes azotes isolés du genre Indigofera

Espéces d’Indigofera

Molécules isolées

Références

. tinctoria O — O (Rahman et al., 2018)
Indigotine
\ NH,
. spicata /ivj\( (Hegarty and Pound, 1968)
Indispicine
RO
82 0
OR OR
. linnaei (Benn et al., 1992)

R=COCH2CH2NO>

Nitropropanoyl esters
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Tableau 1c: Terpenoides/stéroides isolés du genre Indigofera

Espéces
d’Indigofera

Molécules isolées

Références

I.kirilowi

(Rahman et al., 2018)

l.
pseudotinctoria

HO

Sitostérol

(Wen and Liang, 2010)

I. linnaei

P 0
o

o,
o.
o
o
HO
on

Gitoxine

(Sandhyavali and
Sivakamisundari, 2014)

Tableau 1d: divers composés isolés du genre Indigofera

Especes d’Indigofera Molécules isolées

Références

I. longeracemosa °

Xanthéne

(Thangadurai et al., 2001)

N
I. heterantha

(Rahman et al., 2014)

28




Chez Indigofera caerulea, des tests phytochimiques, effectués sur un extrait méthanolique de
la feuille, mettent en évidence la présence d’alcaloides, de tanins, de flavonoides, de terpénes
et de saponines (Ponmari et al., 2012; Natarajan et al., 2010). De méme, une analyse par
HPLC de cet extrait a permis de détecter, en comparaison avec des standards, la présence
d’acide gallique, d’acide caféique, d’acide férulique, de rutine et de quercétine (Ponmari et
al., 2014). Cependant a ce jour et d’aprés la littérature disponible, il n’existe aucune étude qui

rapporte ’isolement de composés purs chez cette espéce.

2 Acacia seyal DEL

2.1 Description botanique

Photo 2 : Acacia seyal (02/12/2015), localité de Day, région de Tadjourah (Nord de Djibouti),
altitude 1313m

Famille : Fabaceae

Genre : Acacia

Espeéce : Acacia seyal Del.

Synonymes : Acacia fistula et Acacia stenocarpa
Nom commun : Mimosa épineux

Noms vernaculaires (trois langues locales):
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Jiikh, fullay, waajool (Somalie);
Qadgento (Afar);
Talk, talih, sayyal (Arabe).

Acacia seyal est un arbuste pouvant atteindre 9 m de haut avec une couronne habituellement
aplatie (photo 2). L’écorce du tronc est poudreuse, blanche a jaune verdatre a Djibouti ou
rouge orangé au Soudan. Les épines stigmatiques atteignent 8 cm de long et sont
majoritairement situées sur les tiges secondaires. Les feuilles portent 10 a 16 paires de
folioles. La floraison est jaune vif avec une forte odeur épicée et son fruit est une gousse

déhiscente linéaire (Orwa et al., 2009).

2.2 Distribution et habitat

L’A. seyal vit quasi exclusivement dans 1’Afrique tropicale, du Sénégal au Soudan et
d’Egypte au Mozambique (Orwa et al., 2009). C'est un arbre qui pousse dans les oueds ou
cours d’eau, dans les déserts subtropicaux et tropicaux, et dans les zones forestiéres tres

séches. Sa présence aux Etats Unis et en Inde est liée a une introduction humaine (Figure 2).

Figure 2: Distribution de I’Acacia seyal Del dans le monde (Orwa C et al., 2009).
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2.3 Utilisations traditionnelles et industrielles

Cette plante est connue, comme Acacia senegalis, pour sa production de gomme arabique au

niveau industriel.

Localement, la population utilise presque toutes les parties de cette plante pour se soigner.

Dans le tableau 2, sont résumés quelques usages traditionnels de I’A. seyal dans le monde.

Tableau 2 : Usages traditionnels de 1’Acacia seyal dans le monde

Parties utilisées Maladies traitées Références

Gomme Constipation (Van Wyk, 2015)

Fievre, diarrhées,
hémorragies, bronchites,
rhumatismes, dysenterie,
Ecorce Lépre, cancer, scorbut, (Saeed et al., 2015)
diurétique, douleurs
abdominales et stimulant

nerveux
Racine Diarrhées animales (Gradé et al., 2009)
Ecorce- Racine Douleurs dentaires, diarrhées | (Geissler et al., 2002)
Ecorce Douleurs chroniques (Wambugu et al., 2011)

Antiparasitaire (anti-

Ecorce- Racine (Tabuti et al., 2003)

amibiases)
Ulceéres, fievre, plaies,
Ecorce- fruit infections de I’ceil et des (Hammiche et Maiza, 2006)
dents
Ecorce- feuille Douleurs dentaires %%%S)Oba et Deschamps,
Ecorce- feuille Infections dentaires et (Hassan-Abdallah et al.,
digestives 2013)

Dysenterie, infections

Ecorce : ;
dentaires et plaies

(Abdoul-Latif et al., 2016)

2.4 Etudes pharmacologiques

2.4.1 Genre Acacia

Les tests pharmacologiques réalisés sur des extraits d’acacia sont multiples et variés. Un

extrait a I’acétate d’éthyle de I’écorce de I’A. ferruginea a montré un effet de cicatrisation
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d’ulcére gastrique induit par une injection d’éthanol sur des souris (Sowndhararajan and
Kang, 2013). Egalement un effet hépatoprotecteur suite a une intoxication avec du
paracétamol est observé apres administration d’un extrait acétonique de I’écorce et des
gousses sans graine d’A. auriculiformis sur des souris (Sathya and Siddhuraju, 2013). Des
extraits avec ce méme solvant de trois acacias (A. dealbata, A. ferruginea and A. leucophloea)
ont inhibé un stress oxidatif induit par de I’eau oxygénée sur des cellules HepG2
(Sowndhararajan et al., 2015). De méme des composés phénoliques isolés a partir de 1’écorce
d’A. nilotica ont des effets de prévention contre la formation de malondialdéhyde hépatique
(MDA) induite par une injection de N- nitrosodiéthylamine sur des souris apres 45 jours de
traitement (Singh et al., 2009a). Une trés bonne activité antioxydante de I’extrait alcoolique
de I’¢écorce d’Acacia confusa, mésurée avec la méthode DPPH, est observée avec une IC50 de
5ug/ml (Tung et al., 2009). Des résultats semblables sont obtenus pour 1’umbelliférone, isolée
de I’écorce d’A. nilotica, avec une 1C50 égale a 35ug/mL selon la méthode DPPH (Singh et
al., 2010). Eldeen et al. (2010) ont isolé le niloticane, un diterpéne extrait de 1’écorce
d’A.nilotica qui a montré une activité antibactérienne contre les bactéries de Gram-positif
Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus avec des valeurs de CMI de 4 et 8 ug /mi
respectivement. De plus dans le test a la cyclooxygénase, le niloticane présente une activité
avec des valeurs d’IC50 de 28 et 210 uM respectivement contre COX-1 et COX-2. 1l est a
noter que les valeurs d’IC50 observées avec I'indométacine (contréle positif) sont de 3,6 uM
pour la COX-1 et de 189 uM pour la COX-2. Enfin dans le test a I'acétylcholinestérase, le
niloticane a montré une forte activité anti-cholinestérase avec une valeur d’IC50 de 4 uM et

pour la galanthamine (témoin positif) une IC50 de 2,0 uM.

Pour cette méme plante, un extrait méthanolique du fruit a montré un effet antihelmintique
dose et temps-dépendant (IC50 a 512,86 et 194,98 ug/mL) chez les vers en inhibant 1'éclosion
des ceufs et le développement des larves (Bachaya et al., 2009).

Les données ethnobotaniques et les études pharmacologiques montrent que I’écorce d’acacia

est la partie la plus utilisée et la plus étudiée également.

2.4.2 Espéce Acacia seyal

Quelques études d’activités biologiques d’extraits d’Acacia seyal ont été publiées mais rien

n’a été rapporté sur l’activité biologique de composés isolés de cette plante. L’extrait
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méthanolique de I’écorce d’Acacia seyal a montré une activité antimalarique intéressante avec
une 1Cso = 89 pg/mL (Muthaura et al., 2015). Par ailleurs, une activité anticancéreuse a été
recherchée pour cet extrait mais I’activité a été négligeable dans les conditions testées (Saeed
et al., 2015). Cependant des activités antimicrobiennes d’extrait ¢thanolique de cette plante
ont montré une efficacité contre Bacillus subtilis (Eldeen and Van Staden, 2007) et contre
Mycobacterium aurum (Eldeen and Van Staden, 2008). Il faut signaler une bonne inhibition
de la cyclooxygénase avec ce meme extrait éthanolique d’Acacia seyal (Eldeen and Van
Staden, 2008). Enfin des extraits méthanoliques préparés a partir de feuilles et de fruits de
cette plante ont montré une forte activité antioxydante avec des IC50 de 76 et 77 pg/mL
respectivement (Abdel-Farid et al., 2014).

2.5 Composés isolés chez le genre Acacia

Trois familles de métabolites spécialisés ont été détectés et isolés dans le genre Acacia, a
savoir des polyphénols, des composes azotés et des terpénoides/ stéroides (tableaux 3a, b et

C).
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Tableau 3a: Exemples de polyphénols isolés du genre Acacia

Espeéce d’Acacia

Molécules isolées

Réferences

A. ixiophylla

(Clark-Lewis and
Dainis, 1968)

A. nilotica

(Leelaetal.,
2010)

Leucocyanadine

(Singh et al.,
2009b)

H O/Ofoj\o

Umbelliférone

(Singh et al.,
2010)

OH

HO OH
o 0. 8

mm

H

o o
(e}
O
(o} OH

Catéchine-5,7- > digallate

(Malan, 1991)
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A. crombei

(Brandt et al.,
1972)

A. fasciculifera

(Heerden et al.,
1981)

A. neovernicosa

OH

(Wollenweber
and Seigler,
1982)

A. raddiana

H.

C.
HBWO
OH OH

Isorhamnétine-3-O- rutinoside

(El-Mousallamy
etal., 1991)

A. farnesiana

Naringénine

(Seigler, 2003)
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Tableau 3b : Exemples de composés azotés isolés d’Acacia

Espeéces d’Acacia

Molécules isolées

Références

NH, N
(JT P

A. berlandieri (Clement et al., 1997)
Amphétamine Isoquinoline
m (Poupat, C and Sevenet, T,
A. spirorbis N
p o N 1975)
Hordénine
N
/@/\/ ~
A. krausiana HO (Evans et al., 1979)
N-méthyltyramine
\N\
(Camp and Norvell, 1966)
A. nilotica \
N

Diméthyltryptamine
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Tableau 3c : Exemples de composés Terpénoiques/stéroidiques isolés du genre Acacia

Espeéces d’Acacia

Molécules isolées

Références

A. nilotica

OH
E :[ ~
HO

Niloticane

(Eldeen et al., 2010)

A. jaquemontii

\
)

Casane

(Joshi et al., 1979)

A. sinuata

OH
OH
o
OH
HO

Acide acacique

(Anjaneyulu et al., 1977)

A. nilotica

5

Lupéol

(Jangade et al., 2014)

A. auriculiformis

Acaciaside

(Mahato et al., 1989)
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Chez Acacia seyal, la gomme est principalement constituée de galactose et d’arabinose
(Flindt et al., 2005). Des tests phytochimiques préliminaires ont montré la présence de
coumarines, de flavonoides, de tanins et de saponosides dans I’extrait aqueux de 1’écorce d’A.
seyal (Jacknoon et al., 2012). L’écorce de cette plante est connue pour sa forte teneur en
tanins condensés (Mugedo and Waterman, 1992). Deux flavonoides, [’apigénine-
glucopyranoside et la quercétine 3-O-rutinoside, ont été isolés du fruit (Seigler, 2003). L’huile
extraite des fruits de cette plante contient 36 % et 38 % d’acides oléique et linoléique
respectivement (Grindley, 1945). Cependant, a notre connaissance, aucune étude n’a présenté

de composés isolés a partir de 1’écorce.

3 Cymbopogon commutatus

3.1 Description botanique

Photo 3 : Cymbopogon commutatus (02/12/2015), localité d’Omar-jagga- région d’Arta
(Centre de Djibouti), altitude : 571m.

Famille : Poaceae

Genre : Cymbopogon

Espece : Cymbopogon commutatus (Steud.) Stapf

Synonymes : Andropogon commutatus Steud, Cymbopogon divaricatus Stapf,
Andropogon floccusus Schweinf.

Nom commun : Citronnelle
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Noms vernaculaires :

Caws dammer (Somalie) ;
Dambahu (Afar) ;

Mhah, hashishat el leymoon (Arabe).

Cymbopogon commutatus est une plante & chaume tel que le blé, de 15 a 150 cm de haut. Les
feuilles ont des limbes filiformes, plats et lisses, 10-50 cm de long et 1-4 mm de large. La
partie supérieure de I’inflorescence comporte 5-8 paires d’épillets linéaires et denses (photo
3). Le pédicelle le plus bas est enflé (Burkill, 1995). Cette espéce a une coloration verte terne

ou rougeétre (Photo 3).

3.2 Distribution et Habitat

L’habitat de cette plante suit le tracé du muret vert de I’ Afrique allant du Sénégal a Djibouti

puis se projette dans les pays du Golf jusqu’au Nord de 1’Inde (Figure 3).

Figure 3 : Présence de Cymbopogon commutatus dans le monde
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3.3 Utilisations traditionnelles

Dans tous les pays ou poussent cymbopogon, il est rapporté a une utilisation médicinale
locale. En Inde les feuilles de C. pendulus sont utilisées pour son effet antiseptique comme au
Pakistan mais avec la partie aérienne du C. parkeri (Avoseh et al., 2015). En Arabie saoudi,
les feuilles de C. schoenanthus ont différentes usages médicinales comme antidiarrhéique et

pour traiter la fievre et la jaunisse (Al-Ghamdi et al., 2007).

En Afrique, I’hypertension artérielle est traitée traditionnellement en Cameroun avec les
feuilles et les fleurs du C. giganteus (Jirovetz et al., 2007). En Egypte ce sont des decoctions a
basses des feuilles de C. proximus qui sont utilisées pour expulser les calculs rénaux(El-
Askary et al., 2003). De meme au Congo les feuilles C. densiflorus (Steud.) Stapf traite
I’asme, 1’épilesie, la crampe d’estomac et douleurs (De Smet, 1996).

L’espéce C. commutatus est utilisée principalement pour le soin des reins en décoction seule
ou avec du thé au nord comme au sud de Djibouti (Hassan-Abdallah et al., 2013). Ce méme
type de préparation est utilisé au Pakistan pour traiter des maux de téte et de fievre (Shah et
al., 2013). Enfin en Egypte I’huile essentielle du Cymbopogon commutus est utilisée comme
insecticide (Heiba and Rizk, 1986).

3.4 Etudes pharmacologiques des huiles essentielles

3.4.1 Genre Cymbopogon

La quasi-totalité des études pharmacologiques ont étés menées dans le sous continent Indien
et trés souvent elles portent sur 1’huile essentielle de la plante. Un certain nombre de ces
études publiées ces dernieres années ont décrit des propriétés bioactives trés variees. Une
activité antibactérienne est obtenue pour 1’huile essentielle de C. densiflorus stapf qui a des
CMI entre 250 a 500 pg/mL et 500 a 1000 pg/mL pour les bactéries a Gram+ et a Gram-
respectivement (Takaisi-Kikuni et al., 2000). L’HE de C. pendulus a une forte activité
antifongique contre Microsporum audouinii, Trichophyton rubrum et Epidermophyton
floccosum qui sont inhibés & 200 pg/mL (Pandey et al., 1996). Egalement I’'HE de C.
winterianus inhibe 15 souches différentes de Candida albicans & la concentration de 625 et
1250 pg/mL (Oliveira et al., 2011). Une des activités la plus étudiée des huiles essentielles de
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Cymbopogon est son utilisation comme insecticide. L’HE de C. schoenanthus présente une
concentration létale de 50% avec 2,7 pg/mL contre Callosobruchus maculatus, un insecte
dévastateur des stocks de haricots (Ketoh et al., 2006). L’utilisation des huiles essentielles de
ce genre peut étre aussi dans un but répulsif des insectes. Par exemple une boite contenant des
aliments traités avec 0,29 d’huile essentielle par m? de C. winterianus est restée intacte
pendant deux semaines alors que les témoins non traités ont été abimés par des insectes
(Wong et al., 2005). Une activité antiparasitaire est egalement observée pour les HE de C.
martini et de C. nervatus (Nonviho et al., 2010; Hatil et al., 2010). D’autres effets
pharmacologiques sont signalés comme un effet anti-inflammatoire pour I’HE de C. giganteus
(Alitonou et al., 2006) ; un effet anticancéreux pour I’HE de C. citrus (Ekpenyong et al.,
2014) ; un effet antiviral pour I’HE de C. nardus (Singh et al., 2017) et un effet antipyrétique
pour I’HE de C. citratus (Negrelle and Gomes, 2007).

3.4.2 Espéce Cymbopogon commutatus

Une étude montre la capacité répulsive de 1’huile essentielle de Cymbopogon commutatus
contre les moustiques, vecteurs de différentes types de maladies, pendant quatre heures aprés

application cutanée (Tyagi et al., 1998).

3.5 Etudes chimiques des huiles essentielles du genre Cymbopogon

Les études chimiques des constituants des huiles essentielles du genre Cymbopogon sont

répertoriées dans le tableau 4 et dans la figure 4.
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Tableau 4 : Analyses par GCMS de I’huile essentielle du genre Cymbopogon.

Plantes (huile essentielle)

Composés majeurs

Références

C. winterianus

Citronellal (55,2 %) (1)

(Timung et al., 2016)

Camphene (8 %) (2)

(Wany, A. etal., 2013)

C. giganteus cis-p-mentha-1(7),8-dien-2- | (Jirovetz et al., 2007)
ol (26 %) (3)
Limonene (42 %) (4) (Bassolé et al., 2011)
C. pendulus Elemicine (53,7 %) (5) (Shahi et al., 1997)
Elemicine (29,4 %) (Tyagi et al., 1998)
C. citratus Géranial (50 %) (6) (Andrade et al., 2009)
Géranial (39,2 %) (Farhang, V. et al., 2012)
Néral (33,3 %) (7) (Matasyoh et al., 2011)
C. flexuosus Geéranyl acétate (12 %) (8) | (Chowdhury et al., 2010)
Citral (80 %) (Ganjewala, 2009)
Géranial (84,2 %) (Dubey, V.S et al., 1999)
C. martini Géranial (65 %) (Prashar et al., 2003)
C. nardus Citronellal (30 %) (Wei and Wee, 2013)
Géranial (35,7 %) (Nakahara et al., 2013)
C. olivieri Pipéritone (72,8 %) (9) (Mahboubi and Kazempour,
2012)
Pipéritone (48,9 %) (Sonboli et al., 2010)
C. proximus a-2-caréne (22,3 %) (10) (Menut et al., 2000)

Pipéritone (72,4 %)

(Selim, 2011)

C. shoenandus

B-phellandréne (13,4 %)
(11)

(Khadri et al., 2008)

Limonene

(Shahi and Tava, 1993)

C. parkeri

Pipéritone (80,8 %)

(Bagheri et al., 2007)

Pipéritone (90 %)

(Javad et al., 2006)
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Le citral, mélange de deux stéréoisoméres a base de géranial (60 %) et de néral (40 %), est
souvent le composé principal des huiles essentielles de ce genre Cymbopogon (Lewinsohn et
al., 1998). Cependant quelques espéces possédent d’autres composés majoritaires comme la

pipéritone pour C. parkeri, C. proximus et C. olivieri (Tableau 4).

Une huile essentielle de Cymbopogon commutatus, utilisée comme répulsive, a été analysée
par GCMS et a montré trois composés majoritaires : le géraniol (74,2 %), I’acétate de géranyl
(5,7 %) et le géranial (4,6 %) (Tyagi et al., 1998).
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10 11
Figure 4 : Structures des principaux composés de 1’huile essentielle des Cymbopogon.
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Chapitre 11 : Chimie des métabolites speécialisés

Les metabolites secondaires sont des molécules qui ne sont pas directement impliquées dans
les processus de croissance des organismes vivants, contrairement aux métabolites primaires.
Ce concept est historiquement attribué a Kossel (Bourgaud et al., 2001). Cependant leurs
réles ne sont pas secondaires dans la survie des organismes producteurs. Pour cette raison, on
préfére maintenant les appeler métabolites spécialisés. Ce nom semble mieux adapté a leurs
véritables actions.

La plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement dans lequel elle vit et
son mouvement dans I’espace est limité. Ces agressions, par des prédateurs ou des
microorganismes pathogenes entre autres, peuvent compromettre la survie de la plante. On
congoit donc que la plante puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de
synthétiser les substances les plus diverses pour se défendre.

On distingue classiqguement plusieurs catégories de métabolites spécialisés en fonction de leur
nature biochimique et de leur origine biosynthétique. Elles peuvent étre divisées en trois super

grandes familles tels que les polyphénols, les composés azotés et les terpenes-stérols.

1 Les polyphénols

Les composés phénoligues ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules trés
largement répandues dans le regne végétal. lls sont localisés dans toute la partie de la plante.
Les polyphénols sont de plus en plus présents dans la recherche médicale (KANSOLE, 2009).
Ce regain d’intérét est lié a leur rble d’antioxydants naturels qui pourraient contribuer a la
prévention et au traitement du cancer (Bishayee and Sethi, 2016), des maladies
inflammatoires (Laughton et al., 1991), des maladies cardiovasculaires (Frankel et al., 1993)
et des maladies neurodegénératives (Orgogozo et al., 1997).

IIs sont biosynthétisés selon deux voies principales : voie du shikimate et voie de 1’acétate
(Figure 5, (Richter, 1993)).

Pres de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille; ils ont en commun un noyau

benzénique portant au moins un groupement hydroxyl (Tableau 5).

45



Hydrates de carbone Lipides

\ Acide gras
Voie des pentoses P - l

Erythrose 4 -P P-énol Pyruvate
\ / \ Acety| CoA

Acide gallique
Acide shikimique
Malonyl CoA
NH3—> \_ NH3
Tanins l
hvdrolysables Tyrosine Phénylalanine
3 Malonyl CoA

N\

Acide cinnamique

Polyéthylcétone
Chalconese———

|

Flavonoides

!

Anthocyanes

l

Tannins condensés
Figure 5 : Deux voies de biosynthése des polyphénols (Richter, 1993).
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Tableau 5 : Principales classes de polyphénols (Bravo, 1998).

Classes Squelette de base Structure de base
Phénols simples C6 720
Benzoguinones C6 o:C\/:o

Acides phénoliques C6-C1 720 .
Acétophénones C6-C2 Q
Acides Phénylacétiques C6-C2 7\
CHy-COOH
Actdes C6-C3
hydroxycinnamiques Q_cu-cucoou
phénylpropénes C6-C3 @—4",&»-%
C6-C3 | m
Coumarines, isocoumarines
\ o
Chromones C6-C3
F
- (o]
Naphtoguinones C6-C4 } o
/
]
S N
Xanthones C6-C1-C6 l
Z A
Stilbenes C6-C2-C6 PPN
P
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anthraquinones C6-C2-C6

flavonoides C6-C3-C6

Lignines (C6-C3)n

Les polyphénols comprennent essentiellement les flavonoides, les phénols simples, les acides
phénoliques, les stilbenes, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les lignanes,

les lignines et les xanthones (Stalikas, 2007).

1.1 Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments hydrosolubles fréquents chez les végetaux et ils sont
responsables de certaines colorations des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Leur
structure de base (Figure 6) est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-
C6) et elle est constituée de deux noyaux aromatiques reliés souvent par un hétérocycle

oxygené (Wollgast and Anklam, 2000).

Figure 6 : structure de base d’un flavonoide
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Pres de 6500 flavonoides sont repartis en 8 sous familles (Figure 7, (de Rijke et al., 2006)).

Les flavonoides sont produits comme une réponse des plantes contre des stress biotiques ou
abiotiques causés entre autres par une élévation de la radiation des UV-B (Strack, 1997) ;
(Rosenberg Zand et al., 2002) ; (Olsson et al., 1998) ; (Reuber et al., 1996)), par une infection
causée par des microorganismes (Middleton and Teramura, 1993) ou par une attaque
d’herbivores (Wang et al., 1998). Les flavonoides participent également a la santé humaine et
animale a travers 1’alimentation. En effet ils possédent des propriétés antioxydantes (Rice-
Evans et al., 1997) ou des actions oestrogéniques (Miksicek, 1993) ainsi qu’un éventail

d’activités antimicrobiennes et pharmacologiques ( (E. Wollenweber, 1988) ; (Weidenbdrner

and Jha, 1997)).
S
(6]

o}

Flavones Flavonols Flavanones
(@]
‘ OH (0] Q
OH
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Figure 7 : Structures de base des principales classes de flavonoides.

1.2 Les phénols et acides phénoliques

Les phénols sont caractérisés par la présence d’une ou plusieurs unités phénoliques

comportant un (ou des) noyau(x) benzénique(s). Ils sont relativement rares dans les plantes et

sont associés aux acides phenoliques (Harborne, 1998). Ces composés sont des dérives de

I’acide benzoique et de I’acide cinnamique (Figures 8).

OH

R1=R2=R3=R4=H Acide cinnamique

R1=0H ; R2=R3=R4=H Acide ortho coumarique
R1=R3=R4=H ; R2= OH Acide méta-coumarique
R1=R2=R4=H ; R3= OH Acide para-coumarique

R1=H ; R2=0OCH3 ; R3=0OH ;R4= H Acide férulique
R3=0H ;R4=0CH3 Acide

R1=H; R2=0CH3;
sinapique
R1=H ; R2=0OH ; R3=0H ;R4= H Acide caféique

OH

R1=R2=R3=R4= H Acide benzoique

R1=0H ; R2=R3=R4= H Acide salicylique
R1=R2=R4=H; R3=OH Acide
parahydroxybenzoique

R1=R4=H ; R2=0CH3 ;R3= OH Acide vanilique
R1=R4=H ; R2=R3=0H Acide protocatéchique
R1=R4=H ; R2=R3=0CH3 Acide vératrique
R1=H ; R2=R4=0CH3 ; R3=0H Acide syringique

Figure 8: Dérivés de I’acide cinnamique et de I’acide benzoique.

IIs sont anti-inflammatoires, antiseptiques urinaires, antiradicalaires, cholagogues, hépato

protecteurs, cholérétiques et immunostimulants (BRUNETON, 2016).
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1.3 Les tanins

Les tanins sont tres largement présents dans les plantes vasculaires et constituent une barriére
contre les herbivores. Une augmentation de la production de tanins est souvent associée a un

état pathologique ou état particulier (Haslam, 2007).

Chimiquement, il existe deux types de tanins: les tanins hydrolysables et les tanins
condenses, qui sont repartis de facon inégale dans tout le régne végétal (Harborne, 1998)
(Figure 9). En effet certains especes, comme Acacia seyal ou Mangifera indica, ont des
teneurs en tanins pouvant aller jusqu’a 12 % du poids sec de la plante alors que d’autres
comme les especes de la famille des Cucurbitaceae contiennent trés peu ou pas des tanins. De
plus les feuilles, les fruits et les écorces en contiennent plus que les autres parties de la plante
(Sereme et al., 2011).

Par ailleurs les tanins hydrolysables sont des esters du glucose et d’acides phénoliques, ce
sont 1’acide gallique (tanin galliques) et 1’acide ellagique (tanin ellagique). En revanche les
tanins condensés, appelés proanthocyanidines ou procyanidines, sont des polyphénols de
masse molaire moléculaire élevée.

Les tanins sont des antioxydants bénéfiques contre les prooxydants et les toxines nuisibles. En
effet les tanins balayent les radicaux libres et réduisent d'autres composés oxydés (Buettner,
1993, Halliwell and Gutteridge, 2015). Cependant, des études montrent que la qualité
nutritionnelle des protéines alimentaires peut étre endommagée par des tanins ((Hagerman et
al., 2003); (Halliwell et al., 2000); (Kanner and Lapidot, 2001)).
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OH

OH

HO OH

Acide ellagique Acide gallique

Figure 9 : Exemples de structures de base de deux types de tanins ; A : hydrolysables et B :
condensés.

2 Les alcaloides

Le terme alcaloide (dérivé alcalin) est utilisé pour la premiere fois par W. MEISSNER au
début du XIXéme siécle pour designer des substances végeétales a caractére basique contenant
un atome d’azote (Hesse, 2002). A cet époque, les auteurs pensaient que les alcaloides étaient
uniquement produits par les plantes avant que ces substances soient isolées par la suite de

certains animaux (Mann et al., 1994).

Il existe une trés grande diversité des familles d’alcaloides, qui ont été classés en fonction de

leurs origines biosynthétiques et de la nature des hétérocycles azotés.
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On distingue généralement :

Les alcaloides vrais sont des dérivés d’acides aminés au point de vue de la biosynthése et

possedent au moins un hétérocycle azoté. Ce sont des substances tres actives biologiquement

et sont présents dans les plantes soit sous forme libres, soit sous forme d'un sel, soit comme

N-oxide (quelques exemples dans la Figure 10).

Les pseudo-alcaloides possédent souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais mais

ne sont pas issus des acides aminés (Badiaga, 2011). Ils sont dérivés soit de 1’isoprénoides ou

de I’acétate (quelques exemples dans la Figure 10).

Les proto-alcaloides sont élaborés in vivo a partir d’un acide aminé mais 1’azote n’est pas

inclus dans un hétérocycle contrairement aux deux autres familles d’alcaloides (quelques

exemples dans la Figure 10).
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Proto-alcaloides

(e}

o] NH,

Colchine Mescaline

Figure 10 : Structures de plusieurs alcaloides

Malgré cette répartition en apparence claire, il est difficile de 1’appliquer d’une maniére
systématique pour classer un composé azoté d’origine naturelle. En effet par exemple certains
composés azotés sont exclus par convention tels que les amines simples et les bétalaines
(BRUNETON, 20186).

3 Les terpenoides

Les terpénoides sont constitués a base d’unités isopréniques : CH>=C(CH3)-CH=CHo>. Leur

classification repose sur le nombre d’unités isopréniques :
- Deux unités (C10) > monoterpenes
- Trois unités (C15) - Sesquiterpénes
- Quatre unités (C20) > Diterpenes
- Six unités (C30) > Triterpenes et stéroides

- Huit unités (C40) - Caroténoides.

Les terpénoides représentent 60 % des métabolites spécialisés (Firn, 2010). Quelques

exemples sont donnés dans la Figure 11.
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Figure 11 : Quelques exemples de terpénoides
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3.1 Monoterpénes et sesquiterpenes présents dans les huiles
essentielles

Selon la pharmacopée européenne (6€ éd.01/2008-2098), une huile essentielle est un « produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenue a partir d’une mati¢re premiére
végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation

séche, soit par un procédé mécanique sans chauffage ».

Au plan chimique, I’huile essenticlle est majoritairement constituée par des mono- et des
sesquiterpenes, qui différent par leur température d’ébullition (140-180°C et > 200°C

respectivement) (Harborne, 1998).

Les huiles essentielles sont utilisées dans les domaines de la santé, de la cosmétique et de

I’agro-alimentaire.

3.2 Triterpenes et stéroides

Les triterpénes sont des composés comportant trente atomes de carbone issu de la cyclisation
du 3S-2,3-époxydo-2,3-dihydro-squaléne (Kulshreshtha et al., 1972). Ils sont trés souvent

oxygénés sous forme d’alcools, d’aldéhydes ou d’acides carboxyliques (Figure 11).

Les stéroides se présentent comme des triterpénes tétracycliques et ayant perdu au moins trois
méthyles(BRUNETON, 2016). Cependant la distinction entre les stéroides et les triterpenes
n’est pas si simple et certains composés comme les cucurbitacines se retrouvent dans [’un ou

’autre groupe selon les auteurs.

Les activités biologiques rapportées sur les composes de cette sous famille sont dans les
domaines des anticancéreux, des anti-inflammatoires, des antiulcéreux, des antimicrobiens et
des antiviraux (Dzubak et al., 2006).
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Materiels et methodes



1 Matériel végétal

Trois plantes ont étés étudiées dans le cadre de ce travail de recherche :

v’ Les fruits d’Indigofera caerulea ont été récoltés en 2016 dans la localité d’Abaido,
région de Dikhil (Sud Ouest de Djibouti). Aprés I’identification botanique, un
échantillon a été déposé dans I’Herbier national de Djibouti avec la référence
176/2016/Dj. Le séchage des fruits a été fait dans une étuve pour éviter leur

dégradation par les insectes qui raffolent de ce fruit.

v' L’écorce d’Acacia seyal a été récoltée en 2015 dans la localité de Day, région de
Tadjourah (Nord de Djibouti) a une altitude de 1313 m. Aprés I’identification, un
¢chantillon a été déposé a I’Herbier national de Djibouti avec la référence 46/2015/

Dj. Le reste a été séché pendant deux semaines a ’air libre avant I’extraction.

v La partie aérienne de Cymbopogon commutatus a été récoltée dans le grand bara,
plaine désertique au Sud de Djibouti. Apres 1’identification botanique, un échantillon
a été déposé dans I’Herbier national de Djibouti avec la référence 210/2015/Dj. Cette
plante a été extraite a 1’état frais par hydrodistillation pour éviter la perte de composés

volatiles.

2 Extraction

2.1 Procédure d’extraction des fruits d’Indigofera caerulea Rox

Les fruits de cette plante (100 g) sont broyés et extraits par des macérations successives avec
des solvants de polarité croissante (hexane, acétone, méthanol et eau). La macération dans

chaque solvant dure 24 h et elle est répétée trois fois successivement (Figure 12).

Apres I’évaporation a sec des extraits organiques et la lyophilisation de 1’extrait aqueux, les

échantillons sont conservés dans le réfrigérateur a 4°C avant leur utilisation.
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100 g de fruits
d’Indigofera caerulea

: Macération dans 1 L d’hexane 24 h (X3)
Extrfaut Filtration
hexanique + Evaporation
Marcs
Extrait a Macération dans 1 L d’acétone 24 h (X3)
I’acétone N Filtration
v _Evaporation
Marcs
Extrait Macération dans 1 L de méthanol 24 h (X3)
méthanolique Filtration
v Evaporation
Marcs

Macération dans 1 L d’eau 24 h (X3)

Extrait aqueux Filtration

A

’ Lyophilisation

Marcs rejetés

Figure 12 : Extraction séquentielle avec des solvants de polarité croissante.

2.2 Procédure d’extraction de I’écorce d’Acacia seyal Del

La poudre de 1’écorce d’Acacia seyal (615 g) est extraite avec 5 litres de méthanol en utilisant
un appareil de Soxhlet pendant 7 heures. L’extrait est évaporé au rotavapor et la masse

obtenue est de 83 g, ce qui correspond a un rendement de 13,5 %.

Parallelement, la poudre de 1’écorce d’Acacia seyal (200 g) est mise a macérer dans 600 mL
d’eau pendant 30 heures en suivant le mode de préparation traditionnel. Le filtrat est

lyophilisé et la masse obtenue est de 4,9 g, ce qui correspond a un rendement de 2,4 %.

Ces deux extraits, méthanolique et aqueux, sont riches en tanins condensés. lls ont été
précipités selon le protocole par Lhuillier (These de doctorat, 2007) avec quelques

modifications en utilisant le dichloromethane, moins toxique que le chloroforme (Figure 13).
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Il s’agit de dissoudre 1’extrait dans du méthanol a une proportion de 80 mL du solvant
alcoolique pour 3 g d’extrait sec. Puis il est ajouté du dichlorométhane dans un ratio de 8 : 92
(methanol : dichlomethane). Spontanément les tanins condensés précipitent. Le mélange ainsi
obtenu est laiss¢ pendant 3 heures a 4°C et puis filtré. Aprés évaporation, 1’extrait est trés

appauvri au pro anthocyanidols.

Précipité

Figure 13 : Précipitation des tanins condensés

2.3 Procédure d’extraction de I’huile essentielle de Cymbopogon
commutatus

La partie aérienne de la plante fraiche Cymbopogon commutatus (700 g) est coupée en petits
morceaux, a la main. L’extraction de I’huile essentielle se fait par hydro distillation. Cette
méthode consiste a chauffer de I'eau ainsi que I'espéce végétale, a extraire, dans un ballon
jusqu'a €bullition. Sous l'effet de la chaleur, les cellules végétales éclatent et libérent I’huile
essentielle, puis les vapeurs d'eau et dhuile essentielle vont s'élever pour atteindre un
réfrigérant (Figure 14). Le distillat (eau+huile essentielle) est recueilli a la sortie de ce
réfrigérant. En raison de la petite taille de notre systéeme d’hydro distillation, 14 répétions
(utilisant 50 g de plantes pour chaque distillation) ont été nécessaires pour traiter la totalité de

la plante collectée pour cette étude.
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Figure 14 : systéme d’hydrodistillation

3 Techniques chromatographiques analytiques
3.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les CCM sont effectuées sur des plaques en silica gel phase normale 60 F254 (0,2mm
d’épaisseur) ou silica gel C18 F254 (0,25mm).

Le développement est réalisé dans des cuves 20X20cm a deux compartiments. Les différentes

phases mobiles utilisées sont :

Acétate d’éthyle/Méthanol/ Eau 100 -13,5-10 v/iviv

Acétate d’éthyle / Acide formique / Acide acetique / HO 100-11-11-26 v/viv

Toluene / Acétate d’éthyle 75-15 viv

Eau-Methanol (avec 2 % acide formique) 10-90 a 50-50 v/v
Les réactifs de révélation utilisés sont :

v Anisaldéhyde : Pour préparer ce révélateur, 0,5 mL d’anisaldéhyde est mixé avec 10
mL d’acide acétique glacial suivi par I’ajout, dans 1’ordre, de 85 mL de méthanol et 5

mL d’acide sulfurique concentré (Corthout et al., 1999).
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v’ Réactif de Neu: La plaque est pulvérisée avec 1 % d’acide amino-2-
éthyldiphénylborique dans le méthanol suivi par la pulvérisation de 5 % de PEG 4000
dans 1’éthanol. La plaque de CCM est chauffée a 110 °C pendant 2 minutes. La
détection est faite sous UV a 365 nm ou les taches de flavonoides donnent des

fluorescences jaunes, vertes ou orange (Wagner and Bladt, 1996).

v' Réactif de Liebermann : 10 mL d’acide sulfurique concentré et 10 mL d’anhydride
acétique sont mélangés dans 100 mL d’éthanol a 95 % juste avant utilisation. Apres
pulvérisation de ce mélange, la plaque CCM est chauffée a 100 °C pendant 10
minutes. Les composés terpéniques ou stéroidiques présentent une fluorescence a 366
nm (Lhuillier, 2007).

3.2 Chromatographie liquide haute performance (HPLC)
analytique

L'analyse des extraits, des fractions semi-purifiées et des composés purs a été réalisée en
utilisant un systeme RP-HPLC. Ce systéme se compose d'une pompe Lachrom type 7100,
d'un injecteur avec une boucle de 30 pL et d'un détecteur a barrettes de diodes, type Merck
Hitachi Lachrom 7450 piloté par un logiciel D-7000 HSM (Merck). La colonne utilisée lors
de ces analyses est une colonne C18 ODS HYPERSIL 5uM 250X4.6 MM.

La phase mobile est un mélange de A : eau + 2 % d'acide formique et de B : méthanol + 2 %
d'acide formique. Le pourcentage de B va de 0 % a 100 % en 20 min, puis de 20-25 min avec
100 % B et puis ramené a 0 % B a 25 min durant 5 min et enfin stabilisé & 0 % B pendant 5

min. Ce gradient est légérement modifie selon la résolution.

Le débit est fixé a 1 mL/ min et le volume d'injection a 100 pl. Les spectres d'absorption UV-

vis ont été enregistrés a 200 jusqu’a 400 nm pendant I'analyse HPLC.
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3.3 Chromatographie-Liquide couplée avec la Spectromeétrie de
masse (LCMS)

La LC est constituée d'un systeme U3000-Dionex microTOFLCTM — System (Bruker
Daltonics), d’un injecteur avec une boucle de 1 pL. La phase mobile est un mélange d'eau
avec 2% d'acide formique (solvant A) et d'acétonitrile (solvant B). Le programme d’élution
est un gradient linéaire de 5% a 100% de B de 5 min a 40 min et maintenu 100% de B
pendant 5 min. La colonne utilisée est un ODS HYPERSIL 5uM 250X2.1 mm.

Les analyses MS ont été réalisées au Service Commun de Spectrométrie de Masse (Université
de Lorraine), en utilisant un appareil microtof-Q™ (Bruker Daltonics) fonctionnant en mode
ESI (electrospray ionisation) positif et négatif, avec un capillaire réglé sur 4500v et traverse
par un gaz sec (10 ml / min) a 190 ° C. L’intervalle du scan m/z est défini selon les composés
recherchés.

3.4 Chromatographie sur couche mince couplée a la
Spectrométrie de masse (HPTLC-MS)

Le systeme HPTLC-MS consiste a coupler les séparations effectuées par CCM avec une
spectrométrie de masse qui permet de déterminer le poids moléculaire des taches sur la plaque
(Figure 15).

Plaque HPTLC F254 Interface TLC-MS Spectrométrie de Masse
Figure 15 : Schématisation du systéme HPTLC-MS
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L’extrait méthanolique des fruits d’Indigofera caerulea est déposé sur une plaque silica gel 60
F254 (Merck) haute performance avec un deéposeur semi-automatique (modele Linomat 5,
CAMAG) et I’¢lution se fait a 1’aide d’un éluent adéquat. Apres le séchage de la plaque, la
révelation des taches de flavonoides est faite sur la moitié de la plaque, a I’aide du réactif de
Neu. Ensuite, a ’aide de I’interface CAMAG, les taches de la seconde moitié de la plaque,
qui n’a pas regu de révélateur, sont prélevés et injectés dans une MS microT of-Q 98 de
source ESI positive/négative. L’interface est équipée a une pompe dont I’entrée est réliée a
une UPLC Pump bruker et la sortie @ MS microT of-Q 98. L’acétonitrile (HPLC grade) est
utilisé comme éluent et les données sont analysees par Bruker Compass DataAnalysis 4.2.

3.5 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse (GCMS)

Les composés de I’extrait hexanique d’Indigofera caerulea, de la fraction F5 de 1’Acacia
seyal Del et de I’huile essentielle de Cymbopogon commutatus ont été identifiés par GCMS.
Les échantillons sont dissous dans le dichlorométhane (Img/mL) et puis dilués 1: 50 (v/v)
dans I’hexane. 1 pL de cette solution est injecté dans un systtme GCMS SHIMADZU QP
2010. La GC est équipée d’une colonne DB-5 ms (30 m, 0,25 mm d’épaisseur). La
température d’analyse est programmeée ainsi : 60 °C pendant S5min puis une montée jusqu’a
320 °C pendant 36 min. L’hélium est utilisé comme phase mobile @ un débit de 1.0 mL/min.
Le volume d’injection est 1pL et la température de ’injecteur est a 250 °C. Le MS opére en
mode impact électronique (EI). L’intervalle du scan m/z est compris entre 35 et 900.
L’identification des composés est basée sur une comparaison du spectre individuel de chaque

composé avec les bases de données NIST08 de Shimadzu.

4 Techniques de separation par chromatographie

4.1 Chromatographie sur plaque préparative (CCM préparative)

La CCM préparative est une méthode chromatographique semblable a une CCM classique,
mais qui a la particularité de présenter une couche de silice d’épaisseur plus importante

permettant un dépot d’échantillon plus important.
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Les plaques utilisées sont recouvertes par un gel de silice de 0,5 mm d’épaisseur sur un verre
de dimension 20X20cm.

Cette technique est utilisée pour la purification de la fraction F5 issue de D’extrait
méthanolique d’Acacia seyal.

La fraction est solubilisée dans le dichlorométhane puis déposée sur la plaque décrite ci-
dessus. Le développement se fait dans une cuve contenant du toluéne-acétate d’éthyle 75-15.
A D’extrémité de la plaque, un dépdt identique est fait pour la révélation des taches avec
I’anisaldéhyde.

4.2 Chromatographie sur colonne ouverte

Des colonnes en verre sont utilisées avec deux types de phase stationnaire : Gel de silice et
Sephadex LH-20. La quantité de la phase stationnaire et les dimensions des colonnes

dépendent de la quantité d’échantillon a purifier.

Dans le cas des colonnes renfermant du gel de silice, deux systémes d’éluants sont utilisés en
isocratique ou en gradient: acétate d’éthyle/méthanol/eau a 100/13,5/10 et toluéne-acétate
d’éthyle 75-15.

Dans le cas du Sephadex le systeme d’éluants est celui-ci: méethanol, eau-méthanol 80/20 ou

et acétone-eau 80/20.

Les fractions issues de ces colonnes sont rassemblées selon leur profil en CCM.

4.3 Chromatographie préparative CombiFlash

L’appareil de chromatographie préparative utilisé est un CombiFlash Rf+. Il se base sur la
méme méthode de fonctionnement qu’une colonne ouverte mis a part que le processus

s’effectue sous haute pression (Figure 16).

Les colonnes utilisées sont pré-remplies a 16, 40, 80 et 120 g de gel de silice (phase normale)

ou C18 (phase inverse).
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Le produit a purifier est dissous avec trois a quatre fois sa masse de gel de silice dans un
solvant organique et I’ensemble est évaporé. Aprés homogénéisation, la poudre est introduite

dans le compartiment au dessus de la colonne.

Les systemes de solvants utilisés, dans le cas de la phase normale, sont identiques a ceux
utilises avec la colonne ouverte. Cependant, dans le cas des colonnes C18, la phase mobile est

le mélange : eau/méthanol/acide formique a 30/70/1 v/v/v en isocratique ou en gradient.

Figure 16 : CombiFlash Rf+.

4.4 Chromatographie liquide haute performance (HPLC) semi-
préparative

La chromatographie semi-préparative utilisée pour purifier les fractions semi purifiées, issues
des purifications par Combiflash pour les extraits d’Indigofera caerulea et d’Acacia seyal, est
de marque Gilson, équipée d’une pompe 321. Une colonne C18 ODS HYPERSIL 5um, 250
X 21,2 mm constitue la phase stationnaire et le systéme d’¢luant est un gradient de A (eau+2
% acide formique) et de B (méthanol+2 % acide formique). Chaque pic est recupére dans un

tube puis analysé par HPLC pour vérifier sa pureté.
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5 Meéthodes physico-chimiques d’identification des
molécules

5.1 Spectrophotometre ultraviolet (UV)

L’absorbance des échantillons dissout dans le méthanol a été mesurée a 1’aide d’un
spectrophotometre UV carry 3E, double faisceau (un faisceau pour 1’échantillon et 1’autre

faisceau pour le témoin) dans I’intervalle de 200-800 nm.

5.2 Spectrophotométrie infra-rouge (IR)

Les spectres IR & transformée de Fourier ont été enregistrés sur un spectrophotométre FTIR
Shimadzu IRAffinity-1-8400S piloté par un logiciel Labsolution IR.

5.3 Désorption-ionisation laser assistée par matrice-ToF
(MALDI-ToF)/MS?

Un instrument de type MALDI-TOF est un spectrométre de masse couplant une source
d'ionisation laser assistée par une matrice et unanalyseur a temps de vol. L’échantillon
préalablement fixé sur une plaque est pulverisé par une source de laser et les ions
moléculaires ainsi formés sont analysés par I’instrument de masse (figure 17).

L’échantillon de tanins précipités issus d’Acacia seyal, a été dissous dans le méthanol (10
mg/mL). La matrice utilisée était 1’acide 2,5 dihydroxybenzoique (DHB, 100 mg/mL dans un
mélange 50/50 v/v eau/acétonitrile). Pour améliorer la formation des ions, I'eau contient
du NaCl (Img/mL). Un mélange de 10 uL de I’échantillon de tanins et 10 uL de la matrice
DHB est préparée et ensuite 1 uL de ce mélange a été déposé sur une plaque d’acier
inoxydable et séché a la température ambiante.

L’enregistrement a été fait avec un MALDI-TOF mass spectrometrie Ulraflex I1lI, laser
NdYAG 266 nm a 200 Hz.

Trois modes ont été utilisés : linéaire, phases positive et négative. Chaque spectre est obtenu

apres 1000 shots de laser.
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Les pics majeurs ont étés soumis a un fractionnement MS-MS.
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Figure 17 : Illustration d’une analyse par MALD-TOF (image wikipédia, 2018)

5.4 Spectrométrie de résonance magnetique nucléaire (RMN)

Les spectres RMN H et 3C ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker Avance 111 400
MHz (respectivement 400,13 MHz et 100,61 MHz), Bruker BBFO Probe. La constante de
couplage (J) est exprimée en Hz. Les échantillons, préalablement séchés avec une pompe sous
vide, ont été dissous dans 0,5 mL de solvants deutérés tels que le méthanol (CD30OD), le
chloroforme (CDCI3) ou le diméthylsulfoxyde (DMSO-d6).

L’attribution compléte des signaux a été réalisée par I’analyse des spectres de corrélations

homonucléaires COSY et hétéronucléaires HSQC et HMBC.

6 Procédes physico-chimiques

6.1 Saponification de ’extrait hexanique d’Indigofera caerulea

L’extrait hexanique est riche en acides gras. Pour les éliminer et rechercher d’autres composés

dans cet extrait, un protocole décrit par Adibi a été utilisé (Abidi, 2001). 11 s’agit d’agiter
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I’extrait hexanique dans 1 M d’hydroxyde de potassium dans 1’éthanol pendant une nuit a la
température ambiante. Le mélange a ¢été dilué dans I’eau et extrait trois fois avec le
dichlorométhane. Les phases dichlorométhaniques sont combinées, lavées avec de I’eau
distillée jusqu’a I’obtention d’un pH neutre. Enfin 1’échantillon a été séché avec du sulfate de
sodium anhydre. Apres évaporation a sec, le résidu insaponifiable a été soumis aux

fractionnements chromatographiques.

6.2 Micro émulsion des huiles essentielles

Pour améliorer la solubilité de 1’huile essentielle dans I’eau, nous avons utilisé la 1écithine de
soja (Figure 18). 30 mg de lécithine de soja ont été dissous dans le chloroforme puis ce
dernier est évaporé de sorte a former une couche mince de Iécithine au fond du ballon. Aprés
séchage, 0,5 mL de I’huile essentielle de Cymbopogon et 10 mL d’ecau sont ajoutés. Le
mélange est soniqué pendant 30 min avec un Bandelin Sonoplus. La stabilité¢ et ’homogénéité
des micros émulsions ainsi formulées sont suivies par Zetasizer en enregistrant la répartition

des dimensions dans 1’échantillon.

Milieu aqueux
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Figure 18 : Schéma structural d’un liposome de soja (Lasic and Barenholz, 1996).
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7 Dosages biochimiques et activités biologiques

7.1 Dosage des polyphénols et des flavonoides

7.1.1 Quantification des polyphénols

La teneur en composés phénoliques (TPC) de tous les extraits a été évaluée en utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu (Butsat et Siriamornpun, 2010) avec quelques modifications.
Brievement, 100 pL de la solution d'extrait (10 mg / mL de MeOH) ont été agités pendant 3
minutes avec 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu dilué (1: 10). Ensuite, 900 pL de Na>C0s a 10 %
ont été ajoutés et le volume final complété a 5, 0 mL avec de I'eau distillée. Apres avoir laissé
le mélange reposer pendant 2 heures a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a

725 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV-vis.

Les résultats de TPC sont estimés en utilisant une courbe standard préparée a partir de I'acide
gallique (Figure 19) et exprimée en milligrammes d’acide gallique équivalent par gramme

d'extrait (mg GAE/g d’extrait sec).
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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7.1.2 Quantification des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée en utilisant la méthode de Dowd (1959)
adaptée par Arvouet-Grand et al. (1994). Brievement, une solution d'échantillon (1 mg / mL,
1 mL) a été mélangée avec le méme volume de trichlorure d'aluminium (AICl3, 2 %) dans du
méthanol. De maniére similaire, un blanc a été préparé en ajoutant une solution d'échantillon
(1 mL) & du méthanol (1 mL) sans AIClz. Les absorbances de I'échantillon et du blanc ont été
lues a 415 nm apres une incubation de 10 minutes a température ambiante. L'absorbance du
témoin a été soustraite de celle de I'échantillon. La quercétine est utilisée comme étalon de
référence (Figure 20) et la teneur en flavonoides totaux a été exprimée en milligrammes

d'équivalents de quercétine par gramme d'extrait (mg QE / g d'extrait).

Absorbance
=
wu

0 T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100 120

Concentrationenmg/ L

Figure 20 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

7.2 Evaluation des activités antioxydantes

7.2.1 Méthode DPPH ( 2,2-diPhenyl-1-picrylhydrazyl)

L'activité d'antioxydante des extraits a été mesurée entre autres en utilisant un test DPPH
(Huang et al., 2010). La solution d'extrait (0,3 mL) a été melangée avec une solution de 0,2
mmol / L de DPPH dans du méthanol (2,7 mL) puis agitée vigoureusement. Le mélange

obtenu est laissé au repos pendant 1 heure a température ambiante avant de mesurer la valeur
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d'absorbance a 517 nm. L'activité de piégeage des radicaux a été calculée en utilisant

I'équation suivante:
Taux d'inhibition en pourcentage = [(As-Ai) / As] X100;

Ou As est I'absorbance du DPPH seul, et Ai est I'absorbance du DPPH en présence de divers

extraits. La vitamine C et le trolox sont utilisés comme substances de référence.

7.2.2 Méthode ABTS ( 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique)

La capacité d’un extrait a piéger les radicaux libres a été¢ déterminée selon la méthode ABTS
précédemment publiée (Huang et al., 2011). L'ABTS est dissous dans de I'eau déminéralisee a
une concentration de 7 mmol/L, et du persulfate de potassium avec une concentration de 2,45
mmol/L a été ajouté par la suite. Le mélange réactionnel est maintenu dans I'obscurité a
température ambiante pendant 16 heures. Le mélange a ensuite été dilué avec de I'éthanol a
80% pour obtenir une valeur d'absorbance de 0,700 a 734 nm. Les échantillons (0,3 mL), a
diverses concentrations, sont incubés avec une solution d'ABTS * (2,7 mL) dans un bain-
marie & 30 ° C pendant 30 minutes a l'obscurité. Ensuite l'absorbance a 734 nm a été
immeédiatement enregistrée. L’activité antioxydante est calculée en utilisant 1'équation

mentionnée ci-dessus pour DPPH et avec les mémes standards.

7.2.3 Méthode FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

La méthode de FRAP consiste a évaluer le pouvoir de la réduction de fer ferrique (Fe3+) en
sel de fer ferreux (Fe2+) induit par un antioxydant. Cette transformation s’accompagne de la

formation d’une coloration bleue.

Le test FRAP est réalisé selon Benzie et Strain (1996) avec une légere modification.
Brievement, le réactif FRAP a été préparé a partir d'un tampon acétate (pH 3,6), 10 mmol de
solution TPTZ dans 40 mmol de HCI et 20 mmol de solution de chlorure de fer (111) dans des
proportions de 10: 1: 1 (v / v), respectivement. Ce réactif est utilisé frais et chauffé a 37 ° C

avant utilisation. Cinquante microlitres d'échantillon sont ajoutés a 1,5 mL du réactif FRAP.
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L'absorbance du mélange réactionnel a ensuite été enregistrée a 593 nm aprés 4 min. La
courbe standard est construite en utilisant une solution de vitamine C (0,065-33,3 pg / mL) et
les résultats sont exprimés en pumol équivalent de vitamine C (EVc) / g de poids sec de la

matiere végétale (Figure 21).
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C pour la méthode FRAP.

7.3 Evaluations des activités antimicrobiennes

7.3.1 Activité antibactérienne

Nous avons évalué le pouvoir antibactérien des extraits des plantes sur douze souches
bactériennes différentes.

Les douze bactéries sont: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Acinetobacter baumannii
ATCC 19606, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Escherichia coli ABC5, Shigella sonnei
ABC16, Salmonella enteric sv. Typhi ABC17, Staphylococcus aureus ABC1, Pseudomonas
aeruginosa ABC4, Klebsiella pneumonia ABC12, Staphylococcus epidermidis ABCO1,
Streptococcus agalactiae ABC6 et Corynebacterium urealyticum ABC145.

Dans cette évaluation d’activité antibactérienne, une concentration minimale inhibitrice

(CMI) est recherchée. Cette derniére est, pour une bactérie donnée, la plus faible
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concentration a laquelle la substance est capable d’inhiber la croissance de ce

microorganisme.

Le mode opératoire est défini selon Fontanay et al. (2008). Briévement I’inoculum a été
réalisé de fagon a avoir une concentration finale de 10° a 105 UFC/mL. De leur coté, les
extraits ont été repris avec du DMSO afin d’obtenir des solutions meres a 1024 pg/mL et puis
dilués pour obtenir une gamme de 1024 a 1 pg/mL dans les plaques de 96 puits. Un volume
¢gal d’inoculum est ajouté dans chaque puit et incubé pendant 24h a 35°C. Les CMI ont été
déterminées a 1’aide d’un lecteur microplaques ELISA (lu @ 540nm, Multiskan EX, Thermo

Electron Corporation, France).

Les controles positifs utilisés sont 1’amoxicilline (Sigma, A8523-1G), la pénicilline G (Sigma,
13752-1G) et la ticarcilline (Sigma, T5639-1G).

7.3.2 Activité antifongique

Une activité antifongique a été recherchée pour les extraits d’Indigofera caerulea, 1’huile
essentielle Cymbopogon commutatus et la pipéritone (composé majoritaire de 1’huile
essentielle de C. commutatus) sur quatre souches de champignons pathogenes a savoir
Candida albicans, Aspergillus brasiliensis, A. niger et A. fumigatus, en utilisant la méthode de

dilution en bouillon pour déterminer la CMI.

L'inoculum de C. albicans a été préparé en mettant en suspension 5 colonies, isolées de boites
de gélose Sabouraud, dans 5 mL d'eau distillée. Cette solution a été diluée en utilisant le
milieu Roswell Park Memorial Institute sans carbonate et avec des phosphates (RPMI-1640)
pour obtenir une suspension dont la concentration était égale a 0,5 unité McFarland. Les
spores de 1’Aspergillus brasiliensis, A. niger et A. fumigatus sont éliminées en ajoutant 5 mL
d'eau distillée avec 0,1 % de Tween 20 a un tube d'agar incliné colonise. La solution obtenue
est prélevée puis diluée avec le méme milieu RPMI-1640 que décrit ci-dessus, pour obtenir
une suspension de spores contenant un nombre de spores correspondant a la gamme 1-5.10°
spores / mL (CLSI, 2008). Des dilutions en série des extraits ont été préparées dans du RPMI-
1640 dans des plagques a 96 puits en partant d'une solution mere a 1024 pg/mL. Un volume
égal d'inoculum fongique a été ajouté a chaque puits sur la plague contenant 0,05 mL des

dilutions de I’extrait. Chaque condition a été répétée dans 8 puits. Apres une incubation de 24-
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48 h a 35 ° C, les CMI ont été déterminées avec un lecteur ELISA comme décrit ci-dessus.

Les résultats ont été exprimés au moyen de trois expériences indépendantes.

7.4 Cytotoxicité des extraits d’Indigofera caerulea et d’Acacia
seyal sur cellules saines

La toxicité des extraits d’Indigofera caerulea et d’Acacia seyal sur les cellules pulmonaires
saines MRC-5 a été évaluée a I’aide du test MTT (Tada et al., 1986), derivé de Mosmann
(1983). 1l est basé sur la réduction du MTT par la succinate déshydrogénase en cristaux de
formazan dans les cellules vivantes. Dans le cas de l’extrait aqueux d’A. seyal, une
confirmation de sa toxicité est effectuée par coloration au rouge neutre.

Le protocole utilisé est adapté de celui de Lasarow et al. (1992). Une observation

microscopique est réalisée pour les extraits qui présentent une toxicité notable.

7.5 Cytotoxicité de ’HE de Cymbopogon commutatus sur cellules
saines et cellules cancéreuses.

7.5.1 Origines et culture cellulaire

Les origines des lignées des cellules cancéreuses et des cellules saines humaines utilisées dans

cette étude sont détaillées dans le Tableau 6 ci-dessous:

Tableau 6 : Origines et codes d’identification des cellules testées.

Lignées cellulaires Origines Code d’identification
usg7-MG glioblastome cerébral ECACC-93112517
MIA-Paca2 cancer du pancréas ATCC®-CCL-247™
PC3 cancer de la prostate ATCC®-HTB-96™
K562 leucémie ATCC®-CCL-243™
A549 cancer du poumon ATCC®-CRL-1435™
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HCT116 cancer colorectal ATCC®-HTB-2™
U20Ss ostéosarcome ATCC®-CCL-171™
JIMT-T1 Cancer du sein DSMZ-ACC 589
RT4 cancer de la vessie urinaire | ATCC®-CRL-1573™
A2780 cancer ovarian DSMZ-ACC 589
NCI-N87 cancer gastrique ATCC®-HTB-14™
MRC5 poumon sain ATCC®-CRL-5822™
HEK?293 rein sain ATCC®-CCL-185™

Les lignées de cellules cancéreuses et saines ont été obtenues auprés de la société américaine

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD), de la collection allemande de microorganismes et
de cultures cellulaires de D’institut Leibniz (DSMZ, Braunschweig-Allemagne) et de la
collection européenne de cultures cellulaires (ECACC, Angleterre).
Les lignées cellulaires ont été cultivées conformément aux instructions du fournisseur. De ce
fait le carcinome colorectal HCT-116 humain, la vessie RT4 et I’ostéosarcome osseux U20S
ont été cultivées dans 5A de Gibco McCoy (référence 26600) additionné de 10 % de sérum de
veau feetal (SVF) et 1 % de glutamine.
Par ailleurs, le carcinome pulmonaire A549, le carcinome ovarien A2780, la leucémie
myéloide K562, les cellules rénales embryonnaires HEK293, le carcinome gastrique NCI-N87
et les cellules de carcinome prostatique PC3 ont été cultivés dans du milieu Gibco RPMI 1640
(référence 61870) additionné de 10 % de sérum de veau feetal et de 1 % de glutamine. Le
glioblastome cérebral U87-MG, le carcinome du sein JIMT-T1, le carcinome Mia-Paca2 et
les cellules pulmonaires humaines MRC5 ont été cultivés dans du milieu Gibco DMEM
(référence 61965) additionné de 10 % de sérum de veau feetal et 1 % de glutamine.

Les cellules ont été comptées en utilisant une Vi-cell XR (Beckman Coulter) et leur viabilité
évaluée par exclusion du colorant bleu 0,25 % trypan. Elles ont été testées pour la présence de
mycoplasmes avant utilisation avec le kit de détection de Mycoplasma PCR (Applied
Biological Materials Inc., Canada) conformément aux instructions du fabricant et seules les

cellules sans mycoplasmes ont été utilisées pour des investigations ultérieures.
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7.5.2 Détermination de ’LC50

Les lignées cellulaires ont été maintenues & 37 °C dans une atmosphére humidifiée contenant
5 % de CO>. La viabilité cellulaire était déterminée par un dosage luminescent selon les

instructions du fabricant (Promega, Madison, WI, USA).

Pour la détermination de 1’IC50, les cellules ont été ensemencées dans des plaques a 96 puits
(3 x 10° cellules / puits) contenant 100 pL de milieu de culture. Aprés 24 h de culture, les
cellules ont été traitées avec 1’huile essentielle de Cymbopogon commutatus a 8
concentrations finales différentes. Chaque concentration a été obtenue a partir de dilutions en
série dans un milieu de culture a partir de la solution mere. Les cellules de contrble ont été
traitées avec le véhicule. Les expériences ont été effectuées en triple. Apres 72 h d'incubation,
100 pL de réactif CellTiter Glo ont été ajoutés pendant 15 min avant I'enregistrement de la
luminescence avec un lecteur de microplaque spectrophotométriques PolarStar Omega (BMG
LabTech). Les courbes dose-réponse ont été tracées avec le logiciel Graph Prism et les valeurs

IC50 ont été calculées en utilisant le logiciel Graph Prism a partir de courbes polynomiales.

Quatre standards sont utilises en témoins positifs : Doxorubicine, Combretastatine A4,

Vinblastine et Monométhyl Auristatine.
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Reésultats/ Discussions
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Chapitre | : Sélection des plantes a étudier

Selon le dernier rapport sur la diversité des plantes dans le monde, prét de 400.000 especes
ont été recensées et seulement 10 % des plantes ont été étudiées du point de vue chimique et
pharmacologique (Willis, 2017). Malgré la sophistication des appareillages et en raison de la
découverte croissante de nouvelles espéces (environ 2000 plantes par an), le ratio des plantes
étudiées par rapport aux plantes connues évolue treés peu les derniers décennies (J. Bruneton,
1999).

Pour donner la priorité aux plantes les plus prometteuses, le recours au savoir traditionnel est
crucial. En effet par exemple aux Etats-Unis, sur 119 médicaments obtenus a partir de
composés isolés des plantes, 74 % ont étés mis au point a partir de leurs utilisations
traditionnelles (Gurib-Fakim, 2006).

C’est la raison pour laquelle dans ce travail, nous avons sélectionné les plantes de cette étude
a partir des savoirs et des utilisations traditionnels mais aussi en tenant compte des résultats

préliminaires d’activités biologiques.

1 Recueil des données ethnobotaniques

Nous avons a mené une enquéte ethnobotanique dans deux régions du pays : Dikhi, Sud-
Ouest et Tadjourah, Nord (abdoul-Latif et al., 2018), (Abdoul-latif et al., 2016) et (Hassan-
Abdallah et al., 2013). Ces deux régions représentent plus de 60 % de la superficie de

Djibouti et possedent les localités les plus verdoyantes, donc les plus riches en biodiversité.

Lors de ces enquétes, 376 guérisseurs et sages des villages dans 103 localités ont été

interrogés sur 1’utilisation des plantes médicinales locales.

Nous nous sommes appuyés sur les données collectées pour sélectionner les plantes les plus
utilisées par les guérisseurs. Parmi les différentes maladies soignées avec les plantes
médicinales, nous avons privilégié les infections microbiennes. En effet ces dernieres

représentent plus de 65 % des consultations dans la région (INSPD, 2014).
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La quantification de ces données ethnobotaniques se fait a travers trois parametres

d’évaluation :

Plants Ratio (PR): Le ratio d’une plante contre une maladie indique les meilleures plantes

pour soigner une maladie donnée et le ratio se calcule ainsi :

PR = Np/Nt x100, ou Np est le nombre des guérisseurs qui ont indiqué indépendamment
I’utilisation d’une espece E pour une maladie A et Nt est le nombre d’informants qui ont
mentionné une plante (espéce E ou autres) contre cette maladie A. Ce ratio est rejeté si le
nombre d’informants est inférieur a 15 (Np < 15) dans le but de ne retenir que les plantes a

haut consensus communautaire (Abdoul-latif et al., 2016).

Index de performance (Ip2): Pour illustrer la sélectivité d'une plante pour une maladie
specifique, une comparaison a été faite entre les valeurs attendues P1 et celles observées P2.
La différence (P1 - P2) entre les deux proportions a été ensuite utilisée pour définir un index

de performance Ip 2 qui varie de 0 a 3 selon une échelle arbitraire rationalisée (BETTI, 2004).

Ordre de préférence : Chaque informant est invité a donner les six meilleures plantes et par

ordre de préférence et d’efficacité (de 1 a 6) contre une maladie.

Selon la valeur obtenue pour un paramétre, la plante est rangée dans I’'une des trois
catégories :

1: fort, 2 : moyen et 3 : faible potentiel thérapeutique.
Sept maladies de la catégorie des infections microbiennes sont retenues : diphtérie, dysenterie

bactérienne et parasitaire, furoncle, malaria, tuberculose et jaunisse.

Pour chaque maladie, différentes plantes sont proposées et nous les avons classées selon les

trois parametres cités précédemment (Tableau 7).
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Tableau 7 : Classification des plantes médicinales selon les paramétres PR, IP2 et OP.

) Nom local de L Rang
Maladies Nom scientifique
la plante PR | 1P2 OP
malboyta Ochradenus baccatus Delile. 1 1 1
meclab Melilotus suaveolens Ledeb. 3 3 3
eqgebto Acacia tortilis (Forssk.) Hayne. 2 2 2
Diphtérie darmussa Acalypha fruticosa Forssk. 3 3 3
cedayto Grewia erythraea Schweinf. 3 3 3
galgaddo Tarchonanthus camphoratus L. | ND 1 ND
_ gadgento Acacia seyal Delile. 1 1 1
Dysenteérie _ _
. Kusra Ziziphus mauritiana L. 2 3 2
bactérienne
garbaagaddoy Solanum somalense Franch. 3 3 3
wayboyta Terminalia brownii Fresen. 1 1 1
Jaunisse aytinaba Boscia coriacea Pax. 2 3 2
dambahu Cymbopogon commutatus 3 2 ND
wayboyta Terminalia brownii Fresen. 3 3 3
Dyser]té_rle abursaafigi Orthosiphon pallidus Royle ex 1 9 1
Parasitaire Benth.
Balanites rotundifolia (Tiegh.)
alayto Blatt. 2 3 2
Furoncle cedayto Grewia erythraea Schweinf. 1 1 1
Blatt.
qubaabulta Withania somnifera (L.) Dunal. | ND | 3 ND
Tuberculose udda Balanites aegyptiaca (L.) Delile. | ND | 3 ND
ayrobeya Indigofera caerulea Gouan. ND 1 ND

PR : Plant ratio ; IP2: index de performance et OP : Ordre de préferance.

D’aprés ’analyse de ces trois critéres, nous avons retenu les six plantes qui ont des valeurs 1
ou 2: Acacia seyal, Indigofera caerulea, Grewia erythreae, Ochradenus baccadus,

Orthosiphon pallidus et Terminalia brownie.

Apres avoir fait 1’étude bibliographique sur ces six plantes, nous avons exclu Terminalia

brownie qui est trés largement étudiée d’un point de vue phytochimique et pharmacologique.
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Nous avons décidé d’ajouter la plante Cymbopogon commutatus qui est utilisée pour soigner

les mémes infections que T. brownie.

Cette premiere sélection repose donc sur des savoirs traditionnels et des données

bibliographiques, elle sera affinée par des tests biologiques expérimentaux.

2 Screening des activités biologiques

Il est difficile de traduire la prescription d’un guérisseur traditionnel en médicine
conventionnelle. En effet geénéralement avec la médicine traditionnelle on traite des
symptomes et pas des maladies bien identifiées. Le recours aux infirmiers(éres) travaillant
dans les régions ou les enquétes ethnobotaniques ont été faites, a permis de classer les

affections et de sélectionner les affections microbiennes et parasitaires.

D’une part les infections bactériennes présentent des risques de plus en plus alarmants a la
santé humaine. En effet une seule classe nouvelle a été découverte au cours de ces trente
derniéres années (les oxazilidinones) et en raison d’utilisations massives et désordonnées de
celles existantes, les bactéries développent des stratégies de résistance. La liste des bactéries
alarmantes s’allongent. En 2017 selon I’organisation mondiale de la santé, 12 bactéries sont a
privilégier dans la recherche et développement des nouveaux antibiotique (OMS, 2017). Ce
fléau mondial peut s’avérer plus inquiétant en Afrique en raison de la faible couverture
sanitaire et ses conséquences. En effet la prise en charge tardive, I’utilisation a des
antibiotiques de mauvais qualité et ’automédication amplifient la propagation des résistances
aux antibiotiques. Dans les régions rurales les plantes médicinales résolvent la consommation
excessive des antibiotiques mais le savoir scientifique doit accompagner les connaissances

traditionnelles locales.

D’autre part, le cancer est une maladie croissante dans le monde. Selon les derniers chiffres
publiés par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC), 18,1 millions de
nouveaux cas de cancers auraient été diagnostiqués dans le monde en 2018 et 9,6 millions de
personnes sont décédées d’un cancer. En 2012 avec 14,1 millions de nouveaux cas de cancer,

la mortalité était de 8,2 millions (OMS, 2013). En six ans, 1’incidence du cancer a augmenté
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de 22 % alors que la mortalité ‘n’a progressé¢’ que de 14,5 %. Ce chiffre montre que
I’amélioration de la prise en charge des patients et la prévention contre ce fléau sont
nécessaires. Cependant dans les pays pauvres comme ceux de 1’Afrique subsaharienne, la
mortalité est plus importante par rapport aux pays a fortes structures sanitaires (ARC, 2017).
La prévention contre les oxydations peut contribuer a améliorer ce chiffre négatif. En effet il
est montré la responsabilite des oxydants cellulaires avec le développement des cancers
(Hussain et al., 2003). Contrairement aux traitements assez colteux, la prévention par des

antioxydants serait plus simple & mettre en place.

De ce fait notre screening biologique se fera sur deux activités : activité antibactérienne et
activité antioxydante. Deux extractions ont été faites sur chacune des cing plantes a savoir
Acacia seyal (écorce), Indigofera caerulea (fruit), Grewia erythreae (tige), Ochradenus
baccadus (partie aérienne), Orthosiphon pallidus (partie aérienne) : une extraction
méthanolique avec le systtme de soxhlet et une macération a froid dans I’eau (selon la
préparation des tradipraticiens). Pour la plante Cymbopogon commutatus (partie aérienne),

plante tres aromatique, nous avons extrait son huile essentielle.

2.1 Activité antibactérienne

Ces derniéres années, il y a un grand intérét pour la recherche de nouveaux agents
antimicrobiens, en raison de l’augmentation alarmante du taux des infections avec des
microorganismes résistants aux antibiotiques comme indiqué plus haut mais aussi le
désengagement des firmes pharmaceutiques dans la recherche de nouveaux antibiotiques. Les
plantes, comme dans le passé, peuvent contribuer a ce combat contre la résistance
bactérienne.

Nos 11 extraits de plantes ont été évalués contre neuf bactéries trés fréqquemment incriminées
dans les pathologies recensées dans 1’enquéte.

Différentes concentrations allant de 4 a 1024 pg/ mL ont été testées pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) pour chaque échantillon. Les resultats obtenus sont
répertoriés dans le Tableau 8 ci-dessous.
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Tableau 8 : CMI en pg/ mL des extraits de six plantes pré-sélectionnées. M : méthanol, E : eau et H : huile essentielle.

Extraits des A.seyal | G. erythrea | I. caerulea | O. 0. A.seyal | G. erythrea | I.caerulea | O. baccadus | O. pallidus | C. commutatus
plantes M M M baccadus | pallidus E E E E E H

M M
Souches
bactériennes
E. coli ABC5 >1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 50
S. sonnei >1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
ABC16
S. enterica sv. >1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
Typhi ABC17
S. aureus ABC1 | 64 > 1024 128 > 1024 > 1024 512 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 100
P. aeruginosa 512 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 >1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
ABC4
K. pneumonia | >1024 | > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
ABC12
S. epidermidis | > 1024 | > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 | > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
ABC91
S. agalactiae >1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
ABC6
C. urealyticum | 64 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 | >1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
ABC145
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Trois extraits de plantes montrent une activité antibactérienne contre certaines bactéries
testées : les extraits méthanoliques d’Acacia seyal, Indigofera caerulea et 1’huile essentielle

de Cymbopogon commutatus..

Pour I’extrait méthanolique d’Acacia seyal, on note une activité antibactérienne intéressante a
64 ug/ mL contre deux bactéries qui sont Staphylococcus aureus ABC1 et Corynebacterium
urealyticum ABC145 et une activité moyenne contre Pseudomonas aeruginosa ABC4. De
méme 1’extrait méthanolique d’Indigofera caerulea agit contre Staphylococcus aureus ABC1

avec une concentration minimale d’inhibitrice de 128 pug/ mL.

Cependant les extraits méthanoliques des trois autres plantes (Grewia erythreae, Ochradenus
baccadus, Orthosiphon pallidus) ainsi que tous les extraits aqueux ne sont pas ou trés peu

actifs aux concentrations testées et contre les bactéries retenues dans cette étude.

Enfin I’huile essentielle obtenue a partir de Cymbopogon commutatus inhibe la croissance de
deux bactéries a savoir Escherichia coli ABC5 (gram -) et Staphylococcus aureus ABC1

(gram +) a 50 et 100 pg/ mL respectivement.

Il faut souligner que le choix de poursuivre I’étude approfondie de ces trois plantes (A. seyal,
I. caerulea et C. commutatus) n’est pas forcément représentatif de la potentialité
thérapeutique de toutes les plantes testées en raison du nombre de microorganismes et des
modes de préparation restreints. En effet une plante inactive dans cet essai peut étre

intéressante contre d’autres especes de bactéries et avec d’autres modes de préparation.

2.2 Activité antioxydante

Dans le processus de sélection des plantes, nous avons pris en compte 1’effet antioxydant des

extraits en s’appuyant sur deux méthodes d’analyse: DPPH et ABTS.

Les extraits méthanoliques d’Acacia seyal, Indigofera caerulea, Grewia erythreae,
Ochradenus baccadus, Orthosiphon pallidus et I’huile essentielle de C. commutatis ont éeté
évalués pour leur potentiel anti-radicalaire. Leurs concentrations d’inhibition a 50 % sont

représentées dans la Figure 22.
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Figure 22 : Activités antioxydantes de six plantes avec deux méthodes : DPPH et ABTS.

Les extraits méthanoliques des deux plantes de la famille des Fabaceae, A. seyal et I.

caerulea, ont une fortement activité antioxydante. Leurs concentrations IC50 selon des
méthodes DPPH/ABTS sont 150£2,2/27+1,3 pg/ mL et 82+3,1/18+1,7 pg/ mL pour A. seyal

et I. caerulea respectivement. Ces valeurs sont trés proches de celles observées pour les

témoins positifs a 70+7/70+£1,5 pg/ mL et 110+2,5/18+3,3 pg/ mL pour la Vitamine C et le

Trolox respectivement.

Cependant I’huile essentielle de C. commutatus a une faible activité antioxydante. En effet
quelque soit la méthode d’évaluation, I’IC50 est supérieur a 500 pg/ mL.
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Conclusion

« Le chemin qui mene de la plante a ses constituants purs est tres long » (Kurt Hostettmann,
1997). Il en est de méme pour conduire aux médicaments conventionnels. Il est donc

important de rationnaliser chaque étape pour ne pas se perdre dans ce long chemin.

Nous avons utilisé dans cette sélection trois critéres a savoir, les données ethnobotaniques, les
données bibliographiques et les résultats des essais biologiques menés sur les extraits
méthanoliques et sur I’huile essentielle. Le but était de cibler les plantes les plus prometteuses

pour obtenir des activités antiinfectieuses et antioxydantes.

130 plantes répertoriées

Criteres ethnobotaniques/
recherches bibliographiques

Six plantes sélectionnées

Criteres d’activités biologiques
sur les extraits métanoliques et
sur I’huile essentielle

Indigofera caerulea, Acacia seyal, et Cymbopogon commutatus

Figure 23 : Processus de sélection des plantes a potentialités thérapeutiques.
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Chapitre |1 : Activités biologiques et caracterisation
phytochimique des fruits d’Indigofera caerulea.

1 Extraction et dosages des composés phénoliques

Les extraits de fruits d’l. caerulea, obtenus avec des solvants de polarité croissante (hexane,
acétone, méthanol, eau), sont évaporés et les quantités d’extraits secs obtenues sont
rassemblées dans le tableau 9. Les rendements ne sont pas influencés par la polarité des
solvants. En effet I’hexane, qui est le solvant d’extraction le moins polaire, a un rendement
d’extraction de 1,2 %, il est supérieur a 1’acétone (0,48 %) mais moindre que le méthanol qui
extrait la plus grande quantité comparativement a ces quatre solvants (4,42 %). Cependant le
solvant utilisé peut influencer 1’enrichissement de I’extrait en certains métabolites spécialisés

tels que les polyphénols.

Les teneurs en polyphénols et flavonoides totaux ont été déterminées en se basant sur les
courbes d’étalonnage de I’acide gallique et de la quercétine respectivement (Figures 19 et 20
dans le chapitre matériels et méthodes). Ces teneurs sont exprimées par rapport a 100 g de

matiere végétale de départ et sont répertoriées dans le tableau 9.

Tableau 9 : Rendement d’extraction et teneurs en phénols totaux et en flavonoides totaux des
extraits de fruits d’Indigofera caerulea.

Extraits Hexane Acétone Méthanol Eau
Rendements en % 1,2+0,2 0,48+0,1 4.42+0,2 3,1+0,4
Phénols totaux (mg ND 1558 + 3,0 818,14 +3,1 3,3+1,7
EAG/100 g MS)*

Flavonoides totaux ND 3,84+14 102,10+ 2,3 ND
(mg EQ/100g MS)*

* La teneur en composés phénoliques est exprimée en milligrammes équivalent d’acide gallique (mg
GAE); celle des flavonoides totaux en milligrammes équivalent de quercétine (mg QE). Ces résultats
se rapportent @ 100 grammes de matiere séche (MS).

La teneur en polyphénols totaux pour I’extrait méthanolique est a 818,14 mgeAG/100 g MS,
elle est largement supérieure a celles contenues dans les extraits acétonique et aqueux : 15,58
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mg et 3,1 mg EAG/100 g MS respectivement. 1l en est de méme pour les teneurs en
flavonoides ou I’extrait méthanolique a une teneur largement supérieure (102,1 mg EQ/ 100g
MS) a celle de I’extrait acétonique (3,84 mg EQ/ 100g MS).

Le solvant d’extraction joue un rdle majeur dans la quantité de polyphénols extraits. Le
méthanol est recommandé et fréquemment employé pour D’extraction des composés
phénoliques (Falleh et al., 2008).

Par ailleurs la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait méthanolique des fruits est trés proche
de celle obtenue pour les feuilles de cette plante. En effet selon Ponmari et al. (2012), les
feuilles ont une teneur en polyphénols totaux de 896 mg EAG/ 100 g MS (contre 818,1 mg
EAG/ 100 g MS pour les fruits). Cependant la teneur en flavonoides des feuilles est six fois
supérieure (600,1 mg EQ/ 100 g MS) a celle observée pour les fruits d’Indigofera caerulea
qui est de 102,10 mg EQ/ 100 g MS.

2 Activites biologiques des extraits de fruits d’Indigofera
caerulea

2.1 Activité antioxydante

Les valeurs de I’activité antioxydante des extraits de fruits ont été déterminées selon trois
méthodes distinctes a savoir DPPH, ABTS et FRAP. Les résultats sont répertoriés dans le
tableau 10.
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Tableau 10 : Activité antioxydante de quatre extraits de fruits d’l.caerulea.

ICs0 (ug/mL) (LM VE/ 100g MS)
Extraits DPPH ABTS FRAP
Hexane > 1000 > 1000 ND
Acétone 150 + 3,4 201 3,97+ 3,6
Méthanol 97 +2,2 25+1,3 27,83 +3,1
Eau 958 +5,3 >1000 1,33+1,1
Vitamin C 70+ 7 7015
Trolox 110+ 25 18+3,3

IC50 : concentration inhibitrice des radicaux a 50% pour DPPH et ABTS. VE : Vitamine C Equivalent
et MS : matiére végétale séche.

Les deux extraits, méthanolique et acétonique, ont de fortes activités antioxydantes
comparativement aux deux standards, vitamine C et trolox (tableau 10).

De ce fait, I’évaluation pertinente du pouvoir antioxydant d’un extrait nécessite d’effectuer la
mesure au moins avec trois méthodes différentes.

Cependant avec la méthode FRAP, I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique est
nettement plus importante que celle de I’extrait acétonique : 27,83+3,1 et 3,97+0,1 mg
EVc/100 g MS respectivement. Quelque soit la méthode considérée, 1’extrait aqueux est
faiblement antioxydant.

Par ailleurs I’activité antioxydante de I’extrait méthanolique du fruit est Iégerement inférieure
a celle obtenue pour les feuilles de cette plante 97 et 52,5 pug/mL respectivement avec la
méthode DPPH (Ponmari et al., 2012). Cependant on ne peut pas conclure que les feuilles
d’Indigofera caerulea soient plus antioxydantes que les fruits car le systéme d’extraction ici,
épuisement avec solvant a polarité croissante, peut sous-estimer les composants extraits avec
le méthanol qui est utilisé aprés 1’extraction avec deux autres solvants (hexane et acétone).
Egalement la valeur d’IC50 (82 pug/mL) de I’extrait méthanolique du fruit d’l. caerulea
(chapitre I) avec la méthode DPPH est 1égerement inférieure a celle obtenue avec I’extrait
méthanolique de cette méme partie de la plante, (97 pg/mL). La différence étant le mode

d’extraction (Soxhlet pour le chapitre précedent et par épuisement de solvant dans ce chapitre

).
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2.2 Activités antimicrobiennes

Les quatre extraits de cette plante sont testés pour leur activité antimicrobienne contre sept
souches bactériennes et trois souches de champignons pathogénes humains. Les valeurs des
concentrations inhibitrices minimales (CMI) de chaque extrait vis a vis de différents micro

organisme sont rassemblées dans le tableau 11.

Les extraits hexanique et de méthanolique inhibent la croissance de deux bactéries a Gram +,
a savoir Enterococcus faecalis et Staphyloocccus aureus. L’extrait méthanolique a une CMI
de 128 pg/mL pour ces deux souches bactériennes. Pour I’extrait hexanique, la meilleure
valeur de CMI est 128 pg/mL pour Enterococcus faecalis et 256 ug/mL pour Staphyloocccus
aureus. De plus cet extrait agit contre une bactérie a Gram - Acinetobacter baumannii avec
une CMI de 256 pg/mL. On note ici une meilleure sensibilité des extraits testés contre les
bactéries a Gram + que celles a Gram -. Cette différence est expliquée par la différence de
structures entre les deux types de bactéries. En effet les bactéries a Gram — possedent une
membre phospholipidique renforcée par des structures lipopolysaccharidique devant une
couche de peptidoglycanes, ce qui empéche la pénétration des agents antimicrobiens
(Nikaido, 1994) alors que pour les bactéries a Gram + leur membrane est constituée d’une
seule couche de peptidoglycanes vulnérables (Scherrer et Gerhardt, 1971).

Il est a noter 1’absence d’activité en dessous de la concentration maximale testée (256 pg/mL)
pour I’extrait aqueux. Or ce dernier est utilisé dans la médecine traditionnelle. D’autres études
sur le genre Indigofera présentent une trés faible activité ou une absence d’activité des extraits
aqueux (Esimone et al., 1999; Kahiya et Zimudzi, 2015).

Ces résultats doivent étre pris en compte et devraient conduire a la mise en place de procédés
d’extraction adéquate (Solvants et modes d’extraction adéquates) des plantes médicinales.
Dans certains pays comme le Mali cette initiative est mise en oeuvre et elle est connue sous
I’appellation MTA, Médicaments Traditionnels Améliorés (Nouhoum KONATE, 2005).

Par ailleurs il est a noter que les extraits testés ne sont pas actifs contre les trois champignons.
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Tableau 11 : Activités antibactériennes et antifongiques de quatre extraits et du composé D
de fruits d'Indigofera caerulea exprimées en CMI pg/mL.

Hexane Acétone Méthanol Eau Composé D
Extraits/ composé
Souches bactériennes
A. baumannii ATCC 19606 256 >256 >256 >256
E. coli ABC5 >256 >256 >256 >256
E. cloacae ATCC 13047 >256 >256 >256 >256
K. pneumonia ABC12 >256 >256 >256 >256 ND
P. aeruginosa ABC4 >256 >256 >256 >256
E. faecalis ATCC 29212 128 >256 128 >256
S. aureus ABC1 256 >256 128 >256 64
C. albicans ATCC 10231 >256 >256 >256 >256
A. niger ATCC 16888 >256 >256 >256 >256 ND
A. fumigatus ATCC 1022 >256 >256 >256 >256

Les deux extraits montrant des activités antimicrobiennes intéressantes sont les extraits
méthanolique et hexanique. De ce fait la purification et la caractérisation de composés purs

porteront sur ces deux extraits.

3 Purification des extraits montrant une activité
antibactérienne

3.1 Purification de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique (2 g) est soumis a un fractionnement en utilisant le Combiflash
redisep avec une colonne de 120 g de silice phase normale. Le gradient de solvants est

composé d’acétate d’éthyle et de méthanol allant de 100 :0 a 0 : 100. Selon leurs profils CCM,
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neuf fractions (Figure 24) sont obtenues (Ma a Mi) avec un rendement du fractionnement de
26,7 %.

D’abord la fraction Mb (97,2 mg) est soumise a une séparation avec le méme systéeme
Combiflash. Le systéme d’élution est un mélange d’acétonitrile-eau acidifiée a 2 % d’acide
formique et la colonne est une C18 de 12 g. Ensuite du méthanol est utilisé pour récupérer les
composés non élués. Les tubes sont rassemblés en trois sous fractions majeures (Mbl a Mb3)
avec un rendement de 84,5 %. Les fractions Mb2 et Mb3 sont enfin soumises a une séparation
avec une HPLC préparative. Les composés purs A (0,5 mg), B (0,6 mg) et C (1 mg) sont

obtenus.

De méme la fraction Mc (59,6 mg) est purifiée avec un combiflash équipé d’une colonne pré
remplie redisep avec 12 g de silice phase normale. L’¢lution utilisée est isocratique avec un
systétme de solvants composé d’acétate d’éthyle-méthanol-eau (100:13,5:10). Quatre sous
fractions (Mcl a Mc4) sont rassemblées. Enfin les composés de la sous fraction Mc3 sont
séparés par HPLC préparative conduisant a 1’obtention des composés purs A (0,2 mg), D

(11,6 mg) et E (11,2 mg) (figure 24).

2g d'extrait
MeOH

Combiflash redisepl120g silice
AcOeth: MeOH 100:0 - 0:100

Ma Mb (97.2mg) Mc (59.6mg)
Combiflash C18 revl2g Combiflash redisepl2g
1-ACN: EAU (2% AF) 100:0 - 20:80 AcOeth: MeOH: Eau 100:13.5:10
2-MeOH
]
- FrB2 ‘
Mb1 (20,3mg] FrB3 (61.9mg) | Mcl-2 | Mc3
(24.09mg)
Hplc semiprep Hplc semiprep
A(0,5mg) B (0.6mg) C(lmg) || D(11,6mg) A (0,2 mg) E(11,2mg)

Figure 24 : Schéma de purification de 1’extrait méthanolique de fruits d’Indigofera caerulea.
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Le composé majeur (noté compose D) isolé de I’extrait méthanolique est testé pour son
activité antibactérienne contre Staphyloocccus aureus seulement en raison de la faible
quantité obtenue. Ce composé montre une activité intéressante a 64 ug /mL contre cette
souche et peut étre responsable de 1’action antibactérienne de cet extrait contre cette méme

souche.

3.2 Purification de I’extrait hexanique

Pour augmenter la quantité de départ nous avons réalisé une nouvelle extraction et obtenu au
total 2,6 g d’extrait brut. Cet extrait est riche en acide gras et une saponification est effectuée.
L’extrait d’hexane non saponifiable (1,8 g) est soumis a un fractionnement avec une
chromatographie combiflash et un systeme d’¢luents en isocratique constitué¢ de toluene et
d’acétate d’éthyle 75 :15. Cinq fractions (Ha & He) sont séparées en se basant sur leurs profils
CCM avec un rendement de 93 %. La fraction Hd (59,6 mg) est repurifiée dans le méme

systeme chromatographique avec un programme de gradient de solvants (tableau 12).

Tableau 12 : Programme du gradient de solvants pour la purification de la fraction Hd.

Temps (min) Systeme de solvants Pourcentages

0-3 toluéne 100 %

3-5 toluene-acétate d’éthyle 50-50 %
5-10 toluene-acétate d’éthyle 20-80 (variable)
10-20 toluene-acétate d’éthyle 20-80 (constant)
20-23 dichlorométhane-acétate 0-100 (variable)

d’éthyle
23-30 acétate d’éthyle 100 %

La seconde étape de purification aboutit a I’obtention de deux composés purs F et G (figure

25).
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2.6 g d'extrait
hexanique

Saponification

1.8 g d'extrait
hexanique*®

Combiflash redisep120g silice
Toluéne: Acétate d'éthyle 75: 15 isocratique

Ha-c Hd (59.6mg) He

Combiflash redisep 24g
Solvant mode gradient

F(22.9mg) G(23.1mg)

Figure 25 : Schéma de purification de I’extrait hexanique de fruits d’Indigofera caerulea. *
extrait dégraissé.

4 Caractérisation des composes isolés des fruits de
I’Indigofera caerulea

4.1 Caractérisation des composés isolés de I’extrait méthanolique

4.1.1 Identification par couplage HPTLC-MS

Afin de développer une méthode rapide pour I'identification des composés présents dans
I’extrait méthanolique de fruits d’l. caerulea, la chromatographie sur couche mince couplée
avec la spectrométrie de masse a été choisie.

Le criblage phytochimique de I'extrait méthanolique a été réalisé avant purification par
HPTLC-MS. La séparation de cing composés (A a E) a été obtenue sur du gel de silice
HPTLC 60 F254. Un développement en CCM bidimensionnelle est effectué pour confirmer la
présence d’un seul composé pour chaque tache.

De plus nous avons comparé les composés (A a E) avec les standards disponibles au
laboratoire.
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Les masses mono isotopiques exactes des adduits A, B, C ont été déterminées avec m/z
487,0877 [M + Na]*, m/z 617,1520 [M + Na]*, m/z 633,1469 [M + Na]", respectivement,
conduisant a une formule moléculaire de C21H20NaO12, C27H30NaO15 et C27H30NaO16.
Les taches correspondent a des flavonoides car ils ont des florescences jaunes ou jaune
verdatre avec le réactif de Neu a 365 nm (figure 26). L’analyse de leur spectre de masse
permet de dire qu’il s’agirait de I'isoquercétine (A), du kaempférol 3-O-rutinoside (B) et de la
rutine (C).

Les masses mono isotopiques exactes des taches D et E ont également été déterminées : m/z
183,6320 [M-H], 170,0147 [M-H]", conduisant respectivement a une formule moléculaire de
C8H705 correspondant au méthyle gallate (D) et C7TH505 a I'acide gallique (E).

L’étape suivante de notre étude consiste a isoler ces molécules ; le but est de calculer le
rendement de ces composés isolés. Par ailleurs, nous avons caractérisé les composés isolés
avec les analyses mono et/ou bidimensionnelles par le bais de la résonance magnétique
nucléaire (RMN).

Inh‘-:n‘:»5 +MS, 0.4-0.7min #{21-42)
x10% 70877 [M+Na]”
10] A
051 301.1422 ———
164.6212 L l | | 905.1531 10412030
0.0 M BT | L 4 Lia - . i 1 . i .
200 400 600 800 1000 miz
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Figure 26 : HPTLC-MS de ’extrait méthanolique des fruits d’l. caerulea, révelation avec le
réactif de Neu a 365 nm (I) et 254 nm (I1), (Elmi et al., 2018).

4.1.2 ldentification du composé A

Sur la plaque de CCM, apres pulvérisation du réactif de Neu, la tache du composé A est jaune
fluorescente ce qui suppose son appartenance a la famille des flavonoides.

L’analyse réalisée par HPTLC-ESI-MS de la tache donne une masse de 487,0877 m/z avec
une formule brute de C21H20NaO12 (M+Na).

Apres purification, nous avons obtenu 0,7 mg de poudre jaune (compose A).

Son spectre d’absorption UV présente deux maxima d’absorption a Amax (méthanol) a 253
nm et 352 nm (figure 27). Ces deux maxima apparaissent d’une part entre 290-385 nm et
240-285 nm d’autre part, ce sont deux régions d’absorption caractéristiques des flavonols et
flavones (Vrielynck, 1996).

Son spectre infrarouge est caractérisé par des bandes a 3422 (vOH), 2939 et 2902 (vC-H),
1655 (vC=0), 1601 et 1456 (vC=C), 1062 et 1053 (vC-O) (figure 27). La présence du groupe
C=0 renforce I’hypothese de I’appartenance de ce composé aux deux sous familles flavonols
et flavones.
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Figure 27 : Spectre UV et IR du composé A

» Description RMN
En raison de la faible quantité du produit isolé, seul le spectre du proton est présenté ici.
Le compose A présente les caractéristiques suivantes (figure 28):

- cing signaux aromatiques 7.71 (d, J = 2.2, 1H), 7.59 (dd, J = 8.5, 2.2, 1H), 6.87 (d, J = 8.5,
1H), 6.40 (d, J = 2.2, 1H), 6.21 (d, J = 2.2, 1H)

- le couplage meta (2.2 Hz) entre les deux doublets a 6.40 et a 6.21 ppm est spécifique des
protons H-6 et H-8 du cycle A du flavonoide.

- les constantes de couplage de 2.2 Hz et 8.5 Hz sont spécifiques du systeme aromatique tri
substitué en position 2°, 5* et 6°. Les signaux sont caractéristiques du cycle B de la

querceétine.

- un proton anomeérique a 5.26 ppm, avec constante de couplage de 7.4 Hz est typique de la

configuration beta (f) de la liaison anomérique.

- cing protons de la région des signaux du sucre, dans notre cas le glucose, 3.71 (dd, J = 12.0,
2.5, 1H), 3.57 (dd, J = 5.5, 12.0, 1H), 3.48-3.44 (m, 1H), 3.42 (t, J = 8.7, 1H) 3.37 (m, 1H)
3.24-3.21 (m, 1H).

Avec ces données et en comparaison avec la littérature (Fernandez et al., 2005), nous pouvons
donc identifier le composé A comme étant la quercétine-3-O-glucoside ou I’isoquercétine
(figure 29).
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Figure 29: Structure de 1’Isoquercétine.
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4.1.3 Identification du composé B

En CCM, la tache correspondant au composé B présente une florescence jaune verdatre aprées
pulvérisation du réactif de Neu.

Apreés isolement, nous avons obtenu 0,6 mg du composé B sous forme d’une poudre jaune.

L’analyse réalisée grace au couplage HPTLC-MS de la tache B, donne une masse de
617.1520 m/z [M+Na]* avec une formule brute de C27H30NaO15.

Le spectre de masse indique la perte d’un rhamnose (146u) puis d’un hexose (162u) qui
suppose la structure d’un flavonoide diglycosylé et donc un aglycone de 286 u (M+H a 287u ;
figure 30).

162

146
X105 @X M+Na
0.81 2870576
0.6 m

0.4+

0.2+ 449.1119 617.1535

0.0+

209.}558 393.1909 l 502.:3221 l

Figure 30: Spectre de masse du composé B

» Description RMN
Pour confirmer la structure du composé B nous avons réalisé un spectre RMN du proton.
Le composeé B présente les caractéristiques suivantes (figure 31):

- Quatre signaux aromatiques, 8.07 (d, J = 8.8, 2H), 6.89 (d, J =9.0, 2H), 6.42 (d, J =
2.1,1H),6.22 (d, J = 2.1, 1H),

- le couplage meta (2.1 Hz) entre les deux doublets & 6.42 et & 6.22 ppm est spécifique
des protons H-6 et H-8 du cycle A du flavonoide.

- nous pouvons observer les signaux caractéristiques de la génine du kaempférol avec la
présence du systeme 2H AA’ et 2H XX’ dans le cycle B.
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deux protons anomériques a 5.14 et a 4.52 ppm, avec une constante de couplage
respectivement de 7.4 Hz et 1.6 Hz. Nous pouvons affirmer étre en présence du

glucose et du rhamnose.

La constante de couplage de 7.4 Hz du proton anomérique du glucose nous permet
d’affirmer la configuration beta (/) et la constante de couplage de 1,6 Hz du proton

anomeérique du rhamnose nous permet d’affirmer la configuration alfa (o)

Nous pouvons observer la présence de 10 protons de la partie osidique, respectivement
de six protons du glucose: 3.81 (dd, J =11, 1.3, 1H, Glu H-6a), 3.45- 3.42 (m, 1H, Glu
H-2), 3.41 (m, Glu H-3), 3.36 (m, J = 1H, Glu H-6b), 3.35 (m, 1H, Glu-H-5), et quatre
protons du rhamnose : 3.63 (dd, J = 3.4, 1.7, 1H, Rha H-2), 3.52 (dd, J = 9.2, 3.4, 1H,
Rha H-3), 3.49-3.46 (m, Rha H-5), 3.28 (m, Rha H-4).

La présence d’un doublet a 1,12 ppm est typique du méthyl du rhamnose.

'6 3 EN 2 1 8 ;8835389 ° 2
[ -] w0 W [+ A Rl el vl
........... Eooooo B BB BB EEESEES b
é SN NE I I 1
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.
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T
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Figure 31: Spectre du proton *H du composé B dans CDsOD & 400 MHz.
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Le composé B serait donc, en comparaison avec la littérature ((Wang et al., 2015), le

kaempférol 3- O -rutinoside (figure 32).

Figure 32: Structure du composé B (kaempférol 3- O -rutinoside).

4.1.4 ldentification du composé C

En CCM nous pouvons observer une tache jaune fluorescente, aprés pulvérisation, du réactif
de Neu.

Le spectre de masse du composeé C indique la perte d’un rhamnose (146u) puis d’un hexose
(162u) qui suppose la présence d’un flavonoide diglycosylé et donc un aglycone de 302u
(M+H a 303u), différent de celui du composé B (figure 33).

162

146

303.0523 @

465.1070 633.1474

. -

Figure 33: Spectre de masse du compose C.
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» Description RMN

L’attribution compléte des signaux a été réalisée par 1’analyse des spectres *H, *C et des
spectres de corrélation homonucléaires COSY et hétéronucléaires HSQC et HMBC et par
comparaison avec des données de la littérature.

Le composé C présente les caractéristiques suivantes (figure 34-39 ; tableau 13):

- cing signaux aromatiques 7.71 (d, J = 2.2, 1H), 7.59 (dd, J = 8.5, 2.2, 1H), 6.87 (d, J = 8.5,
1H), 6.40 (d, J=2.2,1H), 6.21 (d, J = 2.2, 1H) ;

- le couplage meta (2.2 Hz) entre les deux doublets & 6.40 et a 6.21 ppm est spécifique des
protons H-6 et H-8 du cycle A du flavonoide.

- les constantes de couplage de 2.2 Hz et 8.5 Hz sont spécifiques du systeme aromatique tri
substitué en position 2°, 5” et 6°. Les sighaux sont caractéristiques du cycle B de la

querceétine.

- deux protons anomériques a 5,10 et a 4,56 ppm, avec une constante du couplage
respectivement de 7,4 Hz et 1.2 Hz. Nous pouvons affirmer qu’il s’agit du glucose et du

rhamnose.
- Nous pouvons observer la présence de 10 protons dans la partie osidique

- L’analyse du spectre du *C permet de mettre en évidence la présence de 27 atomes de

carbone.

- L’analyse du spectre HSQC permet de voir dix CH aliphatiques, un CHz (67,2 ppm) et un
methyle CHs (16,5 ppm).

- Les deux sucres sont liés en 1->6 car il y a la présence de la corrélation, en HMBC, entre le

proton anomérique a 4.56 ppm du rhamnose (Rha-1) et le carbone situ¢ a 6 67.2 ppm (Glu-6)

- Le glucose est en position 3 car nous pouvons observer la corrélation HMBC entre le

carbone C-3 (134.4 ppm) de I’aglycone et le proton anomérique du glucose (Glu-1, 5.10ppm).
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Tableau 13: Données des spectres RMN *H, *C et HMBC du composé C.

Position 3¢ H Corrélations
HMBC
Agl-2 157.9 -
Agl-3 134.4 -
Agl-4 177.8 -
Agl-5 161.3 -
Agl-6 98.6 6.17 (d,J=2.0
Hz)
Agl-7 164.5 -
Agl-8 93.6 6.34 (d, J=2.0
Hz)
Agl-9 156.9 -
Agl-10 104.2 -
Agl-1” 1217 -
Agl-2’ 116.4 768 (d, J=22
Hz)
Agl-3’ 1443 -
Agl-4’ 148.3 -
Agl-5’ 1147 6.88 (d, J = 8.4
Hz)
Agl-6’ 1223 7.61(dd, J=
8.4, 2.2 Hz)
Glu-1 103.5 510(d,J=74 134.4
Hz)
Glu-2 74.4 3.59-3.46 (m)
Glu-3 76.7 3.5 (M)
Glu-4 70.9 3.59 (dd, 9.6-
3.3)
Glu-5 75.7 3.44-3.37 (m)
Glu-6 67.2 3.86-3.80 (m) et
3.4 (m)
Rha-1 101.0 456 (d,J=1. 67.6
Hz)
Rha-2 70.7 3.7(dd, 3.3, 1.6
Hz)
Rha-3 70.0 3.30 (m)
Rha-4 726 3.33 (M)
Rha-5 68.3 3.48 (m)
Rha-6 16.5 1.15(d,J=6.2
Hz)

Agl = aglycone, Glu = glucose, Rha = rhamnose
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Figure 34: Spectre du proton *H du composé C dans CD3zOD & 400 MHz.

D1s4] g
L .

ol

g0

0o~

Sivest

Z0LL'9L

18586 —

1909°86 ——
1£00°LOL —
610620l ——
08LLvOL —

PEES L ——
9zZer 9Ll —
0GLLLEL —
£L8Z72L—

LsLe'rel —

oLOEPPL —
£928°8FL —

SE¥6'961 ——
£898°LG) —
arbe’lol —
v POl —

BZOB'LLL —

[ppm]

T
100

T
150

T
200

Figure 35: Spectre du carbone *3C du composé C dans CD30D & 100 MHz.
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Figure 37: Spectre HSQC du composé C dans CDsOD a 400 MHz
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Les données présentées indiquent que le composeé C est la rutine (Figure 40).

0O OH

OH OH OH

Figure 40: Structure du compose C, la rutine.

4.1.5 Identification du composé D

Apres purification, nous avons obtenu 6 mg du composé D. Il se présente comme une poudre

grise- blanchatre.

Le spectre de masse, réalisé en mode négatif, du composé D donne une masse de 183,6320u

[M-H] avec une formule brute correspondante a CgHgO:s.

Par ailleurs dans son spectre IR (figure 41), il est possible d’observer les bandes

caractéristiques tels que 3305 cm™ (-OH) et 1614 (cycle aromatique).

- 110

- 100

% Transmission

4000 3000 2000 1000 o

cm

Figure 41: Spectre IR du composé D.
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» Description RMN

Aprés examen du spectre proton du composé D, nous pouvons observer un singulet a 7.06
ppm intégrant pour deux protons et un singulet a 3.83 ppm intégrant pour trois protons,
caractéristique du groupement méthoxyle (figure 42).

L’analyse du spectre du 3C permet de mettre en évidence la présence de six atomes de
carbones 169.2, 146.6, 139.9, 121.6, 110.1, 52.4 (figure 43).

M 7.0607
M 3.8353

.| . ﬁ_l :
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8 6 4 F [ppm]

Figure 42: Spectre du proton *H du composé D dans CDsOD & 400 MHz.
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Figure 43: Spectre du carbone *3C du composé D dans CDsOD a 100 MHz.
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Les corrélations entre les spectres *H et 13C sont rassemblées dans le tableau 14.

Tableau 14: Données des spectres RMN *H et 2*C du composé D.

Position

3C (ppm)

'H (ppm)

169.2

121.6

110.1

-7.06 (s)

146.6

139.9

146.6

-7.06 (s)

110.1

ONO|OTPB|WIN|F-

52.4

5.83 (s)

Ces données comparées a la littérature nous conduisent a identifier le composé D comme

étant le méthyl gallate (figure 44).

Figure 44: Structure du composeé D.

4.1.6 ldentification du composé E

Le spectre de masse de ce composé a un pic M-H a 169.0125u avec une formule brute

correspondante a C7HsOs.

Son spectre IR présente les bandes caractéristiques tels que 3334 cm™ (-COOH) et 1606 cm'™

(cycle aromatique) avec d’autres bandes a 1652, 1317, 1211, 1024 et 734 cm™(Figure 45).
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Figure 45: Spectre IR du composé E.

» Description RMN

Apres purification, nous avons obtenu 11,2 mg du composé E. Ce dernier se présente comme
une poudre grise-blanchéatre.

Aprés examen du spectre du proton du composé E, nous pouvons observer un seul singulet a
7.06 ppm intégrant pour deux protons (Figure 46).

L’analyse du spectre du C permet de mettre en évidence la présence d’un acide
carboxylique a 170.8 ppm et de quatre signaux aromatiques 146.5, 139.6, 122.4, 110.5 (figure
47). Leurs corrélations sont rassemblées dans le tableau 15.

Tableau 15 : Données des spectres RMN H, *3C du composé E.

Position 13C (ppm) H (ppm)
170.8 -
122.4 7.05 (5)
110.1 -
146.5 -
139.6 -
1465 7.05 (s)
110.5 -

N[OOI~ WIN|EF
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Figure 46: Spectre du proton *H du composé E dans CDsOD & 400 MHz.
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Figure 47: Spectre du proton *C du composé E dans CDzOD & 100 MHz.

Les spectres du *H et du *3C des composés D et E sont presque similaires, avec I’exception du
groupement methoxyle.

Nous pouvons conclure en affirmant que le compose E est le dérivé déméthylé, donc il s’agit
de I’acide gallique (figure 48).
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Figure 48: Structure du composeé E (acide gallique).

4.2 Caractérisation des composés de I’extrait hexanique

4.2.1 ldentification du ‘composé F’

Le composé F est une poudre jaune soluble dans le chloroforme. Nous avons observé une
seule tache de couleur violette, apres pulvérisation avec 1’anisaldéhyde. Le Rf est de 0,4 avec
un systeme de solvant a base de toluéne-acétate d’éthyle 75 :15 viv.

Cependant son spectre GCMS présente trois pics majeurs correspondants aux acides
linolique, pétrosélinique et palmitique (tableau 16, figure 49).

Tableau 16 : Résultats d’analyse GCMS des composés F1-3.

Pics Composés Temps de rétention Aire
(min) (%)

1 Acide Palmitique F1 19,76 16,8
2 Acide Linoléique F2 21,38 41

3 | Acide Pétrosélinique F3 21,44 21,7
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Figure 49: Analyse GC / MS des composés F1-3 obtenus a partir de I'extrait hexanique du
fruit d’Indigofera caerulea.

4.2.2 ldentification du composé G

Le composé G est une poudre blanchétre soluble dans le dichlorométhane et I’hexane entre
autres.

Son spectre GC-MS est effectué, le chromatogramme nous montre un pic majoritaire
correspondant au f-sitosterol.

.

Figure 50: Spectre GCMS du composé G.
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» Description RMN

Les spectres du proton *H, du 3C et les correlations du composé G (figure 51- 55), nous
montrent :

- la présence de deux méthyls singulets a 0,68 et 1,01 pp, trois méthyls doublets a 0,81,
0,83, and 0,93 ppm, et un méthyl triplet a 0,84,

- un proton oléfinique a 5,34 ppm,
- un multiplet a 3.52 ppm typique du proton en position 3 du stérol,

- le spectre du carbon ‘3C nous montre vingt-neuf carbones a 140.8, 121.7, 71.8, 56.8,
56.1,50.1, 45.9, 42.3, 42.3, 39.8, 37.3, 36.5, 36.2, 33.9, 31.9, 31.6, 29.2, 28.3, 26.1,
24.3,23.1,21.1,19.8,19.4,19.1, 18.8, 12.0, 11.9

- par HSQC la présence de six CHs, onze CH>, dix CH sont visibles,

il y a trois carbones quaternaires,
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Figure 51: Spectre du carbone *H du composé G dans CDCls & 400 MHz.
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Figure 53: Spectre COSY du composé G dans CDCls a 400 MHz.
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Ces données permettent de déduire que le composé G est le S-sitostérol (figure 56).

Figure 56: Structure du g-sitostérol.
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Chapitre III : Caractérisation chimique d’Acacia
seyal par bio-guidage

L’Acacia seyal est une plante connue pour sa production de gomme arabique et les études
faites sur cette plante portent souvent sur ce sujet. Comme indiqué préecédemment cette plante
est aussi populaire pour son utilisation médicinale et de ce fait présente un intérét scientifique
pour rechercher ses constituants bio actifs. Une évaluation d’activité antioxydante est réalisée
et reliée a la teneur en composés phénoliques. Nous mettons également en place un bio
guidage sur deux extraits (méthanolique et aqueux) de I’écorce de cette plante. Ce bio guidage

consiste a cibler les composeés qui seraient a 1’origine de 1’effet antibactérien de cette plante.

1 Extraction et dosage des composes phenoliques

L’écorce d’Acacia seyal a été extraite selon deux méthodes (Soxhlet et macération a la
température ambiante) avec deux solvants différents (méthanol et eau respectivement). Le
rendement de I’extraction est de 13 % avec le méthanol et de 2,4 % avec ’eau. 1l est difficile
de comparer ces deux rendements car le systéeme d’extraction differe, Soxhlet pour le premier
et macération a la température ambiante pour le second. Dans le cadre d’une utilisation
traditionnelle, I’extrait aqueux est souvent avantageux du fait de sa mise en ceuvre rapide,

sans se soucier de I’élimination du solvant d’extraction.

Par ailleurs, les teneurs en phénols et en flavonoides totaux (TPT et TFT respectivement) ont

étés évaluées et rassemblées dans le tableau 17.

Les deux extraits, méthanolique et aqueux, ont des teneurs en polyphénols totaux de 1927,1 et
1820,5 mg GA/100 g de matiere seche (MS) respectivement. De plus leurs teneurs en
flavonoides dans ces mémes extraits méthanoliques et aqueux (30,9 et 13,8 mg QE/100 g MS
respectivement) sont supérieures a celles observées pour des fruits connus pour leur richesse
en flavonoides tels que les mandarines, les pamplemousses, les pommes ou les fraises
(respectivement 3,22 ; 7,12; 2,10 et 17,53 mg QE/100g MS) (Haddad, 2005). Il est a
souligné que I’extrait méthanolique a une teneur en flavonoides environ trois fois plus élevée

que celle de ’extrait aqueux, respectivement 30,9 et 13,8 mg QE/100g MS. Cette différence
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n’est pas retrouvée au niveau de la teneur en polyphénols totaux, ce qui signifie que les
polyphénols extraits correspondent a des flavonoides d’une part et a d’autres familles de

composés d’autre part.

Tableau 17: Teneurs en poly phénols (TPT) et flavonoides totaux (TFT) de deux extraits d’A.
seyal.

Extraits TPT (mg GA/100 g MS )* TFT (mg QE /100 g MS)*
Methanol 1927,1+11,1 30,9+1,5
Eau 1820,5+13,6 13,845,3

*TPT et TFT de deux extraits d’A. seyal. La teneur en composés phénoliques est exprimée en
milligrammes équivalent d’acide gallique (mg GAE); celle des flavonoides totaux en milligrammes
équivalent de quercétine (mg QE). Ces résultats se rapportent a 100 grammes de matiére séche (MS).

Par ailleurs, les teneurs massiques en tanins condensés ont été évaluées dans les deux extraits
en les précipitant comme décrit dans la section matériels et méthode. Ils sont riches en tanins
condensés avec des teneurs tres proches pour les deux extraits, 82,842,3% de I’extrait
méthanolique sec et 80,7+1,1% dans I’extrait aqueux sec (figure 57). Le filtrat (F) obtenu est

exempte de ces polymeéres taniques.
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Figure 57 : Pourcentages de tanins condensés dans 1’extrait méthanolique (E. Meth) et dans
I’extrait aqueux (E. Aq) d’Acacia seyal.
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2 Activité antioxydante

Les tests d’activité antioxydante portent sur I’extrait brut d’Acacia seyal, le filtrat et le

précipité des deux extraits méthanolique et aqueux.

Trois méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante ont été utilisées sur les échantillons
testés a savoir DPPH, ABTS et FRAP.

Avec les méthodes DPPH et ABTS, les concentrations inhibitrices IC50 des échantillons sont

déterminées et leurs valeurs sont representées dans la figure 58.
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Figure 58: Evaluations de I’activité antioxydante de 1’écorce d’A. seyal selon les méthodes
DPPH/ABTS. A : extrait méthanolique et B : extrait aqueux.

Les concentrations 1C50 obtenues avec les méthodes DPPH/ABTS sont 150+2,2/27+1,3 ;
250+1,3/50£0,3 et 95+1,1/ 10+0,2 pg/mL pour I’extrait brut de méthanol, le filtrat et le
précipité respectivement. De méme les IC50 obtenues avec les mémes méthodes
DPPH/ABTS sont 183+3,5/33+0,1 ; 321+5,1/41+0,2 et 136+1,1/ 21+0,1 pug/mL pour I’extrait

brut aqueux, le filtrat et le précipité respectivement.
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Nous observons que les meilleures valeures d’inhibition des radicaux libres sont attribuées le
précipité riche en tannins condensés. La vitamine C et le trolox sont utilisés comme référence
positif.

Nous remarquons d’autre part, sur la Figure 58, une sous-estimation de la capacité
antioxydante par la méthode DPPH par rapport a la méthode ABTS. Cette observation est
signalée également par Arnao (2000). Cette diminution serait causée par des interférences
induites a la longueur d’onde de lecture de 517 nm. Cette derniére montre le pic d’absorption
du DPPH contrairement a I’ABTS qui dispose de différents domaines d’absorption. Malgré
tout, cette méthode est trés utilisée dans 1’évaluation des activités antioxydantes.

De plus une bonne corrélation est obtenue entre ces deux tests avec R?= 0,998 pour I’extrait
méthanolique (figure 59a). La corrélation est moins bonne pour I’extrait aqueux avec R?=
0,89 (figure 59b) du fait de la faible solubilité du DPPH dans 1’eau.

Ainsi I'utilisation de la méthode DPPH peut se justifier mais doit s’accompagner d’autres

méthodes pour conclure sur I’effet antioxydant d’un échantillon.
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Figure 59: Corrélation linéaire entre ABTS et DPPH des IC50 des extraits méthanolique et
aqueux d’Acacia seyal.

Une troisieme méthode d’évaluation de ’activité antioxydante a €galement été utilisée, il
s’agit de la méthode FRAP (tableau 18). Contrairement aux deux méthodes précédentes,
I’activité est exprimée en quantité équivalente d’une référence positive, la vitamine C dans

cette étude.
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Dans les deux extraits, méthanolique et aqueux, le précipité de tanins condensés donne la
meilleure activité antioxydante. Cette observation est valable aussi pour les methodes de

mesure de I’activité antioxydante précédentes (ABTS et DPPH).

Cette forte activité peut étre liée au fait que le précipité est constitué quasi exclusivement de
tanins condensés qui sont des polyphénols (voir paragraphe 4). En effet, le lien entre

polyphénols et activité antioxydante est largement démontré dans la littérature (Koné, 2009).

Tableau 18: Evaluations des activités antioxydantes de 1’écorce de I’A. seyal avec la méthode
FRAP. VE : Vitamine C Equivalent et MS : matiére végétale seche.

FRAP
Echantillons (ug VE/ g MS)
Brut 45,7+6,1
Filtrat 20,7+2,3
Méthanol

Précipité 54,4493
Brut 57+1,0

Filtrat 3,7£1,6

Eau

Précipité 6,7+1,1

3 Fractionnement bioguideé

Les deux extraits, aqueux et méthanolique, ont été evalués pour leur activité antibactérienne

sur neuf souches bactériennes (tableau 19).

Les études phytochimiques se poursuivent sur I’extrait méthanolique qui présente la meilleure
activité antibactérienne avec 64 pug/mL contre Staphylococcus aureus ABC1 et
Corynebacterium urealyticum ABC145 et 512 pg/mL contre Pseudomonas aeruginosa

ABCA4.
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Il est & souligner que I’extrait aqueux présente une certaine toxicité contre les cellules MRC-5
embryonnaires de poumons. En effet dans les puits traités avec cet extrait la densité cellulaire

diminue a I’observation microscopique (figure 60).

B.

Figure 60: Observation microscopique de I’effet de 1’extrait aqueux d’Acacia seyal a
différentes concentrations sur les cellules MRC-5 a 24 heures. A : témoin DMSO, B : 64
pug/mL, C: 128 pg/mL, D : 256 pg/mL, objectif X10.

A 128 et 256 pg/mL d’extrait aqueux d’A. seyal, les cellules (Figure 60 C-D) n’ont plus leur

morphologie caractéristique et de nombreuses cellules mortes sont observées.

Des photos prises au microscope apreés coloration au rouge neutre ont permis de constater une
augmentation du nombre de lysosomes et une plus forte coloration (gris sur les photos
puisque la caméra ne transmet pas la couleur) dans les cellules traitées comparativement aux
cellules témoins (figure 61). Les lysosomes sont des organites qui servent a la destruction et
I'évacuation des déchets cellulaires. Ces derniéres se sentant agressées vont augmenter le
nombre des ces "poubelles” pour se débarrasser des composées toxiques.
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Figure 61: Observation microscopique de I’effet de 1’extrait aqueux sur les cellule MRC-5 a
24 heures, apres coloration au rouge neutre. A : témoin DMSO, B : 64 ng/mL, C : 128 pg/mL,
D : 256 pg/mL, objectif x40.

Comme indiqué ci-dessus, I’extrait aqueux est riche en tanins condensés. La toxicité de cet
extrait aqueux est peut-étre liée a la haute teneur en tanins. Ces derniers sont précipités et
I’extrait est séparé en deux : Précipités de tanins condensés (P) d’une part et le filtrat (F)

d’autre part.

Ces deux fractions P et F ont été évaluées pour leur toxicité et une concentration entrainant
50 % de mortalité cellulaire est recherchée. La fraction P a une concentration 1C50 de
241,2+16,8 ng/mL et F n’est pas toxique car la viabilité cellulaire a 1024 pg/mL (plus haute
concentration testée) est de 88,9 £ 5,2 % (tableau 19). Les tanins condensés de cet extrait

aqueux pourraient donc étre responsables de la toxicité cellulaire observée.
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Tableau 19 : Toxicité du précipité et du filtrat de 1’extrait aqueux de I’écorce d’A. seyal sur
les cellules saines embryonnaires de poumon MRC-5.

IC50 (ug/mL)

Précipté 241,2+16,8

Filtrat >1024

Traditionnellement, 1’extrait aqueux est utilisé et présente donc des risques de toxicité si la
consommation est réguliere. 1l serait bénéfique de proposer des extraits débarrassés de ces

polymeres taniques qui seraient a 1’origine de cette toxicité.

Par ailleurs Pactivité antibactérienne de 1’extrait méthanolique est améliorée aprés la
précipitation des tanins, passant de 64 pg/mL a 32 pg/mL contre Staphylococcus aureus
ABCL1 et Corynebacterium urealyticum ABC145 mais I’activité antibactérienne reste stable a

512 pg/mL contre Pseudomonas aeruginosa ABC4.

Dans le but d’isoler des molécules bioactives pures, le filtrat F (3,189) est alors soumis a une
séparation par combiflash en utilisant une colonne RediSep R+ TELEDYNE de 120 g de
silice. Le systéme d’éluent est constitué de toluéne-acétate d’éthyle 75-15 en isocratique. Les
fractions collectées sont regroupées en douze fractions (F1 a F12) aprés comparaison des
profils CCM (Figure 62).

Ces fractions sont évaluées pour leur potentiel antibactérien contre les trois souches
bactériennes sensibles a I’extrait de cette plante (Tableau 20) : Staphylococcus aureus ABC1,

Corynebacterium urealyticum ABC145 et Pseudomonas aeruginosa ABCA4.

Les fractions F5 et F12 seront sélectionnées pour la suite du fractionnement en raison de leur
activité antibactérienne. En effet la fraction F5 posséde des CMI égales a 128 ug/mL contre
les trois souches testées. La fraction F12 a une CMI intéressante a 32 ug/mL contre S. aureus
ABC1 et 128 pg/mL contre les deux autres souches bactériennes (C. urealyticum ABC145 et
P. aeruginosa ABC4).

La fraction F5 (52,3 mg) est séparée sur une plaqgue CCM préparative de silice 20X20 cm
avec 1’éluant toluene-acétate d’éthyle 75-15 v /v (Figure 63). Apres grattage du spot F5B, le

composé H (6 mg) est isolé.
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De méme, la fraction F12 (2032 mg) est fractionnée en utilisant le systéme d’éluant acétate
d’éthyle-méthanol-eau 100-13,5-10. La sous fraction F12-2 (234,8 mg) est soumise & une
chromatographie HPLC préparative Gilson équipée d’une pompe 321 et d’une colonne C18
ODS HYPERSIL 5UM 250X21. L’¢lution se fait en suivant un gradient avec le solvant A (2
% v/v acide formique dans 1’eau) et le solvant B (2 % v/v acide formique dans le méthanol) :
t=0-10 min, 0% B ; t= 10-50min, 0 & 100 % B ; t= 50-55min, 100 % B. Trois composés | (18
mg), J (7 mg) et K (16 mg) ont été isolés.

Les quatre composés isolés, H, I, J et K ont été testés pour leur activité antibactérienne vis-a-

vis des mémes souches bactériennes (tableau 20).

Nous avons observé une nette augmentation des concentrations minimales inhibitrices pour
les composés purs, et donc une diminution des activités antibactériennes par rapport aux
fractions qui les contiennent. Par exemple contre la souche Staphylococcus aureus ABC1, la
CMI passe de 32 pug/mL pour la fraction F12 a 256 pug/mL ou plus pour les quatre composés
purs. De méme pour la souche Corynebacterium urealyticum ABC145, la diminution de
I’activité est tangible en passant de 128 pg/mL pour la fraction F12 a 512 pg/mL ou plus pour

les quatre composés isolés.

Quelque soit la souche bactérienne testée ici, 1’activité antibactérienne est moindre pour les
composés purs que pour les extraits ou les fractions. Cette diminution ou perte d’activité peut
s’ expliquer par le fait que I’activité d’un extrait (ou d’une fraction) est due a un ensemble de

composeés agissant en synergie (Engelbertz et al., 2012).

Pour vérifier cette hytpothese, un mélange des composés H et K a été réalisé pour trouver
une éventuelle amélioration de leur activité antibactérienne respective. La CMI de ce mélange
est de 512 pg/mL contre Staphylococcus aureus ABC1 et de 1024 pg/mL contre
Pseudomonas aeruginosa ABC4 et Corynebacterium urealyticum ABC145. L’effet

synergique n’a pas été observé.

Cependant en raison des faibles quantités isolées, nous n’avons pas pu tester d’autres

combinaisons.

De méme un composé actif dans un extrait (ou une fraction) peut étre dégradé lors de sa

purification et donc perdre son activité (Rasoanaivo et al., 2011).

129



] L

wia1Ipesb (4v %2) HOBIN
-ne3 ‘sao 819 ‘daud D71dH

0T-G'€T-00T M-UIBIN-1800V
‘201118 BOZT ‘yserpqwod

GT: G/ 1809V
-101 ‘02X 02 81eld ‘daidDTL

_ N._”u___ 114 __ oE_ _m“__

_ 84 _ _ & _ 94 | 74 E &) T4

GT: G/ a1e1aae JA3 -101 ‘a011s BOZT ‘yselyiquiod

sues anbi|

suiuug)
ouBRyIW Henx3

$9SUSPUOD sulue) uoneldioald

anbijoueyaw Jenx3

xnanbe 11ex3

UOI7RI3IBW 13| YX0S

801009 [3Q [eAss eloRIY

Bio fractionnement des extraits de 1’écorce d’A. seyal.
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Figure 63: CCM préparative sur la fraction F5 sous UV.
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Tableau 20: Activités antibactériennes des extraits (méthanolique et aqueux), des fractions
(F1-12) et des composés purs seuls (H-K) ou combinés d’A. seyal.

Souches E.c S.s S.en S.a P.a K.p S.ep S.ag Cu
bactériennes
Q Methanol | >1024 | >1024 | >1024 | 64 512 >1024 | >1024 | ND 64
§_ Eau >1024 | >1024 | >1024 | 512 >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024
w
F(MeOH) 32 512 32
P(MeOH) 512 >1024 >1024
F1 >256 | >256 >256
5‘ F2 128 | >256 256
%‘ F3 >256 | >256 >256
v F4 >256 | >256 >256
F5 128 128 128
F6 256 256 >256

131




F7

>256

F8

>256

F9

>256

F10

>256

F11

256

F12

128

Composé
H

512

Composé
|

>1024

Composé
J

sasodwod

>1024

Composé
K

1024

H+K

128 256
128 128
256 >256
>256 | >256
>256 | 128
32 >1024
512 >1024
256 >1024
>1024 | >1024
1024 | 1024
512 1024

1024

E.C : Escherichia coli ABC5; S.s: Shigella sonnei ABC16; S.en: Salmonella enteric sv. Typhi

ABCL17; S.a : Staphylococcus aureus ABC1; P. a: Pseudomonas aeruginosa ABC4; K.p: Klebsiella

pneumonia ABC12; S. ep: Staphylococcus epidermidis ABC91; S. ag: Streptococcus agalactiae
ABCG6 and C.u: Corynebacterium urealyticum ABC145.

4 Caractérisation des composes purs

Le criblage biologique et 1’étude phytochimique réalisés sur 1’écorce d’Acacia seyal ont

permis d’isoler quatre composés bioactifs H, I, J et K.

L’étude des spectres *H, *C, COSY, HSQC et HMBC, la comparaison avec la description

trouvée dans la littérature et la comparaison avec les standards disponibles au laboratoire ont

permis de déterminer les structures des molécules.
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4.1 ldentification du composé H

Apres analyse du spectre de masse et des spectres mono et bidimensionnels en RMN, nous
pouvons affirmer que le composé H est identique au composé G (identifié comme étant le B-

sitostérol) présent dans le fruit 1I’Indigofera caerulea et décrit dans le chapitre précedent.

4.2 ldentification du composé |

Le spectre de masse du composé | en électrospray mode négatif (figure 64) possede un ion
quasi moléculaire a m/z 289 [M-H], conduisant a une masse molaire de 290 u.

2890726

Intens.
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CO2 +0.0007

05 CH2=C=0 - 0.0001
2450821
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219.0518 311.0536 357.0576 3730236
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180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 miz

Figure 64: Spectre de masse du composé |

» Description RMN

Aprés purification, nous avons obtenu 18 mg du composé I. Ce dernier se présente comme
une poudre marron.

Aprés analyse du spectre du proton *H, 3C et de leurs corrélations (Figure 65-69) nous
retrouvons :
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- les signaux des protons aromatiques des cycles A et B d’un flavonoide substitué¢ en 5, 7, 3’
et 4’ :5.96 ppm (d, J = 2.2 Hz, H-6), 5.94 ppm (d, J = 2.3 Hz, H-8), 6.98 ppm (d, J = 1.2 Hz,
H-2), 6.76 ppm (d, J = 8.2 Hz, H-5") et 6.81 ppm (dd, J =8.2 Hz, J =1.5 Hz, H-6") ;

- les signaux de deux protons a 2.86 et 2.74 ppm forment deux doublets dédoublés dont 1’'une
des constantes de couplage J = 16.8 Hz est caractéristique d’un couplage géminal ;

- les protons a 2.86 et 2.74 ppm sont deux protons diastéréotopiques, comme confirmé en
HSQC, et forment les doublets dédoublés de constante de couplage respectivement J = 4.7
HzetJ=27Hz;

-nous pouvons observer un singulet élargi a 4.82 ppm ;

- sur le spectre COSY, nous pouvons observer que les deux protons a 2.86 ppm et 2.74 ppm
couplent tous les deux avec le proton d’un groupement hydroxyle a 4.17 ppm ;

-Dans le spectre du carbone *3C nous observons quinze signaux, sept carbones quaternaires
aromatiques ainsi que cing CH aromatiques ;

-En comparant les spectres des flavonoides A, B, C (l. caerulea), nous ne pouvons pas
observer le groupement carbonyle ;

-Le spectre HSQC nous permet d’attribuer un CH substitué par un hétéroatome (80.0 /4.83

ppm), un groupe CHOH (67.6 / 4.17 ppm) et un groupe CH2 (29.3/ 2.86 et 2.74 ppm) ;

-En HMBC nous observons des corrélations entre C-10 et les deux protons portés par C-4 et
le proton a 4.17 ppm.

-Le carbone a 67.6 ppm (C-3) corréle avec le signal a 4.82 ppm (H-2) et avec les deux protons
portés par le carbone C-4.

-Une corrélation entre le carbone a 29.3 ppm (C-4) et le proton a 4.82 ppm est visible.

-Le carbone a 119.6 ppm (C-2’) montre une corrélation avec le proton a 6.98 ppm (C- 6’) et
avec le proton a 4.82 ppm (H-2).

-Le carbone a 115.4 (C-6") correle avec le proton a 6.8 ppm (H-2’) et avec le proton a 4.82
ppm (H-2).

Ces données sont rassemblées dans le tableau 21.

134



Tableau 21 : Données 'H et **C du composé .

Position 13C (ppm) 'H (ppm)
2 80.0 4.82 sbr
3 67.6 417 m
4 (aeth) 293 2.86 (dd, 16.6, 4.7)
2.74 (dd, 16.5, 2.7)
5) 157.7
6 96.5
7 158.1
8 96.0 5.93 (dd, 10.6, 2.2)
9 157.4
10 100.2
1’ 132.4
2 119.5 6.8 (dd, 8.2, 1.5)
3 145.8
4’ 146.0
5 116.0 6.76 (d, 8.2)
6 1155 6.98 (d, 1.2)
° s T R S SO T [«
| i/ ||
e o)

Figure 65: Spectre du proton *H du composé | dans CDzOD a 400 MHz.
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Figure 66: Spectre du carbone 3C du composé I dans CDsOD a 100 MHz.
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Figure 67: Spectre COSY du composé | dans CD30D a 400 MHz.
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Figure 68: Spectre HSQC du composé | dans CD30D a 400
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Figure 69: Spectre HMBC du composé | dans CD30D a 400 MHz.

Apreés I’étude du spectre de masse, de I’analyse RMN, en comparaison avec les données de la
littérature, nous pouvons identifier le composé | comme étant la (-)-épicatéchine (figure 70).

OH
3
5 OH
HO N s
7 6
"OH
5 4
OH

Figure 70: Structure de 1’épicatéchine.
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X10°

4.3 ldentification du composé J

Le spectre de masse du composé J est semblable a celui du composé | avec un ion quasi
moléculaire a m/z 289 [M-H] (figure 71).

1.0 289.0719

245.0810
¢

0.24 179.0350
1., 9 . 357.0586

Figure 71: Spectre de masse du compose J.

» Description RMN

Aprés purification, nous avons obtenu 7 mg du composé J. Ce dernier se présente comme une
poudre marron.

Les spectres RMN des composées | et J sont similaires. Cependant nous pouvons remarquer
des différences (Figure 72-76) :

- les signaux des protons aromatiques des cycles A et B d’un flavonoide substitué en 5, 7, 3’
et4’:5.93 ppm (d, J = 2.3 Hz, H-6), 5.86 ppm (d, J = 2.3 Hz, H-8), 6.72 ppm (dd, J =8.2, 2.0
Hz, H-6’), 6.76 ppm (d, J = 8.0 Hz, H-5") et 6.85 ppm (d, J =2.0 Hz, H-2’) ;

- les signaux de deux protons a 2.86 et 2.49 ppm formant des doublets dédoublés dont I’une
des constantes de couplage J = 16.8 Hz est caractéristique d’un couplage géminal ;

- les protons a 2.86 et 2.49 ppm sont deux protons diastéréotopiques, comme confirmé en
HSQC ;

-La constante de couplage du doublet a 4.57 ppm (H-2) est de 7.6 Hz. Elle est une constante

de couplage caractéristique de 2,3-trans flavan-3-ols.
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Tableau 22: Données *H et *3C du composé J.

Position 13C (ppm) 'H (ppm)
2 82.9 4.57 (d, 7.6)
3 68.9 3.97 (td, 7.8 5.6)
4 (aeth) 28.6 2.86 (dd, 16.1, 5.4)
2.49 (dd, 16.1, 8.1)
5 157.7
6 96.4 5.93 (d, 2.3)
7 157.9
8 95.6 5.86 (d, 2.3)
9 157.0
10 100.9
I’ 132.3 -
2’ 120.1 6.72 (dd, 8.2, 2.0)
3 146.33
4’ 146.31
5 116.2 6.76 (d, 8.0)
6 115.4 6.85 (d, 2.0)
e T [
~ e g o
6 5 4 [ppm]

Figure 72: Spectre du proton *H du composé J dans CDsOD & 400 MHz.
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Figure 73: Spectre du carbone **C du composé J dans CD3OD a 100 MHz.
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Figure 74: Spectre COSY du composé J dans CD3OD a 400 MHz.
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Figure 75: Spectre HSQC du composé J dans CDsOD a 400 MHz
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Figure 76: Spectre HMBC du composé J dans CDs0OD a 400 MHz.
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Aprés I’étude du spectre de masse, de I’analyse RMN (tableau 22), en comparaison avec les
données de la littérature et le standard, nous pouvons identifier le composeé J comme étant la

catéchine (figure 77).

OH
z
” OH
HO 02 5
7 6
S y~ TOH
OH

Figure 77: Structure de la Catéchine (compose J).

4.4 ldentification du composé K

Les spectres de masse en mode négatif et positif, du composé K (figure 78) montrent dans
les deux cas la perte des groupes galloyl. En effet les deux pertes enregistrées sont 152,0484u
puis 136,0130u et 153,0548u et 137,0223u respectivement pour le mode négatif et positif. Les
fragments obtenus (291,0876 ou 289,0663) correspondent a la masse de I’épicatéchine/
catéchine décrite plus haut. L’analyse des spectres massiques et la comparaison avec la

littérature, indiquent que le composé K serait la catéchine digallique (figure 79).

x10°

4] 136.0130

1+ 1+
Galloyl groupe - 00 4250793 152.0458 578.1313

11 289.0663 .

l 451.0932

245.9426
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Figure 78: Spectre de masse (négatif (a) et positif (b)) du composé K.
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Figure 79: Structure probable du composé K (catéchine digallique).

5 Caractérisation des tanins condenseés

Les deux extraits sont riches en tanins condensés avec des teneurs trés proches, 82,8+2,3 %
pour I’extrait méthanolique et 80,7+1,1 % pour I’extrait aqueux. Leur analyse est faite avec un
MALDI-TOF-TOF.

Les pics s’étalent de 737,3 a 2345,6 Da pour I’extrait méthanolique et de 617 a 2345,6 Da
pour I’extrait aqueux (figure 80 et tableau 23). Deux unités de répétition sont repérées avec
des masses moléculaires de 290 et 306 Da. Ces masses correspondraient aux

épi/gallocatéchine et épi/catéchine (figure 81).
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Figure 80: Spectre MALDI-TOF de tanins condensés des extraits méthanolique et aqueux de
I’écorce d'Acacia seyal.
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Figure 81: Unités de base des structures détectées en MALDI-TOF-TOF dans les extraits
d’écorce d’Acacia seyal.

Deux types d’enchainements sont identifiés pour les tanins condensés de [1’extrait
méthanolique (S1 et S2) et deux pour ceux de I’extrait aqueux (S3 et S4) (tableau 23).

Dans la série S1 de ’extrait méthanolique, les pics correspondent a des combinaisons de ces
deux monomeres, catéchine et gallo-catéchine, ajoutés de 136 Da. Il est rapporté qu’une
estérification peut avoir lieu entre la catéchine et un acide dihydroxybenzoique (Ucar et al.,
2013). Cependant la présence d’un ester dans le précipité n’est pas observée avec I'IR de
I’échantillon (absence de pics caractéristique entre 1650 a 1750 cm™et autour de 2900 ;

figure A annexe 1). Cette estérification pourrait avoir lieu lors de 1’analyse MALDI-TOF,
146



entre la catéchine et la matrice DBH (2,5 dihydroxybenzoique) qui est un acide carboxylique

(Duval et Averous, 2016) comme indiqué dans la figure 82.
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HO, HO o O
OH OH
HO. o + + H.0
o - >
(]
o OH
oH
HO OH
OH [e}
HO

Catéchine DHB Catéchine + 136

Figure 82: Estérification de la catéchine avec une molécule de la matrice DHB pendant
I’expérimentation avec le MALDI-TOF (Duval et Avérous, 2016).
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Tableau 23: Assignation des principaux pics du spectre MALDI-TOF des tanins d'Acacia

seyal. DP : Degré de polymérisation. * estérification lors de 1’analyse.

Série | [M+Na] [M+Na] gallo Catéchine | Acide Cat+136* | DP
expérimentale | théorique | catéchine (Cat) gallique
304,058303 | 288,063388 | 152,010956 | 136,016
S1 737,3 737,1 2 1 2
S1 1025,3 1025,2 3 1 3
S1 1329,4 1329,3 1 3 1 4
S1 1633,4 1633,3 2 3 1 5
S2 889,3 889,2 3 3
S2 905,2 905,2 1 2 3
S2 921,2 921,2 2 1 3
S2 1193,0 1193,3 1 3 4
S2 1481,4 1481,3 1 4 5
S2 1769,5 1769,4 1 5 6
S2 2057,5 2057,4 1 6 7
S2 2345,6 2345,6 1 7 8
N N N R
S3 617,2 617,1 1 1 0 2
S3 905,2 905,2 1 2 0 3
S3 1193,3 1193,3 1 3 4
S3 1481,4 1481,3 1 4 0 5
S3 1769,4 1769,4 1 5 0 6
S3 2057,5 2057,4 1 6 0 7
S3 2345,6 2345,5 1 7 8
S3 2633,6 2633,6 1 8 0 9
S4 769,2 769,1 1 1 1 2
S4 1057,2 1057,2 1 2 1 3
S4 1345,3 1345,3 1 3 1 4
S4 1633,4 1633,3 1 4 1 5
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Chapitre 1V : Caractérisation phytochimique et
activités biologiques de I’huile essentielle de

Cymbopogon commutatus

La partie aérienne de Cymbopogon commutatus renferme de I’huile essentielle avec un
rendement de 1,1 % (8 mL ont été obtenus). Aprés sechage avec le sulfate de cuivre et
filtration, I’huile essentielle est conservée dans le réfrigérateur jusqu’aux analyses chimiques

et biologiques.

1 Etudes phytochimiques de I’huile essentielle de
Cymbopogon commutatus.

Le genre Cymbopogon est trés connu en Aromathérapie pour ses effets antibactériens. Nous
avons cherché a analyser les composés et a évaluer le potentiel antibactérien de I’'HE de C.
commutatus et de faire des comparaisons avec trois autres huiles essentielles commerciales du
genre Cymbopogon : Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus et Cymbopogon winterianus
(tableau 24).

Tableau 24: Origines géographiques de quatre espéces de Cymbopogon.

Noms scientifiques des HE Origines

Cymbopogon citratus (CC) Guatemala

Cymbopogon commutatus (CM) | Djibouti

Cymbopogon nardus (CN) Sri lanka

Cymbopogon winterianus (CW) | Indonésie

L’analyse des différents constituants de ces quatre huiles essentielles est effectuée en utilisant
la GCMS. Avec 39 composés (> 0,1%) I’HE de Cymbopogon nardus est I’HE la plus riche en
composés et celle de Cymbopogon commutatus la moins riche avec 18 composés différents
(tableau 25). Cing composés sont communs aux quatre huiles essentielles a savoir (+)-(R)-

Limonéne, géraniol, géraniol acétate, alpha et gamma éléméne. De son coté, Cymbopogon
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citratus possede 36 composés dont 58 % ne sont communs a aucune de trois autres huiles
essentielles alors que cette part spécifique n’est que de 31 % pour Cymbopogon commutatus
(Figure 83). L’HE de cette derniére espece dispose d’un composé largement majoritaire, la
pipéritone a 73,9 %. Sa présence prédominante est confirmée avec 1’enregistrement RMN *H
et 1°C de I’huile essentielle de C. commutatus d’une part et du standard pipéritone d’autre part
(Annexe 1- Figure B-E).

La comparaison entre les deux spectres nous montre :

- la présence de 2 doublets a 0.85 ppm et 0.74 ppm avec une constante de couplage de 7 Hz,
typique du groupement isopropyl.

- le multiplet du proton de la double liaison & 5.73 ppm

- Dans le spectre du *C nous pouvons trouver dix signaux : 201.3, 161.3, 126.8, 51.6, 30.4,
,25.9, 24.1, 23.0, 20.7, 18.6.

- la présence de 2 doublets a 0.85 ppm et 0.74 ppm avec une constante de couplage de 7 Hz,
typique du groupement isopropyl.

- le multiplet du proton de la double liaison a 5.73 ppm

- Dans le spectre du *C nous pouvons trouver dix signaux : 201.3, 161.3, 126.8, 51.6, 30.4,
25.9,24.1, 23.0, 20.7, 18.6.

Les spectres RMN 'H de I’huile essentielle et le standard se callent totalement montrant la

prédominance de ce compose (figure 84).
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Figure 83: Répartition des constituants des quatre huiles essentielles : Cymbopogon citratus,
Cymbopogon commutatus, Cymbopogon nardus et Cymbopogon winterianus.
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Par ailleurs la principale famille de composés, quelque soit I’HE, est celle des monoterpenes
oxygénés (Figure 85). Cette famille représente 85,6 %, 83,2 %, 53,2 % et 67,7 % des

constituants de C. citratus, C. commutatus, C. nardus et C. winterianus respectivement.

100 -
80 -

o 60 1 mCC%

40 - BCM %

20 ~ CN %

0 - mCW %

MTH MTO  STH STO E
Types de composés

Figure 85 : Répartition des constituants des quatre huiles essentielles pures; MTH/MTO
(monoterpénes hydrocarbonés/oxygéneés), STH/STO (sesquiterpenes hydrocarbonés/
0Xxygenés) et E (esters).

Lors de I’évaluation des activités antibactériennes, les huiles essentielles ne se solubilisent pas
entierement dans le milieu de culture qui est majoritairement constitué d’eau. Il est crucial de
ce fait de connaitre les composés solubilisés dans 1’eau. Nous avons décidé d’agiter fortement
I’HE avec de I’eau a 1’aide d’un vortex, ce qui aboutit a I’obtention de deux phases : une eau
aromatique placée sous la couche d’HE (Figure 86). Une faible quantité de composés
hydrophiles de I’HE se dissout dans 1’eau et la partie hydrophobe de I’HE reste dans la phase
supérieure. La partie inférieure, 1’eau aromatique, est utilisée pour réaliser les tests d’activité
antibactérienne et la couche supérieure non soluble dans 1’eau est enlevée pour éviter une

asphyxie des souches bactériennes.
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Figure 86: Préparation de I’eau aromatique pour les tests antibactériens.

Ces deux phases, eau aromatique et partie non soluble dans I’eau, sont analysées en GCMS
(tableau 25). Les constituants hydrosolubles présents dans I’eau aromatique sont séparés par

une extraction liquide-liquide en utilisant de 1’heptane.

D’un point de vue qualitatif, I’analyse de I’eau aromatique des quatre HE montre la présence
de nombreux constituants qui sont communs aux HE pures. En effet dans 1’eau aromatique de
C.commutatus, C. nardus et C. winterianus nous retrouvons respectivement 17, 35 et 29
composés sachant que les HE pures correspondantes renferment respectivement 18, 39 et 32
composés (figure 87a). Seule I’ecau aromatisée de Cymbopogon citratus possede beaucoup

moins de constituants (22) par rapport a son HE pure (36).

Cependant d’un point de vue quantitatif, la quantité de composés extraits dans I’eau
aromatique est faible comparativement a la quantit¢ HE pure mise en ceuvre. Sur 100 mg
d’huile essentielle pure, on obtient 1,38 = 0,2 mg, 6,84+1,1 mg ; 1,65+0,3 mg et 4,58+0,3 mg
résidu de I’eau aromatique pour C. citratus, C. commutatus, C. nardus et C. winterianus
respectivement (figure 87b). Il est a remarquer que I’HE de C. commutatus présente la plus

grande quantité de composés hydrosolubles (6,84+1,1 mg) comparativement aux autres HE.
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Figure 87 : (a) Nombre de constituants présents dans I’huile essentielle pure et dans I’eau
aromatique et (b) la quantité hydrosolubilisée en mg pour chacune de quatre huiles
essentielles C. citratus (CC), C. commutatus (CM), C. nardus (CN) et C. winterianus (CW).
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Tableau 25 : Composition chimique de quatre huiles essentielles.

CC CM CN CWwW

RT
(min) | Composés P% |H% |[NH % [P% |[H% |NH% |P% |H% |NH % |P% H% |[NH%
4,13 | tricyclene 1 1,1

4,42 | Pinene 2,2 2,08

4,9 | Camphene 7,8 7,39

6,04 | sulcatone 0,7/ 08 0,6

6,12 | beta myrcene 0,6 0,82

6,33 | (+)-2-Carene 11,11 0,9 14

7,13 | (+)-(R)-Limonene 6,7| 07| 6,99| 2,7| 56 36| 86| 17| 842 2,1 1,28| 2,16
7,34 | beta tans-ocimene 0,1 0,14 15/ 03] 1,65

7,59 | ocimene 0,8 0,16 0,87

8,19 | 4-Nonanone 1| 0,58 1,04

8,44 | alpha terpinolene 06| 0,44, 0,63

8,78 | beta.-Linalool 12| 1,67 1,2 06| 14| 0,68 04| 0,81 0,5
8,88 | myrtanal 0,1 0,12

9,26 | (E)-p-2-Menthen-1-ol 1,7 51 2,1

9,54 | alpha.-Pineneoxide 0,2 0,21] 0,16

9,62 | (2)-p-2-Menthen-1-ol 09| 3,3 1,3

9,73 | p-Menth-8-en-3-ol 0,2| 211 0,59 15| 3,02 1,38
9,74 | Carane, 4,5-epoxy-, trans 0,2| 0,18| 0,19

9,82 | Citronellal 11| 0,21 0,35 3,7| 252| 3,76| 30,8| 2561| 29,99
9,92 | (-)-Isopulegol 05| 0,22 0,5 06| 0,72 0,53

3-Cyclohexene-1-carboxaldehyde,

0,99 | 1,3,4-trimethyl- 0,5] 0,22 0,5
10,11 | camphenol 0,3] 0,98| 0,13
10,17 | endo-borneol 7,3/15,29| 6,67
10,33 | Carane, 4,5-epoxy-, trans 1,1 1,04 1,06
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10,33 | terpinen-4-ol 1,1] 3,17 1,03

10,54 | 3,5-Octadiene, (Z,2)- 0,1

10,58 | Isopinocampheol 03] 08| 0,28

10,59 | alpha.-Terpineol 2,11 14 28| 16| 502| 155

10,79 | decanal 0,2| 0,24| 0,23

10,81 | Palmitaldehyde 0,1

10,83 | trans-Piperitol 06| 24 0,9

11,09 | Geranyl nitrile 0,1 0,13

11,11 | Citronellol 4| 38| 419| 114| 12,14| 11,64

11,32 | neral 0,3] 0,51 0,28

11,37 | beta citral 32,5| 38,6| 33,02

11,51 | geraniol 58| 6,75| 4,94| 0,3 1 0,2|21,5 28| 18,49| 20,4| 22,31| 19,84

11,6 | piperitone 0,1 054| 0,32|739 62

11,8 | alpha citral 0,4 1| 049 0,6 09| 0,63

11,85 | gamma cadinene 39,9| 434 41,32

12,03 | Borneol acetate 0,7 0,42 0,77

12,03 | Oxide limonene 0,2 0,18

12,24 | geraniol formate 0,1 04| 0,27 0,36

12,88 | p-Menthane-3,8-diol 0,1/ 0,96 0,1

12,97 | Citronellol acetate 16| 0,81 1,6 35| 328] 3,63

12,98 | Citronellyl 2-butenoate 0,2

13,05 | isoeugenol 0,4 0,43

13,11 | Nerol acetate 0,1

13,38 | Geraniol acetate 39| 24| 369| 02| 18 0,3] 65| 3,31| 6,14 48| 455 499
8-Isopropenyl-1,5-dimethyl-

13,44 | cyclodeca-1,5-diene 0,2| 0,16 0,17

13,54 | elemene 0,2 0,4 2 05| 1,1} 0,51] 1,09 42| 366| 431

13,72 | eugenolmethyl 0,6/ 09| 0,58
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13,97 | aromadendrene 02| 14 0,3| 1,7| 0,75] 1,61 0,2 0,19| 0,23
13,97 | cis caryophyllene 13| 0,78 1,27
14,11 | beta cubebene 0,1
14,13 | alpha.-Bergamotene 0,1 0,12 08| 04| 084
14,37 | transisoeugenol 0,3| 0,18| 0,21
cis-2-Isopropylbicyclo[4.3.0]non-3-

14,45 | en-8-one 0,6/ 051 0,6
14,46 | alpha.-Caryophyllene 0,1 0,13
14,7 | gamma.-Cadinene 0,2 0,24| 0,24
14,79 | alpha cubebene 14 12| 1,39 1,1 0,77 1,11
14,86 | alpha farnesene 38| 1,78 3,89
14,98 | Isoeugenol methyl ether 9,8| 10,7 19,01

15 | alpha cadinene 0,8 0,7 0,76
15,19 | gamma.-Cadinene 0,3| 0,24 0,46 0,6/ 059| 0,63
15,24 | cadinene 0,1 09| 0,45/ 0,91 2,3] 1,96 2,3
15,25 | Cadina-3,9-diene 0,2| 1,2 0,3
15,3 | Citronellyl butyrate 0,3| 0,17, 0,37
15,48 | alpha cadinene 0,2 0,13| 0,13
15,62 | b elemol 0,3 0,11| 3,7| 19 5/ 15 1| 156 7,9 74| 8,06
15,68 | Geraniol butyrate 1,9 1| 1,98
15,98 | Germacrene D-4-ol 1,1| 0,87 1,18
16,07 | Caryophyllene oxide 11| 0,64 106| 0,2| 16| 04| 0,3] 0,19| 0,38

Tricyclo[3.1.0.0(2,4)]hexane, 3,6-

16,17 | diethyl-3,6-dimethyl-, trans- 06| 03| 0,71
16,39 | lavandulol 0,2 0,2 0,23
16,4 | alpha.-Pineneepoxide 0,1
16,56 | 1. 6-Eudesmen-4-ol 04| 31 0,5
16,65 | gamma.-Eudesmol 03| 41| 04| 03| 0,14 0,28 06| 063| 0,66
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16,78 | alpha.-Cadinol 1| 0,98 1,01
16,92 | alpha.-Eudesmol 06 1,07 2,21 2,14 2,2
16,93 | 10-epi-elemol 0,1 11 1,5

17,55 | Farnesol 0,1 0,13 0,13
18,12 | Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 0,1

21,4 | trans-Farnesol 0,1

CC : Cymbopogon citratus, CM : Cymbopogon commutatus, CN : Cymbopogon nardus et CW : Cymbopogon winterianus. P : huile essentielle pure ;

partie hydrosoluble de I’HE et NH : partie non hydro.

H:
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Un paramétre qui rend compte de 1’affinité de solubilisation d’un composé dans 1’eau est le
coefficient de partage de ce composé entre ’eau et un autre solvant S non miscible. Ce
coefficient appelé Log P s’obtient par le logarithme du rapport des concentrations du composé
dans le solvant S et dans 1’eau (log Cs/Ceau). La valeur de ce parameétre permet d’indiquer
I’intensité d’hydrophobie ou d’hydrophilie de ce composé. En effet plus la valeur de Log P est
positive, plus Cs>Ceau et donc plus le composé est hydrophobe. En revanche plus la valeur
de ce Log P est négative, plus Cs<Ceau et donc plus le composeé est hydrophile. Les données

de Log P de la plupart des composeés sont disponibles dans la littérature (Kim et al., 2016).

Dans le cas des huiles essentielles qui sont constituées d’un mélange de composés
majoritairement terpéniques, nous prenons en compte les composés majoritaires (tableau 26).

Le Log P de ces composés majoritaires est positif, ces composés sont donc hydrophobes.

Dans le tableau 26, on remarque que la valeur de Log P la plus élevée est obtenue pour le y
cadinene (6,3), c’est le principal composé de I’HE de Cymbopogon citratus. A I’inverse, la
plus faible valeur de Log P est la pipéritone, composé majeur de I’HE de Cymbopogon
commutatus. Ces données expliquent les résultats obtenus pour la quantité de composés
hydrosolubles dans chaque huile essentielle. En effet la quantité hydrosoluble de ’'HE de CM
est la plus élevée avec 6,84+1,1 mg alors que la partie hydrosoluble est la plus faible pour
I’HE de CC avec 1,38+0,2 mg.

Tableau 26: Composés majoritaires et leur Log P.

Huiles essentielles Composes majoritaires (%) Log P
beta.-Citral 32,5 3,45
Cymbopogon citratus | gamma cadinene 39,9 6,3
Cymbopogon
commutatus Pipéritone 73,9 2,85
Géraniol 21,5 3,2
Cymbopogon nardus | Isoeugenolmethylether 9,8 3,5
Cymbopogon Citronellal 30,8 3,5
winterianus Geraniol 20,4 3,6

159



2 Activités antibactériennes

La concentration inhibitrice minimale (CMI) de ces quatre huiles essentielles a été évaluée sur
des souches bactériennes pathogenes. Actuellement, il n’existe aucune réglementation ou
recommandation d’évaluation in vitro des activités antibactériennes des HE (Fontanay et al.,
2015). Le non solubilité des huiles essentielles dans le milieu de culture des bactéries,
principalement constitué d’eau, entrave une bonne évaluation de ’activité antibactérienne. Ce
probléme est soulevé dans la littérature et certains auteurs utilisent des dispersons d’HE. Nous
avons testé différents agents de dispersion de I’HE dans I’eau (DMSO, Tween 80, PEG 200
et 400, éthanol, tampon phosphate). Seuls le DMSO et 1’éthanol donnent des suspensions
stables et non opaques de I’HE dans 1’eau. Mais le pourcentage de ces deux agents de
dispersions (éthanol et DMSO) nécessaires pour la solubilisation des huiles essentielles dans
les milieux de culture dépassent 20 %. Ce qui induit soit une mauvaise interprétation de
I’activité réelle (I’activité bactéricide du solvant est non négligeable) soit une toxicité des

formulations obtenues.

Il est a souligner que notre recherche s’appuie sur des utilisations traditionnelles ou aucun
usage d’émulsionnant n’est rapporté. De ce fait, nous avons décidé d’agiter fortement ’'HE
avec de I’eau a I’aide d’un vortex, ce qui aboutit a I’obtention de deux phases : une eau
aromatique placée sous la couche d’HE (figure 86). Comme nous 1’avons montré ci-dessus,
une faible quantité de composés hydrophiles de I’HE se dissout dans I’ecau et la partie

hydrophobe de I’HE reste dans la phase supérieure.

Dans un premier temps 1’eau aromatique obtenue avec les différentes huiles essentielles, est
utilisée pour réaliser les tests d’activité antibactérienne. L’eau aromatique des quatre especes
de Cymbopogon sont testées sur sept souches bactériennes dont deux a Gram +
(Staphylococcus aureus ABC1 et Enterococcus faecalis ABC3) et cing a Gram -
(Pseudomonas aeruginosa ABC 4, Escherichia coli ABC5, Klebsiella pneumoniae ABC12,
Acinetobacter baumannii ABC14, Enterobactercloacae ABCA45). Par ailleurs, quatre
composés majoritaires de I’HE de Cymbopogon commutatus a savoir le (x)-(R)-limonéne, le
géraniol, le terpinéol et la pipéritone, sont testés pour leur pouvoir antibactérien sur ces

mémes bactéries (tableau 27).
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L’eau aromatique de Cymbopogon commutatus et de Cymbopogon nardus agissent contre
cing souches bactériennes (Staphylococcus aureus ABC1, Enterococcus faecalis ABC3,
Pseudomonas aeruginosa ABC 4, Escherichia coli ABC5 et Acinetobacter baumannii
ABC14), I’eau aromatique de Cymbopogon winterianus est active contre trois souches
bactériennes (Staphylococcus aureus ABC1, Escherichia coli ABC5 et Acinetobacter
baumannii ABC14) et enfin 1’eau aromatique de Cymbopogon citratus n’a présenté une
activité antibactérienne significative que sur deux bactéries (Staphylococcus aureus ABC1 et
Escherichia coli ABC5). Il faut noter que ces eaux aromatiques n’ont pas une action
antibactérienne en lien avec les bactéries & Gram + ou & Gram -, contrairement aux extraits

des plantes qui sont plut6t actifs contre les bactéries a Gram + (Helander et al., 1998).

La pipéritone, composé tres largement majoritaire (73,9 %) de I'HE de Cymbopogon
commutatus est active contre Staphylococcus aureus ABC1 et Pseudomonas aeruginosa ABC
4 avec des CMI de 0,04 % et 1,25 % respectivement. Par ailleurs le géraniol agit sur toutes les
bactéries sensibles a ’'HE de Cymbopogon commutatus. Cependant le limonene (%), a la
concentration maximale de 5 %, n’a présenté aucune activé antibactérienne sur I’ensemble des
souches bactériennes testées. Bien que les activités antibactériennes des composés majeures
de cette HE de C. commutatus soient démontrées, il est difficile d’identifier le ou les principes
actifs responsables de 1’activité antibactérienne de I’HE. En effet ’activité d’un composé, seul
ou présent dans un mélange de composés tel qu'une huile essentielle, n’est pas identique en
raison des actions de synergie observée dans un mélange. De plus, certains composés,
minoritaires, peuvent avoir une activité majeure dans 1’action biologique comparativement

aux composés majoritaires.
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Tableau 27 : CMI (en %) de I’eau aromatique des huiles essentielles de quatre espéces de
Cymbopogon et de quatres composés majoritaires de I’HE de Cymbopogon commutatus.

Souches

Staphylococcus aureus
ABC1

Enterococcus faecalis
ABC3

Pseudomonas

aeruginosa ABC 4

Escherichia coli ABC5

Klebsiella pneumoniae
>50 | >5% | >5% | >5%
ABC12

Acinetobacter baumannii
ABC14

Enterobactercloacae
ABC45

CC: Cymbopogon citratus, CM : Cymbopogon commutatus, CN: Cymbopogon nardus CW :
Cymbopogon winterianus. Géraniol (G), (+)-(R)-Limonéne (L*), (-)-(R)-Limonene (L"), pipéritone (P)
et terpinéol (T).

De manieére a évaluer la cytotoxicité de ces huiles essentielles, une évaluation de la toxicité de
I’eau aromatique des quatre huiles essentielles est réalisée sur des cellules pulmonaires MRC-
5 en utilisant des concentrations correspondantes aux CMI obtenues pour les tests
antibactériens (tableau 28). La toxicité est trés forte pour 1’eau aromatique de I’'HE de CM
(1.25 %) et CW (0.3 %) avec des pourcentages de cellules vivantes MRC-5 de 1,79 % et 7,03
% respectivement. En revanche les concentrations les plus élevées de 1’eau aromatique de CC
a5 % etde CN a 25 % ont une plus faible toxicité sur les cellules MRC-5. En effet les
pourcentages de cellules vivantes apres traitement avec 1’eau aromatique de CC et de CN sont
72,7 % et 34,31 % respectivement. Nous observons donc que plus une eau aromatique d’une
huile essentielle est active (et donc une CMI faible) plus elle présente une forte cytotoxicité

(pourcentage faible de cellules survivantes).
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Tableau 28 : Viabilité des cellules MRC-5 aprés traitement de 24 heures par I’eau aromatique
des huiles essentielles.

Huiles essentielles Concentrations (%) Viabilité cellulaire (%)
Cymbopogon citratus 2,5 66,74

Cymbopogon commutatus 1,25 1,79

Cymbopogon nardus 2,5 34,31

Cymbopogon winterianus 0,3 7,03

Comme nous I’avons vu plus haut, les tests antibactériens sont réalises avec la partie
hydrosoluble des huiles essentielles, et donc les CMI observées ne sont pas représentatives de
I’ensemble des composés présents dans les huiles essentielles, surtout d’un point de vue
quantitatif. La quantité massique hydrosoluble du Cymbopogon citratus est a 1,38 mg pour
100 mg d’HE pure, c’est la plus faible (figure 87b). Cette observation peut étre reliée a son
activité moindre par rapport aux trois autres huiles essentielles. En revanche dans le cas de
I’HE Cymbopogon commutatus, qui a la plus grande quantité massique hydrosoluble a 6,84
mg pour 100 mg d’HE pure, elle agit contre cing souches bactériennes sur sept testées. La
seconde plus haute quantité hydrosoluble est obtenue pour Cymbopogon winterianus présente
4,58 mg pour 100mg d’HE pure et possede la plus faible CMI de ces bios essais avec 0,3%
contre Staphylococcus aureus ABC1.

En conclusion, on remarque que 1’eau aromatique qui présente la plus grande concentration en
composés hydrosolubles, présente la meilleure activité antibactérienne. Dans cette étude c’est
I’eau aromatique de I’HE de C. commutatus qui est bactéricide sur un plus grand nombre de

souches bactériennes.

Pour améliorer la quantité de composés hydrosolubles retrouvés dans 1’eau aromatique des
HE, nous avons remplacé 1’eau aromatique par une émulsion obtenue en utilisant un liposome

naturel, la lécithine de soja.

Une émulsion constituée de 0,3 % de lécithine de soja et de 5 % d’HE est ajoutée dans un
milieu de culture pour bactéries. Nous avons vérifié que cette emulsion est stable pendant les
tests biologiques. De plus, nous avons Vérifié que le liposome seul ne présente ni une activité

antibactérienne ni une toxicité (tableau 29).
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Dans tous les cas de figure, nous observons une diminution trés importante des CMI pour les
émulsions des quatre HE et donc une meilleure activité antibactérienne comparativement a

I’eau aromatique de ces HE (tableau 29).

L’activité antibactérienne de la micro-émulsion de Cymbopogon citratus est observée pour six
souches bactériennes (seule K. pneumoniae est insensible) et varie entre 0,04 % pour S.
aureus et 0,08 % pour E. faecalis, P. aeruginosa, E. coli, A. baumannii et E. cloacae. Les
CMI de I’eau aromatique de I’HE ont diminué de 31 (passant de 2,5 a 0,08 %) a 62 fois
(passant de 2,5 & 0.04 %) pour I’émulsion correspondante. De plus, on remarque que le
nombre de souches bactériennes sensibles est de deux avec 1’eau aromatique et elle est de six

avec I’émulsion de I’HE de Cymbopogon citratus.

Trois a quatre souches bactériennes sont insensibles en présence des émulsions de I’HE de
Cymbopogon commutatus, Cymbopogon nardus et Cymbopogon winterianus. Cependant pour
toutes les HE testées, les CMI des émulsions sont nettement plus faibles que celles des eaux
aromatiques. Cette efficacité améliorée ne viendrait pas du liposome (inactif jusqu’a 25 %)
mais du fait que la totalité des composés présents dans I’HE, hydrophiles et hydrophobes, sont

solubilisés dans le milieu de culture.
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Tableau 29 : Activité antibactérienne de quatre eau aromatiques d’huiles essentielles pures et

en émulsion.
Souches liposome
Staphylococcus
aureus ABC1 >25 %
Enterococcusfa
ecalis ABC3 >25 %
Pseudomonas

aeruginosa ABC

4 >25 %

Escherichia coli

ABC5 >25 %

Klebsiella

pneumoniae

ABC12 >25 %
Acinetobacter
baumannii

ABC14 >25 %
Enterobacter

cloacae ABC45 >25 %

CM : Cymbopogon commutatus. CC : Cymbopogon citratus, CM : Cymbopogon commutatus, CN :
Cymbopogon nardus CW : Cymbopogon winterianus. . L : Liposome.

3 Activité antifongique de ’HE Cymbopogon commutatus

L’activité antifongique de 1’eau aromatique de Cymbopogon commutatus et de son composé
majoritaire, la pipéritone (73,9 %), a été évaluée sur deux souches fongiques pathogénes :
Candida albicans et Aspergillus brasiliensis. Les CMI obtenues sont respectivement de 1,25
% et 2,5 % pour I’huile essentielle et 0,16 % et 0,3 % pour la pipéritone (figure 88). La
pipéritone serait donc impliquée dans D’activité antifongique de 1’huile essentielle de
Cymbopogon commutatus et montre un effet antifongique plus puissant que I'HE qui

renferme une multitude de composés. Un résultat similaire a été obtenu pour la pipéritone a la
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concentration de 0,6 mg/mL qui a totalement inhibé la croissance de 1’Aspergillus flavus
(Cérdenas-Ortega et al., 2005). De méme la pipéritone a présenté des IC50 & 2 et 1,5 pg/mL

contre Penicillium citrinum et Mucora rouxii respectivement (Saleh et al., 2006).

3 -
2,5 -
2 -
X
= 1,5 - .
é B C. albicans ABCF1
1 - B A. brasiliensis ABCF16
0,5 A
0 -
C. commutatus(huile Pipéritone (composé
essentielle) majoritaire)

Figure 88: Activité antifongique de I’huile essentielle de Cymbopogon commutatus et de son
composé majoritaire, la pipéritone, sur deux souches fongiques : Candida albicans et
Aspergillus brasiliensis.

4 Activité cytotoxique de ’HE Cymbopogon commutatus

Le cancer est, selon ’OMS, la deuxiéme cause de mortalité dans le monde en 2015 et les
plantes peuvent constituer un vivier inépuisable de biomolécules originales. Des composés
d’origine végétale ont déja montré leur efficacité contre cette pathologie comme le paclitaxel,

commercialisé sous le nom de Taxol®, issu de Taxusbrevifolia.

La cytotoxicité de ’HE du Cymbopogon commutatus est évaluée sur dix lignées cellulaires
cancéreuses et deux lignées cellulaires saines en utilisant différentes concentrations allant de
10 a 0.005ug/mL. La viabilité cellulaire est déterminée a différentes concentrations d’huile
essentielle (figure 89). Les concentrations IC50 pour chaque lignée cellulaire sont
rassemblées dans la figure 50-tableau 30. Quatre medicaments anticancéreux sont utilisés en

témoins positifs.

166



Cell viability (%)

Cell viability (%)

Cell viahility (%)

Cell viability (%)

100 -

80

60 1

40

20+

Cell viability (%)
@D
o
L

0] A549
40'-
20'-

1004

80

60

40 -

20+

log concentration (pg/mL)

TN HCT 116

-
|
©w

log concentration (pg/mkL)

100+
\’_\\MRC -5

)
=]
1

Cell viability (%)
2 o
s o
1 L

N
o
1

100 -

80

60 -

log concentration (pg/mL)

1 -3 - -
log concentration (pg/mL)

Cell viability (%)
T TS
(=] (=] (=]
1 1 1

N
(=)
L

o

100 -

A O ®
o ©o o
PR T B

N
(=)
1

T

log concentration (pg/mkL)

\ NMIA. DACA

100 -
} N 117
- o

log concentration (pg/mL)

100
HFK.202
60 -
40
20

a
«

]
o
1

Cell viability (%)

“

1

=

log concentration (pg/mkL)

Cell viability (%)

1004

log concentration (pg/mkL)

3 JIMT-T1

T T T 1

-2 -1 0 1
log concentration (ug/mL)

167



1 NCI-N87 100
= —_
S 801 =
— b 1 < 80+
> RT4
—— >
= 60+ =
= = 604
@ el
Z =
> 40+ > 401
@ =
L4
© 20+ O 554
0 T T T " 0 T T T ad 4
-3 -2 -1 0 1 .3 -2 A 0 1
log concentration (pg/mL) log concentration (pg/mL)
100 100+
F ol U20S 2 g0l
2 z =
= J = 60+
= 60 =
K=
5 z 2
= s A
> 40+ — 40
- @
@
(&) o 20
20+ )
0 T T T . 0 T T T
3 1 ° 1 -3 -2 -1 0 1

log concentration (pg/mL) log concentration (pg/mkL)

Figure 89 : Viabilité cellulaire a différentes concentrations de 1’huile essentielle C.
commutatus. Lignées cellulaires cancéreuses: U87-MG, glioblastome cérébral ; MIA-Paca2,
cancer du pancréas ; PC3, cancer de la prostate ; K562, leucémie; A549, cancer du poumon ;
HCT116, cancer colorectal ; U20S, ostéosarcome ; RT4, cancer de la vessie urinaire ; A2780,
cancer ovarian ; NCI-N87, cancer gastrique ; JIMT-T1, cancer du sein et deux lignées
cellulaires humaines saines : MRC-5, poumon sain et HEK293, pein sain.

Les résultats montrent que cette huile essentielle est toxique au niveau de toutes les cellules
cancéreuses testées. Les concentrations IC50 obtenues sont tres faibles allant de 0,05 pour
PC3 et HCT116 a 0,67 pg/ mL pour NCI-N87 (figure 50- Tableau 30), montrant donc une
forte activit¢é anticancéreuse de 1’huile essentielle de Cymbopogon commutatus
comparativement aux médicaments du commerciale (Doxorubicine, Combrestatine A4,
Vinblastine et Monomethyl Auristatine). La cytotoxicité de cette huile essentielle se manifeste
au niveau des cellules cancéreuses de divers organes, comme les cellules malignes d’origine
ovarienne A2780 (IC50= 0,07pg/ mL), d’origine nerveuse U87-MG (1C50= 0,52ug/ mL),
d’origine osseuse U20S (IC50= 0,28ug/mL), d’origine sanguine K562 (IC50= 0,08 pg/mL)

et de la vessie (1C50= 0,45ug/mL).
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Il est a souligner que cette plante se développe dans des environnements hostiles, tant sur le
plan pluviométrique avec moins de 400 mm d’eau par an (Mahamoud et al., 2014b) que des
hautes températures qui sévissent dans ce grand desert de Djibouti, appelé Bara, ou prés de la
zone volcanique du Lac Assal. La rareté de la végétation dans cette région, poussent les
animaux a consommer cette plante aromatique présentant une trés forte odeur. D’ailleurs son
nom local (caws dameer en Somalie) veut dire « paille des &nes »ou « paille de faible
qualité ». Pour leur survie, les plantes confrontées aux herbivores, d’une part et aux conditions
environnementales difficiles d’autre part, développent la synthése de composés bioactifs a

faibles concentrations (de Almeida et al., 2005).
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Figure 90- Tableau 30 : IC50 de la cytotoxicité de I’HE C. commutatus sur dix lignées cellulaires cancéreuses: U87-MG, glioblastome cérébral ;

MIA-Paca2, cancer du pancréas ; PC3, cancer de la prostate ; K562, leucémie ; JIMT-T1, cancer du sein ; A549, cancer du poumon ; HCT116,
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cancer colorectal ; U20S, ostéosarcome ; RT4, cancer de la vessie urinaire ; A2780, cancer ovarian ; NCI-N87, cancer gastrique ; MRC5 ; et
deux lignées cellulaires humaines saines : MRC-5, poumon sain et HEK293, rein sain. *Médicaments anticancéreux et ** composé majeur de

I’HE de Cymbopogon commutatus.
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Avec la concentration de 0,07 pg/mL de cette huile essentielle, 50 % des cellules cancéreuses
MIA-Paca2 du cancer du pancréas sont détruites (figure 90). Ce résultat, montrant une
activité¢ de ’'HE de C. commutatus contre I’'un des cancers les plus agressifs, est encourageant
et va dans le sens des données obtenues avec 1’huile essentielle de Boswellia sacra. En effet
une fraction de cette huile essentielle, riche en acide boswellique (30,1mg/mL) avec une
dilution de 1/1200, a diminué de 50 % la viabilité des cellules cancéreuses MIA-Paca2(Ni et
al., 2012). Un autre type de cellules cancéreuses du pancréas, DU-145, est rentré en apoptose
en réponse a un traitement avec 1’huile essentielle de Cymbopogon flexuosus avec une 1C50
de 41,4 pg/mL (Sharma et al., 2009). Dans cette méme étude, les cellules cancéreuses du
poumon, A549, sont réduites de 50 % a 49,7 ug/ mLd’HE de C. flexuosus alors que la valeur
est seulement de 0,06 pg/mL pour ’'HE de C. commutatus. On note une grande différence
d’activité entre les huiles essentielles de ces deux espéces du méme genre, ’'HE de C.
commutatis étant plus puissante que I’HE de C. flexuosus pour diminuer la viabilité des
cellules A549. L’action de la vapeur de 1’huile essenticlle de Litsea cubeba sur I’apoptose des
cellules A549 est expliquée par une désactivation de la sérine / thréonine protéine kinase,
élément essentiel de la survie et de la propagation des cellules cancéreuses (Seal et al., 2012).
Dans le cas de I’huile essentielle d’Artemisia indica, une réponse dose-dépendance de la
croissance cellulaire du composé majoritaire, artemisia cétone est observée contre les cellules
A549 (Rashid et al., 2013).

La cytotoxicité de 'HE de Cymbopogon commutatus est également forte avec les cellules
PC3 et HCT116 issues respectivement du cancer de la prostate et du cancer colorectal
humain. L’HE de feuilles de Solanum erianthum qui détruit 97 % des cellules PC3 & 100 pg/
mL (Essien et al., 2012), I’HE de Salvia libanotica qui est cytotoxique pour les cellules
HCT116 (Itani et al., 2008) et notre HE ont en commun un composé majoritaire, I’a-terpinéol,
qui pourrait étre impliqué dans ces fortes activités cytotoxiques. Généralement 1’activité anti
cancéreuse des huiles essentielles est attribuée aux composés de faible poids moléculaire

comme 1’a-terpinéol (Basappa et al., 2015).

Le composé majoritaire de cette HE, la pipéritone, présente des fortes toxicités allant de 45

ng/ mL contre les souches A2780 a 2350 ng/ mL contre les souches NCI-N87.

Cependant I’utilisation en 1’état de cette huile essentielle, comme la population a Djibouti le

fait, est fortement déconseillée en raison d’une forte toxicité contre des cellules non

172



cancéreuses MRC5 (IC50= 0,06 + 0,002 pg/ mL) et HEK293 (IC50= 0,09+0,013 pg/ mL),
respectivement d’origine pulmonaire et rénale. Un fractionnement pourrait étre envisagé pour

obtenir des fractions présentant une toxicité plus faible contre les cellules saines.
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Conclusion et perspectives
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Ce travail doctoral a porté sur la bio analyse de plantes médicinales Djiboutiennes. Ces
derniéres ont été sélectionnées sur des critéres ethnobotaniques appliqués sur les plantes
utilisées contre les infections microbiennes a Djibouti. La découverte d’'une molécule active
aboutissant a un médicament est longue et 1’apport des savoirs traditionnels pour cibler
certaines plantes n’est pas négligeable. La sélection se basant sur ces données a retenu six
plantes qui ont ensuite subi un screening biologique notamment antibactérien et anti oxydant.
Leurs activités antibactériennes ont été évaluees sur neuf souches bactériennes et leur pouvoir

antiradicalaire a été estimé par deux méthodes DPPH et ABTS.

Trois plantes sont finalement retenues : Acacia seyal, Indigofera caerulea et Cymbopogon

commutatus.

La recherche des composés de 1’Acacia seyal a été effectuée au moyen d’un bio guidage.
Deux extraits (aqueux et méthanolique) de 1’écorce de cette plante ont été évalués pour leurs
activités antibactériennes. L’extrait méthanolique donne la meilleure activité avec une CMI de
64 pg/ mL pour Staphyllococcus aureus et Corynebacterium urealyticum et n’a pas montré de
cytoxicité contrairement a l’extrait aqueux. De ce fait une purification est effectuée sur
I’extrait méthanolique. A chaque étape de ce processus, une évaluation d’activité est réalisée
afin de privilégier les fractions les plus actives. Quatre composés de type tanique et
stéroidique sont isolés (épicatéchine, catéchine, catéchine digallique et B-sitostérol). L activité
antibactérienne des composés purs n’est pas aussi intéressante que celle des fractions qui les
contenaient. L’action en synergie des différents composés ou des composés mineurs
difficilement isolables peut expliquer la faible activité des composés seuls isolés. D’ autre part
cet extrait méthanolique a une forte activité antioxydante et cela est relié a une teneur en
polyphénols élevée : 1927, 1 mg équivalent d’acide gallique pour 100 g de matiére séche. De
plus I’écorce de cette plante est riche en tanins condensés, 1’analyse de leurs constituants
montre la présence des polymeéres de catéchines et des gallo catéchines allant jusqu’a un degré
de polymeérisation de 9.

Par ailleurs, quatre extraits (hexanique, acétonique, méthanolique et aqueux) du fruit de
I’Indigofera caerulea ont été testés pour leurs activités antibactérienne et anti oxydante. Les
extraits hexanique et méthanolique ont une activité antibactérienne et seul 1’extrait
méthanolique présente une forte activité antioxydante. Une purification puis une
caractérisation des composés majeurs de ces deux extraits ont étés réalisées. Six composés de
types polyphénolique et stéroidique sont isolés (méthyl gallate, acide gallique, rutine,
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isoquercétine, kaempférol-3- rutinoside et B-sitostérol). Le méthyl gallate est actif contre

Staphylococcus aureus avec une CMI de 64 pg/ mL.

Enfin I’huile essentielle de Cymbopogon commutatus est évaluée sur sept souches
bactériennes, deux souches fongiques et dix souches cancéreuses. Cette huile essentielle a une
cytotoxicite trés élevée contre toutes les cellules évaluées. Les IC50 sont de 0,05 pg/ mL pour
PC3 et HCT116 (cellules cancéreuses de la prostate et colorectale) et de 0,67 pug/ mL pour
NCI-N87 (cellule cancéreuse gastrique). Une activité antifongique est observée pour deux
souches de champignons pathogénes a savoir Candida albicans et Aspergillus brasiliensis.
Une activité antibactérienne moyenne est obtenue pour cette huile essentielle. Apres
I’évaluation quantitative des composés hydrosolubles de I’HE, la partie solubilisée dans le
milieu de culture ne représente que 6,84 % de I’huile essentielle. Une comparaison des
activités antibactérienne et cytotoxique est faite avec trois autres huiles essentielles du genre
Cymbopogon (Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus et Cymbopogon winterianus).
L’huile essentielle Cymbopogon commutatus est le plus actif contre les souches de bactéries

testées.

Dans le but de solubiliser I’ensemble des composés hydrophyles et hydrophobes des huiles
essentielles, nous avons réalisé une micro émulsion en utilisant la lécithine de soja. Les
concentrations minimales inhibitrices ont fortement diminué passant par exemple de 2,5 %
contre S. aureus pour I’eau aromatique de I’HE de C. commutatus & 0,08 % pour 1’émulsion
correspondante. Le liposome seul n’ayant pas montré d’activité antibactérienne, cette
augmentation de I’activité antibactérienne serait liée a une solubilisation totale des composés

de I’huile essentielle dans le milieu de culture.

Cette huile essentielle contient 73,9 % de pipéritone (monoterpéne). Ce dernier est actif
seulement contre deux souches bactériennes sur les cinq que I’huile essentielle peut inhiber.
Malgré la prédominance d’un composé, ici la pipéritone, ce résultat confirme 1’action en

synergie des constituants d’une huile essentielle.

Les trois plantes étudiées ont montré des activités antimicrobiennes et nos résultats
confirment leurs utilisations traditionnelles. En plus, nous avons montré qu’elles possedent
d’autres activités biologiques : anti oxydante et anti cancéreuse. Cette étude permet d’orienter
leurs utilisations contre les souches qui leurs sont sensibles et d’apporter des indications pour

les modes de préparation. En effet les extraits aqueux traditionnellement préparés ne sont pas
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souvent les mieux adaptés. Et la mise en place des médicaments traditionnels améliorés
(MTA) contribuerait & une meilleure efficacité thérapeutique des plantes médicinales pour la
population locale. Dans le cas de ’'HE de Cymbopogon commutatus, une forte toxicité est
observée pour les cellules saines. A Djibouti ou cette plante aromatique est trés utilisée en
decoction ou infusion, une quantification de 1’huile essentielle présente dans ces boissons
serait une priorité. En effet si des quantités non négligeables d’HE sont retrouvées, des
recommendations seraient a apporter sur la bonne utilisation de ces infusions, décoctions

pendant une période limitée.
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Annexe 2

Compte-rendu des tests de toxicité des huiles essentielles du genre cymbopogon (CC,
CM, CN et CW) et trois de leurs composes majoritaires (Limonénes (+ et -) et

Géraniol).

L’expérience a été reproduite avec I’analyse de la viabilité évaluée a la fois par observation
microscopique et par coloration des cellules au cristal violet.

- Les huiles semblent avoir été déplacées par volatilité vers les puits voisins ;
- Les témoins de cellules non traitées des colonnes voisines ont aussi été atteints

par I’effet toxique des quatre huiles essentielles ;

- Dans le cas de I'huile CC et CN I’observation et les images tendent a montrer
qu’il y a eu plus de mort cellulaire dans les puits voisins que dans les puits
traitees ou bien une cause différente de mort.
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Concentration HE a1.25 %

Puit traité

Puit adjacent
non traité

Puit témoin
non traité

Figure F. Cellules MRCS5 aprés 24 heures de traitement par ’huile essentielle
Cymbopogon commutatus et observées au microscope (objectif x10).
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Concentration HE 2.5 % Concentration HE 5 %

Puit traité

Puit adjacent
non traité

Puit témoin
non traité

Figure G. Cellules MRCS5 apres 24 heures de traitement par I’huile essentielle
Cymbopogon citratus et observées au microscope (objectif x10).
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Concentration HE 2.5 %

Puit traité

Puit adjacent
non traité

Puit témoin
non traité

Figure H. Cellules MRC5 apres 24 heures de traitement par I’huile essentielle
Cymbopogon nardus et observées au microscope (objectif x10).
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Concentration HE 0.3 % Concentration HE 2.5 %

Puit traité

Puit adjacent
non traité

Puit témoin
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Figure 1. Cellules MRCS aprés 24 heures de traitement par I’huile essentielle
Cymbopogon Winterianus et observées au microscope (objectif x10).
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Concentration a 0.63 % Concentration a 2.5 %

Puit traité

Puit adjacent
non traité

Puit témoin
non traité

Figure J. Cellules MRC5 apres 24 heures de traitement pr Géraniol et observées a
microscope (objectif x10).
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Puit traité

Puit adjacent
non traité

Puit témoin
non traité

Figure K. Cellules MRC5 apreés 24 heures de traitement par —R-Limonéne (L-)

Concentration HE 5 %

et observées au microscope (objectif x10).
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Concentration HE 5 %

Puit traité

Puit adjacent
non traité

Puit témoin
non traité

Figure L. Cellules MRC5 aprés 24 heures de traitement par +R-Limonene (L+)

et observées au microscope (objectif x10).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

K 5 Leaves and fruits of Indigofera caerulea, an endemic plant from Djibouti, are used in the traditional medicine to
Indigofera caerulea treat infecious diseases. However, there are no documented scientific reports on phytochemistry and anti-
Antibacterial activity microbial properties of the fruit of this species. For the first time, the chemical compounds and the evaluation of
DPPH radical scavenging the antimicrobial and antioxidant properties of Indigofera caerulea Rox fruits were investigated. The hexane and

‘?BTS methanolic extracts showed a significant activity against both Stophylococcus aureus with a Minimal Inhibitory
Bicactive compounds Coneentration (MIC) of 256 and 128 ug/mL, respectively, and Enterococcus faecalis with a MIC of 128 pg/mL for
HTPLC-MS the two extracts. The methanolic and acetone extracts showed effective free radical scavenging activities in 1,1-

Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) assays,
while only the methanolic extract revealed the best ferric-reducing/antioxidant power (FRAP). The highest
amount of both total polyphenolic content and total flavonoid content were detected in the methanolic extract
(818.14 mg gallic acid equivalents (GAE)/g and 102.10 mg quercetin equivalents (QE)/g, respectively). About
the phytochemistry of this extract, two phenolic compounds and three flavonoids were identified rapidly by
HPTLC-MS, confirmed by NMR and quantified. Also, chlorogenic acid, caffeic acid and benzoic acid were
identified by HPLC. Methyl gallate, the major compound isolated from the methanolic extract, showed anti-
bacterial activity against S. aureus (MIC: 64 pg/mL). Twelve compounds were identified in hexane extract where
fatty acids comprised 95.1% and steroids 3.5%. Thus, L caerulea fruits could serve as a bio-based material for
antioxidants and antibacterial compounds.

1. Introduction 2016). Communities in different regions of Djibouti use traditional
medicine for the treatment of various infectious diseases. For example,
ethnobotanical study focusing on the medicinal plants used in Randa
region showed that 18 plant species, including Indigofera caerulea, were
reported for the treatment of common microbial diseases (Abdoul-Latif
et al., 2016).

Indigofera is the third largest genus in Fabaceae, with 75% of the
species restricted to Africa (Schrire, 2013). Indigofera caerulea is widely
used in Djibouti for treating infection of wounds, tuberculosis and
diphtheria (Hassan-Abdallah et al., 2013). This plant is also used in

Infectious diseases have long been recognized as one of the most
important health problems in developing countries and remain an im-
portant clinical problem even in developed countries. Additionally,
antibiotic resistance has become a public health threat of increasing
magnitude worldwide (Wellington et al, 2013). The World Health
Organization (WHO) presented a list of Critically Important Anti-
microbials (CIA) for human medicine and published a global action
plan to tackle this problem (WHO, 2015).

In Djibouti, poorly developed prevention system and resistance to
drugs are the two main factors aggravating microbial infections. This is
related to the high prevalence of infectious diseases, probably caused by
poverty and the general unhygienic conditions (Abdoul-Latif et al.,

Somali region as antimalarial plant, the leaves are pounded, boiled and
drunk (Mesfin et al., 2012). Pharmacological and phytochemical studies
on the genus Indigofera are generally carried out on leaves (Dahot,
1999; Esimone et al.,, 1999; Kumar et al., 2012; Palani et al.,, 2009).

* Corresponding author at: Université de Lorraine, CNRS, L2CM, BP 70239, F-54506 Vandoeuvre-lés-Nancy, France.
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Although the fruits of Indigofera caerulea are used in traditional medi-
cine (Burkill, 1994; Hassan-Abdallah et al., 2013) there is no docu-
mented scientific reports on phytochemistry and anti-microbial prop-
erties of the fruit of this species.

The search for bioactive compounds with antioxidant activity has
increased recently as they play an important therapeutic role in human
disease (Gelain et al., 2012) and in the industrial application (Schrire,
2013). In addition, knowledge of the chemical constituents of plants is
desirable not only for the discovery of therapeutic agents, but also
because such information may be important in identifying new sources
of substances of economic value such as precursors for the synthesis of
complex chemical substances. This study was therefore undertaken to
evaluate the antimicrobial and antioxidant properties of fruit extracts of
I. caerulea and to determine their phytochemical constituents.

2. Material and methods
2.1. Plant collection

Fruits of L caerulea were collected in 2015 from Dikhil region,
South-West of Djibouti. The plant was identified by the Prof. Maha
Kordofani, Department of Botany, Faculty of Sciences, from the
University of Khartoum (Sudan). A voucher specimen n" 176/HND/
2015 was deposited in the National Herbarium of Djibouti.

2.2. Chemicals

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2“-azinobis-3-ethylben-
zothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), vitamin C, Trolox, iron (1) sulfate
(FeSQ,), iron (IO) chloride (FeCly), Folin-Ciocalteu reagent (FC re-
agent), hydrochloric acid (HCI), sulphuric acid (H2504), trichloroacetic
acld (TCA), dimethyl sulfoxide (DMSO), potassium persulfate, sodium
dihydrogen phosphate, sodium hydroxide (NaOH), CD;0D, gallic acid,
chlorogenic acid, benzoic acid, methyl gallate, rutin, isoquercetin,
quercetin, kaempferol and isorhamnetin were purchased from Sigma
Aldrich or Acros organics (part of Thermo Fischer).

2.3. Microorganisms

For antibacterial assay, the following bacteria have been used:
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 29213
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Yagi et al., 2012), Acineto-
bacter baumannii ATCC 19606, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Kleb-
siella pneumoniae ATCC 700603 and Escherichia coli ATCC 25922, All
bacterial strains were grown on media as reported by Fontanay et al.
(2008).

For antifungal assay, the following fungi have been used: Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16888 and Aspergillus fu-
migatus ATCC 1022, All fungal strains were grown on media as reported
by Tittikpina et al. (2017).

Microbial strains susceptibility testing was performed during the
time course experiments, using appropriate clinical reference agents
(i.e. antibiotics and antifungals). All microbial strains were kindly
provided by the ABC Platform” Bugs Bank.

2.4. Plant extracts

Four types of extracts (n-hexane, acetone, methanol and water)
were prepared. Fruits were dried and dried material was ground to a
fine powder and stored at ambient temperature prior to extraction.
Hexane extract was prepared by simple maceration of 100 g of pow-
dered fruits in n-hexane (1L x 2) maintained at ambient temperature
for 24 h. The extract was filtered on filter paper and the macerate then
extracted successively with acetone (1L x% 2), methanol (1L x 2) and
water (1L x 2). The various organic extracts were evaporated under
reduced pressure to yield 1.2 g, 0.48 g, 4.42 g residues respectively. The
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water extract was lyophilized (3.1 g). All extracts were stored at —20°C
prior to analysis.

2.5. Antimicrobial activity

2.5.1. Antbacterial assay

To evaluate the antibacterial activities of hexane, acetone, metha-
nolic and water extracts of I caerulea fruits and of methyl gallate
(compound 2), the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was de-
termined using the broth diluon method and following the re-
commendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009). The procedure is described by Fontanay et al. (2008).
Suspensions were prepared by suspending one isolated colony from
Mueller Hinton plates in 5 mL of Mueller Hinton Broth. After 24h of
growth, suspensions were diluted in distilled water to obtain a final
inoculum of 5 x 10°-5 x 10° CFU/mL An equal volume of bacterial
inoculum was added to each well on the microtiter plate containing
0.05 mL of the serial extract/compound dilutions.

2.5.2. Antifungal assay

Antifungal activity of hexane, acetone, methanolic and water ex-
tracts of I caerulea fruits was realized against Candida albicans,
Aspergillus miger and Aspergillus fumigatus, using the broth dilution
method to determine the MIC (Tittikpina et al., 2017). A suspension of
spores containing a number of spores belonging to the range 1-5.10°
spores/mL was prepared. An equal volume of fungal inoculum was
added to each well on the microtiter plate containing 0.05 mL of the
serial extract dilutions.

2.6. Determination of antioxidant activities

DPPH free radical-scavenging, ABTS, and FRAP were used to eval-
uate the antioxidant activity. DPPH assay was determined according to
the technique previously described by Huang et al. (2010) and Yagi
et al. (2013). The coefficients of determination are # = 0.962 for me-
thanolic extract; 0.934 for acetone extract; 0,911 for vitamin C and
0.946 for Trolox. The ability of the extract to scavenge ABTS radical
was determined according to a published method (Huang et al., 2011;
Yagi et al., 2013). The coefficients of determination are = 0.944 for
methanol; 0.944 for acetone; 0.801 for vitamin C and 0.939 for Trolox.
The FRAP assay was carried out according to the procedure of Benze
and Strain (1996). The standard curve was constructed using vitamin C
solution (0.065-33.3 pg/mL) and the results were expressed as pmol
EVe/g dry weight of plant material. All the measurements were taken in
triplicate and the mean values were calculated.

2.7. Determination of total polyphenol content

The total polyphenol content (TPC) of all extracts was evaluated
using the method reported by Butsat and Sidamornpun (2010). The
results of TPC were estimated using a standard curve prepared using
gallic acid and expressed as meg GAE/100 g dry matter.

2.8. Determination of total flavonoids

The total flavonoid content in all plant extracts was determined
using the Dowd method (1959) as adapted by Arvouet-Grand et al.
(1994). The reference standard is quercetin and the results were ex-
pressed as meq QE/100 g dry matter.

2.9. HPTLC-Mass spectrometry

HPTLC plates silica gel 60 Fass (Merck), 20 x 10 cm, were pre-
washed by developing in methanol followed by drying on the TLC Plate
Heater at 100 °'C for 15 min. Twenty pL of fruit methanolic extract
(10 mg/mL) were sprayed with LINOMAT 5 (CAMAG"). The mobile
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Table 1

Antibacterial and antifungal activities of four extracts of Indigofera caerulea fruits and compound 2 (methyl gallate).
Extracts Bacterial strains Fungal strains

Ab Ec Ecl Kp Pa Ef Sa Ca An Af

Hexane 256 =250 =256 =256 = 256 128 256 =256 =256 = 256
Acetone > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
Methanal = 256 =256 = 256 = 256 = 256 128 128 = 256 = 256 = 256
Water = 256 =256 =256 =256 = 256 = 256 = 256 =256 =256 =256
MG (compound 2) ND ND ND ND ND = 256 64 ND ND ND

MICs values (concentraton that inhibits 100% of bacterial growth) are representative of three independent determinations and are expressed as pg/mL (n = 3)
MG: Methyl gallate, A.b: Acinetobacter baumnannii ATCC19606, E.c: Escherichia coli ATCC 25922, E.cl: Enterobacter dloacae ATCC 13047, K.p: Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, P.a: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E.f: Enterococcus faecalis ATCC 29212, S.a: Staphylococcus aureus ATCC 29213, C.a: Candida albicans ATCC
10231, A.n: Aspergillus niger ATCC 16888 and A.f Aspergillus fumigatus ATCC 1022, ND: not determined.

phase contained: ethyl acetate — methanol — water 100:13.5:10 v/v/v.
Elution of the target zone was performed with methanol using the TLC-
MS Interface (CAMAG ) and analyzed on-line with a Bruker Daltonics
mierOTOF-Q " mass spectrometer in ESI positive and negative mode.

2.10. HPLC analysis

The analysis of the methanolic extract was performed using an RP-
HPLC system. This system consisted of a Lachrom pump type 7100, an
injector with a 30-pL loop, and a diode array detector, type Merck
Hitachi Lachrom 7450 piloted by D-7000 HSM (Merck) software. The
column used was a C18 ODS HYPERSIL 5pM 250 x 4.6 MM column.

The mobile phase was a mixture of A water + 2% formic acid and
B: methanol +2% formic add, with the percentage of B ramped from
0% to 100% in 20 min, 20-25 min on 100% B and then changed back to
0% at 25 min for 5 min and finally rest at 0% B for 5min.

The flow rate was 1 mL/min and injection volume was 20 pL for
methanol extract (1 mg/ mL) and 5 pL for standards (1 mg/mL). UV-vis
absorption spectra were recorded from 200 to 400 nm during the HPLC
analysis. Chlorogenic acid, gallic acid, benzoic acid, cafeic acid, methyl
gallate, rutin, isogquercetin, quercetin, kaempferol and isorhamnetin
were used as external standards. Compounds present in the methanolic
extract were identified by comparing chromatographic peak with the
retention time of individual standards.

2.11. Isolarion and characterization of pure compounds in methanolic
extract

The methanolic extract (2.0 g) was subjected to column chromato-
graphy on Combiflash R; TELEDYNE Isco. Using RediSep R; TELEDYNE
column with pre packed cartridges and using ethyl acetate:methanol
gradient mixtures. A total of four fractions (A-D) were collected.
Fractions B (97.2mg) and C (59.6 mg) were subjected to repeated flash
chromatography using gradient mixtures of acetonitrile: water for
fraction B and ethyl acetate:methanol for fraction C to obtain respec-
tively three fractions B1-B3 and C1-C3. Fractions B2 (29.3 mg) and C2
(24.09 mg) were subjected separately to preparative chromatography
Gilson eguipped pump 321 and using C18 ODS HYPERSIL 5UM
250 x 21.2MM column with gradient mixtures of methanol with 2%
formic acid and water to obtain compounds 1 (11.2mg) and 3 (0.6 mg)
from B2 and 2 (11.6mg), 4 (0.7 mg) and 5 (1 mg) from C2.

'H and '®C NMR spectra were recorded on a Bruker Avance III
400MHz spectrometer (40,013 MHz and 10,061 MHz respectively),
Bruker BBFO Probe. The coupling constant (J) is expressed in Hz.

2.12. GC-MS identification

Analyses of the hexane extract were performed using QP2010-
Shimadzu equipment operating in the EI mode at 70eV. An SIB5S
column DB-5 ms (30 m, 0.25 mm film thickness) was employed with a
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36 min temperature program of 60-320at 10°C/min followed by a
10 min hold at 320°C. The injector temperature was 250 °C, the flow
rate of the carmrier gas (helium) was 1 mL/min, and the split ratio was
1:50. The interval of the scan m/z was between 35 and 900 and the
identification of the compounds is based on an individual spectrum
comparison of each compound in the Shimadzu NISTO8 data.

3. Results and discussion

Before the identification and the isolation of single compounds from
I caerulea fruits, bicactivities of crude extracts (hexane, acetone, me-
thanolic and water) were determined using antimicrobial and anti-
oxidant activities and total polyphenol content.

3.1. Biological activities of crude extracts

3.1.1. Antimicrobial activity

The results of the antibacterial and antifungal screenings (MIC va-
lues) for hexane, acetone, methanolic and water extracts of I caerulea
fruits are presented in Table 1. Only the hexane and methanolic extracts
showed a significant activity against S. awreus with MIC values of 256
and 128 pg/mL respectively and against E. faecalis with MIC value of
128 pg/mlL for both extracts. Interestingly, the hexane extract showed a
significant activity against the Gram-negative bacteria A baumannii
(256 pg/mL). The water and acetone extracts were devoid of any an-
tibacterial activity against all bacterial strains tested. In addition, all
fruit extracts were devoid of fungal activity against all fungal strains
tested. Several studies have shown that the water extract of various
species of Indigofera were devoid of antibacterial activities (Esimone
et al., 1999; Kahiya and Zimudz, 2015; Poondi, 2011; Uddin et al,
2011). The water extract of I caerulea fruits is commonly used in Dji-
bouti ethnomedicine for the treatment of various infectious diseases
(Hassan-Abdallah et al., 2013). Result of water extract in this study
does not mean that it is not effective in traditional medicine because
this procedure of extraction is different to the traditional preparation.
In fact, herbalists generally use higher concentration of herbal drugs
and decoction process as a classic method of extraction which could be
effective to release active ingredients (Liu et al., 2017).

3.1.2. Antioxidant activity

Hexane, acetone, methanolic and water extracts from I caerulea
fruit were investigated to determine their in vitro antioxidant activity
using the DPPH, ABTS and FRAP assays and results are presented in
Table 2. In the DPPH test, the methanolic extract showed the highest
scavenging activity with an ICsq value of 97 + 2.2 pg/mL followed by
the acetone extract (ICg, value of 150 + 3.4 pg/mL). The scavenging
activity of extracts to ABTS radical revealed that the acetone extract
displayed the highest scavenging activity with an ICsy value of
20 + 1pg/mL followed by the methanolic extract (ICy, value of
25 + 1.3pg/mL). The methanolic extract revealed the best FRAP
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Table 2

Antioxidant activity of extracts from Indigofern caerulea fruits.
Antioxidant activity

ICsy (pg/mL) (1M EVc/ g DW)

Samples DPPH ABTS FRAP
Hexane = 1000 = 1000 ND
Acetone 150 = 3.4 20 =1 3.97 = 36
Methanol 97 £ 2.2 25 £ 1.3 27.83 £ 3.1
Water 958 = 5.3 = 1000 133 = 1.1
Vitamin € 707 0 =15 -
Trolox 110 = 25 18 = 3.3 -

ND: not determined. Values are representative of three independent determi-
nations. DPPH: 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl, ABTS: 2,2-azinobis-3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid, FRAP: ferric-reducing/antioxidant power.

capacity (27.83 + 3.1) while the acetone extract showed weak activity
(3.97 = 3.6). The water and hexane extracts showed weak or no an-
tioxidant activity in the three assays. Moreover, the ABTS radicals
scavenging ability of methanolic and acetone extracts was considerably
higher than that of vitamin C, in addition, the acetone extract displayed
ABTS radicals scavenging activity closer to that of the control Trolox. It
is known that the ABTS and the DPPH radicals show several important
differences in their response to antioxidants in relation with the inter-
ferences, at different wavelengths, caused by plant-derived materials
(Amao, 2000). Previous study which was carried out only on the leaf
showed that the methanolic extract had notable radical scavenging
activities (Ponmari et al., 2012).

3.1.3. Totdl polyphenol and total flavonoid contents

The total polyphenolic content of hexane, acetone, methanolic and
water extracts of I. caerulea fruit was determined. The highest amount
was detected in the methanolic (818.14 mg GAE/ 100 g dry matter) and
acetone (15.58 mg GAE/100 g dry matter) extracts respectively while
the water and hexane extracts showed small or undetectable amount
(Table 32). Results of total flavonoid content of the four extracts also
revealed that the methanolic extract (102.10 mg QE/100 g dry matter)
have the highest level of flavonoid content while the acetone extract
(3.84 mg QE/100 g dry matter) displayed low flavonoid content and it
was not detected in both the hexane and aqueous extracts (Table 3).
Comparing these results with previous studies, it was clear that the fruit
contained higher phenolic content than the leaf of this species (Ponmari
et al., 2012) and other Indigofera sp. like I tinctoria (Anusuya and
Manian, 2013) and L cassioides (Kumar et al., 2012).

3.2. Identification of natural compounds

3.2.1. Rapid screening for chemical constituents in methanolic extract
Based on the antibacterial and antioxidant activities as well as its
high total phenolic and flavonoid contents, the rapid phytochemical
screening of the methanolic extract was performed by on line coupling
between thin-layer chromatography and mass spectrometry (HPTLC-
MS). The rapid separation of five compounds (a—e) was obtained on
HPTLC silica gel 60 Fass (Fig. 1). The exact monoisotopic mass of the

Table 3
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sodium adduct of the molecules a—¢ were determined with m/z
487.0877 [M+Nal', m/z 617.1520 [M+Nal', m/z 633.1469
[M +Na]*, respectively, leading to a molecular formula of
CyHypNaOy s, CorHagNaO, s, CorHagNaO g These already known nat-
ural compounds are isoquercetin (a), kaempferol 3-O-rutinoside (b) and
rutin (c). Also the exact monoisotopic mass of the molecules d and e
were determined with m/z 183.6320 [M—H] , 170.0147 [M—H] ,
respectively, leading to a molecular formula of CgH, 0. corresponding
to methyl gallate and C;Hs05 corresponding to gallic acid.

In addition, the methanolic extract was subjected to RP-HPLC.
Seven compounds were identified by comparison of the retention time
with authentic standard compounds as chlorogenic acid (CG), gallic
acid (GA), methyl gallate (MG), caffeic acid (CF), benzoic add (BA),
isoquercetin (IQ) and rutin (RU) (Fig. 2). Furthermore, the methanolic
extract was subjected to column chromatography and the five com-
pounds identified by HPTLC-MS were isolated. Their structures were
determined by nuclear magnetic resonance and mass spectrometry as
following:

(1) Gallic acid was obtained as white-grey solid (11.2 mg); THNMR
(400 MHz, CD5OD): & (ppm) 7.05 (s, 2 H); 1*C NMR (100 MHz, CD,0D):
& (ppm) 170.8 (C-1), 146.5 (C-4, C-6), 139.6 (C-5), 122.4 (C-2), 110.5
(C-3, C-7); HRESIMS (negative mode) m/z 169.0125 [M—H]  (caled.
for C7H505, 169.0142).

(2) Methyl gallate was obtained as white-grey powder (11.6 mg).
'H NMR (400 MHz, CD;0D): & (ppm) 6.96 (s, 2H, H-2, H-6), 3.72 (s,
3H, OCH3); **C NMR (100 MHz, CDs0D): & (ppm) 169.2 (C-1), 146.6
(C-4, C-6), 139.9 (C-5), 121.6 (C-2), 110.1 (C-3, C-7), 52.4 (OCH3);
HRESIMS (negative mode) m/z 183.0294 [M—H]  (calcd. for CBH705,
183.0288).

(3) Kaempferol 3-O-rutinoside was obtained as yellow powder
(0.6 mg). "I NMR (400 MHz, CD30D): § (ppm) 8.07 (d,J = 8.8, 2H, H-
2', H-6'), 6.89 (d, J = 9.0, 2H, H-3', H-5), 6.42 (d,J = 2.1, 1H, H-8),
6.22 (d, J = 2.1, 1H, H-6), 5.14 (d, J = 7.4, 1H, Glu H-1), 452 (d,J =
1.6, 1H, Rha H-1), 3.81 (dd, J = 11, 1.3, 1H, Glu H-6a), 3.63 (dd,J =
3.4,1.7, 1H, Rha H-2), 3.52 (dd, J = 9.2, 3.4, 1H, Rha H-3), 3.49-3.46
(m, Rha H-5), 3.45- 3.42 (m, 1H, Glu H-2) 3.42-3.40 (m, Glu H-3), 3.38-
3.36 (m, 1H, Glu H-6b), 3.35-3.33 (m, 1H, Glu H-5) 3.28-3.26 (m, Rha
H-4), 3.25-3.23 (m, Glu H-4) 1.12(d, J = 6.2, 3 H); HRESIMS (positive
mode) m/z 617.1520 [M + Na]* (caled. for C27H30NaOl5,
617.1482).

(4) Isoquercetin was obtained as yellow powder (0.7 mg): ‘I NMR
(400 MHz, CDs0OD): é (ppm) 7.71 (d, J= 2.2, 1H, H-2'), 7.59 (dd,
J =85, 2.2, 1H, H-6"), 6.87 (d, J = 8.5, 1H, H-5), 6.40 (d, J = 2.2, 1H,
H-8), 6.21 (d, J= 2.2, 1H, H-6), 5.26 (d, J = 7.4, 1H, Glu H-1), 3.71
(dd, J = 12.0, 2.5, 1H, Glu H-6a), 3.57 (dd, J = 5.5, 12.0, 1H, Glu H-
6b), 3.48-3.44 (m, 1H, Glu H-2), 3.42 (t, J = 8.7, 1H, Glu H-3), 3.37-
3.35 (m, 1H, Glu H-4), 3.24-3.21 (m, 1H, Glu H-5),

HRESIMS (positive mode) m/z 487.0878 [M + Na] " (caled. for
C21H20Na012, 487.0847).

(5) Rutin was obtained as yellow powder (1 mg), HRESIMS (posi-
tive mode) m/z 633.1469 [M+Na]" (caled. for C27H30NaOl6,
633.1432). The 'H and **C spectra were compared in literature and
confirmed as rutin (Forino et al., 2016).

Then the concentration of these compounds in the fruit extracts was

Phenol, flavonoid contents and antioxidant activity of Indigofera caerulea fruit acetone and methanolic extracts.

Phenolics Hexane extract Acefone extract Methanolic extract Water extract
Total polyphenols® ND 1558 = 3.0 B18.14 = 3.1 33+ 17
Total flavonoids” ND 384 = 1.4 10210 = 2.3 ND

(n=23).

ND: not determined.
* Expressed as mg gallic acid/100 g of extract.
" Expressed as mg quercetin/100 g of extract.
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Fig. 1. HPTLC fingerprints of the methanolic extract of L caerulea fruits under UV 365 nm and Neu reagent (A) and under UV 365 nm only (B). Elution of the target
zones by the TLC-MS Interface and following HRESIMS analysis: mass spectra of isoquercetin (a, m/z 487.0877, [M +Na] ™), kaempferol-3-O-rutinoside (b, m/z

617.1520, [M+ Na]*), rutin (¢, m/z 633.1469, [M +Na] *), methyl gallate (d, m/z

determined as gallic acid, 1 (2.2 x 10~ %%); methyl gallate, 2
(2.4 x 107 2%); kaempferol-3-rutinoside, 3 (1.2 x 10 3%); iso-
quercetin, 4 (1.4 x 10%%) and rutin, 5 (2 x 10 %) (Fig. 3). The
content of two phenolic compounds (1-2) are higher than those of three
flavonoids (3-5) and could be related to a total phenolic content eight
times higher compared with the total flavonoids content (Table 3).
From these results it could be suggested that the antioxidant activity of
the fruits of 1. caerulea could be attributed in part to their gallic acid,
methyl gallate, rutin, quercetin and isoquercetin content, which were

183.0294, [M—H] ) and gallic acid (e, m/z 169.0125, [M—H] ).

known to possess strong antioxidant capacity (Latté and Kolodziej,
2004; Yen et al., 2002).

Moreover, it is well known in the literature that flavonoids could be
responsible for the antibacterial activity (Xie et al., 2015). Methyl
gallate which was the major compound isolated from the methanolic
extract was found to possess antibacterial activity against S. aureus with
MIC 64 pg/mL (Table 1). Thus, it could be suggested that methyl gallate
in addition to rutin and isoquercetin which were also reported to exert
antibacterial activity (Wang et al., 2013), could be totally or partially
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Fig. 2. Chromatogram of methanolic extract; chlorogenic acid (CG), gallic acid (GA), methyl gallate (MG), caffeic acid (CF), benzoic acid (BA), isoquercetin (IQ) and

rutin (RU).

Fig. 3. Chemical structures of compounds isolated from Indigofera caerulea fruits: gallic acid (1), methyl gallate (2), kaempferol-3-O-rutinoside (3), isoquercetin (4)

and rutin (5).

responsible for the observed antibacterial activity of I caerulea fruits. It
is worth mentioning that this is the first detailed phytochemical study
in the fruits of I caerulea. Only leaf methanolic extracts were analyzed
and the presence of ferulic acid and quercetin was determined by HPLC
analysis (Ponmari et al.,, 2014).

3.2.2. Chemical profile of hexane extract

According to the interesting antibacterial activity of hexane extract
against A. baumannii, S. aureus and E. faecalis it was subjected to GC/MS
analysis. Twelve compounds were identified where fatty acids com-
prised 95.1% and steroids 3.5% (Table 4). Long-chain unsaturated fatty
acids, such as linoleic acid, palmitoleic acid, oleic acid, linolenic acid
and arachidonic acid were found to possess antibacterial activity

(Zheng et al., 2005). These compounds inhibited bacterial enoyl-acyl
carrier protein reductase (Fabl), an essential component of bacterial
fatty acid synthesis. (-sitosterol which was also identified in the hexane
extract, was reported to display antimicrobial activity against several
Gram-positive bacteria (Sen et al., 2012).

4. Conclusion

Itis the first time that detailed phytochemical study in the fruits of I
caerulea was reported. Phytochemical analysis on fruit extracts of this
plant revealed that the fruits are rich in phenolic compounds which
could be responsible for the observed antioxidant activity. The isolated
methyl gallate was proven to show antibacterial activity against S.
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Introduction Résultats

Résultats de I'activité biologique

Tab. 1: Détermination de la CMI des fruits d’/ndigofera Tab. 2: Activité antioxydante selon les méthodes DPPH , ABTS
caerulea (collaboration avec S. Fontanay=et R.E. et FRAP —Teneurs en polyphénols totaux (TPC) et en flavonoides
Duval?) (TFC) des extraits de fruits d’Indigofera caerulea

I

Acinetobacter baumannii
ATCC19606 =20

Escherichia coli ATCC 25922 >256  >256 15034
7047 7015
18+33
Enterococcus faecalis ATCC 29212 * Standards Ve: vitamin C  Tx: Trolox
Klebsielia pneumoniae ATCC o < Les extraits méthanolique et hexanique montrent une activité
700603 antibactérienne significative a la fois sur S. aureus et E. faecalis
(tab.1).
Seul I'extrait hexanique posséde une activité contre A. baumannii.

Indigofera caerulea Rox (Fabaceae)
est une plante médicinale utilisée
en Afrique de I'Est (A. Hassan-
Abdallah et al., 2013). Malgré sa
forte popularit¢é en meédicine
traditionnelle locale, aucune étude
phytochimique ni pharmacologique
portant sur le fruit de cette plante
n’est disponible.

Dans ce travail, nous évaluons les
activités antimicrobiennes et
antioxydants de fruits de cette
plante et nous caractérisons les
composés majeurs des extraits les
plus actifs biologiquement.

201

Enterobacter cloacae ATCC 13047 >256

Pseudomonas seruginosa ATCC ..

Staphylococcus aureus ATCC E
29213

Candida albicans ATCC 10231 >256

« Une forte activité antioxydante est observée pour les extraits
méthanolique, elle est liée a des teneurs élevées en polyphénols

A e iSCC a5 2256 totaux (185 mg EAGIg ) et en flavonoides (23,1 mg EQ/g).
\spergillus niger

Indigofera caerulea Fruits d’I. caerulea
(Plancher NO. 176/IRM) séchés

< Une activité antioxydante est observée aussi avec I'extrait a
I'acétone. Cependant les teneurs en flavonoides (8 mg EQ/g) et en
polyphénols totaux (32,46 mg EAG/g) sont moins importantes que

La recherche des composés majeurs a été menée surles dans Iextrait métha ue. D'autres molécules seraient donc
Matériels & Méthodes extraits méthanolique et hexanique les plus actifs. responsables de I'activité antioxydante.

Les fruits d’Indigofera caerulea ont HPTLC-MS HPLC
été collectés dans la région de Dikhil, —
Sud-Ouest de Djibouti, en octobre P { giadnzs
2013 et séchés sur place. "l

Aspergillus fumigatus ATCC 1022

L'extraction est réalisée avec des
solvants successifs de polarité
croissante: hexane, acétone (AC),
méthanol (ME) et eau.

Interface MicroTofQ (Bruker)
L’activité antimicrobienne des quatre TLC-MS
extraits a été évaluée sur sept
bactéries et trois champignons en
déterminant une  concentration Rutine (1)
minimale inhibitrice (CMI).

e

T
633,1469 [M+Na]

s

L'activité antioxydante est évaluée | Chromatogramme HPLC d’un extrait methanolique, détection

selon trois méthodes: DPPH, ABTS et [ a 254nm ; acide gallique (1) ; acide chlorogénique (2); acide

FRAP. benzoique (3); méthyl gallate (4); rutine ( isoquercétine (6);
quercétine (7); kaempférol (8); isorhamnétine (9).

L'identification des composés ! 487, 0877 [M+Na] N
phénoliques est réalisée a I'aide de la ") Isoquercétine (S2) GC-MS de I'extrait hexanigue

technique de chromatograpl sur = B ) B ) .
cotiche mince haute résolution Tache 2 Tab.3: Composés présents dans I'extrait hexanique.
couplée a la masse (HPTLC-MS) et

les données sont confirmées par

Echantillon: 10 pg d’extrait méthanolique de fruits
Plaque HPTLC: silica gel 60 F 254
Systéme d’éluent: Acétate d’éthyle/Méthanol/eau 100/13,5/10 viviv
L'extrait hexanique est analysé par
GC-MS. < Méthyl gallate isolé de cet extrait 2 une CMI= 64 pg/mL contre S. aureus.
<Dans la littérature, il a été rapporté que la rutine (F. Albouchi et al.,, 2013)
et lisoquercétine (L. Wang et al, 2013) possédent une activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus.
Ces poly phenols présents dans [Iextrait mét ique seraient
responsables de son activité antibactérienne.

Conclusion

< Dans l'extrait hexanique, I’ activité antibactérienne peut étre liée a sa
L’ extrait méthanolique posséde une richesse en composés stéroidiques et en acides gras (tab. 3). En effet
activité antibactérienne significative l'acide arachidique et acide palmitique ont une activité antibactérienne
et une forte activité antioxydante. contre Staphylococcus aureus ( C. heng et al., 2005).
L'étude phytochimique de cet extrait
révéle _ une teneur élevée _en Références
polyphénols totaux et en flavonoides.
Par ailleurs, ce fruit renferme aussi 1) A., Hassan-Abdallah, A Mérito., S. Hassan, D. Aboubaker, M. Djama, Z. Asfaw, E. Kelbessaw, Journal of Ethnopharmacology 148 (2013) 701-713;
des acides gras et des stérols (extrait 2) L. Wang X. Yanga, P. Qina, F. Shanc, G. Rena, Industrial Crops and Products 49 (2013) 312-317;
hexanique) 3) F. Albouchi, I. Hassen, H. Casabianca, K. Hosni, South African Journal of Botany 87 (2013),164-174;

:: S 2 4) C. Ji Zheng, J. Yoo, T. Lee, H. Cho, Y. Kim and W. Kim, FEBS Letters 579 (2005) 5157-5162.

Nous cherchons a isoler et a

identifier les composés minoritaires
des extraits méthanolique
hexaniques.
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Résumé de la thése

Ce travail a porté sur la bio-analyse de plantes médicinales Djiboutiennes. Ces dernieres ont
été sélectionnées sur des critéres ethnobotaniques appliqués sur les plantes utilisées
traditionnellement contre les infections microbiennes. Cette sélection a retenu six plantes qui
ont ensuite subi un screening antibactérien et anti oxydant. Les résultats de ce screening ont
conduit a étudier trois plantes: Acacia seyal, Indigofera caerulea et Cymbopogon commutatus.
La recherche des composés de 1’Acacia seyal est effectuée au moyen d’un bio-guidage. Deux
extraits, aqueux et méthanolique, de 1’écorce de cette plante sont évalués pour leur activité
antibactérienne. Quatre composés sont isolés et caractérisés (épicatéchine, catéchine,
catéchine digallique et B-sitostérol) et testés pour leurs activités. Par ailleurs quatre extraits
(hexanique, acétonique, méthanolique et aqueux) du fruit d’Indigofera caerulea ont été testés
pour leurs activités antibactérienne et anti oxydante. Les extraits hexanique et méthanolique
sont les plus actifs. Six composes sont isolés de ces extraits (méthyl gallate, acide gallique,
rutine, isoquercétine, kaempférol-3- rutinoside et B-sitostérol). Le méthyl gallate inhibe
staphylococcus aureus avec une CMI de 64 pg/ mL. Enfin I’activité de I’huile essentielle de
Cymbopogon commutatus est testée sur sept souches bactériennes, deux souches fongiques et
onze types de cellules cancéreuses. Sur ces derniéres, elle présente une forte cytotoxicité avec
des IC50 allant de 0,05 pg/mL sur PC3 et HCT116 (cellules cancéreuses de la prostate et
colorectales) et a 0,67 pg/mL sur NCI-N87 (cellule cancéreuse gastrique). De facon
surprenante, une activité antibactérienne moyenne est observée. L’analyse GCMS de la partie
solubilisée dans le milieu de culture a montré que seuls les composés hydrophiles étaient
présents. La formulation d’une micro émulsion a été mise au point et les IC50 ont diminué
jusqu’a une centaine de fois. Nous avons montré que cette huile essentielle renferme plus de
73,9 % de pipéritone (monoterpéne).

En conclusion, ces trois plantes ont montré des activités antimicrobiennes, et les travaux
confirment leurs utilisations traditionnelles. En plus, nous avons montré qu’elles possédent
d’autres activités biologiques (anti oxydante et anti cancéreuse). Ces résultats devront
contribuer & la mise en place d’une pharmacopée traditionnelle et a des formulations de
‘médicaments traditionnels améliorés’ (MTA).

Mots clés : Plantes médicinales Djiboutiennes, phytochimie, antimicrobiens, anticancéreux.



Abstract
This research focused on the bio-analysis of Djiboutian medicinal plants. These latter were
selected on ethnobotanical criteria applied to the plants traditionally used against microbial
infections. This selection retained six plants which were then subjected to a biological
screening including antibacterial and anti-oxidant activities. Three plants were finally study:
Acacia seyal, Indigofera caerulea and Cymbopogon commutatus.
The search of compound in Acacia seyal was carried out by means of bio-guidance. Two
extracts, aqueous and methanolic, of the bark of this plant were evaluated for their
antibacterial activity. Four compounds were isolated, characterized (epicatechin, catechin,
digallic catechin and B-sitosterol) and tested for their activity. Also four extracts (hexanic,
acetonic, methanolic and aqueous) of the fruit of Indigofera caerulea were tested for their
antibacterial and antioxidant activities. The Hexanic and methanolic extracts were the most
active. Six compounds were isolated from these extracts (methyl gallate, gallic acid, rutin,
isoquercetin, kaempferol-3-rutinoside and p-sitosterol). Methyl gallate inhibited
Staphylococcus aureus with a MIC of 64 pug / mL. Finally, the activity of the essential oil of
Cymbopogon commutatus was evaluated on seven bacterial strains, two fungal strains and
eleven types of cancer cells. On the latter, it exhibits a high cytotoxicity with IC50s ranging
from 0.05 ug / mL on PC3 and HCT116 (prostate and colorectal cancer cells) to 0.67 ug/mL
on NCI-N87 (gastric cancer cell). Surprisingly, an antibacterial activity not so high was
observed. GCMS analysis of the solubilized part in the culture medium showed that only the
hydrophilic compounds were present. The formulation of a microemulsion was performed and
the 1C50 decreased to a hundred times. We have found that this essential oil contained more
than 73.9 % piperitone (monoterpene).
In conclusion, these three plants showed antimicrobial activities and the work confirms their
traditional uses. In addition, we have shown that they have other biological activities (anti-
oxidant and anti-cancer). These results should contribute to the establishment of a traditional
pharmacopoeia and formulations of ‘improved traditional medicines' (MTAS).

Keywords: Djiboutian medicinal plants, phytochemistry, antimicrobials, anticancer.

221



	1 Indigofera caerulea
	1.1 Description botanique
	1.2 Distribution et habitat
	1.3 Utilisations traditionnelles et industrielles
	1.4 Etudes pharmacologiques
	1.4.1 Genre  Indigofera
	1.4.2 Espèce Indigofera caerulea

	1.5 Composés isolés chez le genre Indigofera

	2 Acacia seyal DEL
	2.1 Description botanique
	2.2 Distribution et habitat
	2.3 Utilisations traditionnelles et industrielles
	2.4 Etudes pharmacologiques
	2.4.1 Genre Acacia
	2.4.2 Espèce Acacia seyal

	2.5 Composés isolés chez le genre Acacia

	3 Cymbopogon commutatus
	3.1 Description botanique
	3.2 Distribution et Habitat
	3.3 Utilisations traditionnelles
	3.4 Etudes pharmacologiques des huiles essentielles
	3.4.1 Genre Cymbopogon
	3.4.2 Espèce Cymbopogon commutatus

	3.5 Etudes chimiques des huiles essentielles du genre Cymbopogon

	1 Les polyphénols
	1.1 Les flavonoïdes
	1.2 Les phénols et acides phénoliques
	1.3  Les tanins

	2  Les alcaloïdes
	3 Les terpénoïdes
	3.1 Monoterpènes et sesquiterpènes présents dans les huiles essentielles
	3.2  Triterpènes et stéroïdes

	1 Matériel  végétal
	2 Extraction
	2.1 Procédure d’extraction des fruits d’Indigofera caerulea Rox
	2.2 Procédure d’extraction de l’écorce d’Acacia seyal Del
	2.3 Procédure d’extraction de l’huile essentielle de Cymbopogon commutatus

	3 Techniques chromatographiques analytiques
	3.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)
	3.2 Chromatographie liquide haute performance (HPLC) analytique
	3.3 Chromatographie-Liquide couplée avec la Spectrométrie de masse (LCMS)
	3.4 Chromatographie sur couche mince couplée à la Spectrométrie de masse (HPTLC-MS)
	3.5 Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GCMS)

	4 Techniques de séparation par chromatographie
	4.1  Chromatographie sur plaque préparative (CCM préparative)
	4.2 Chromatographie sur colonne ouverte
	4.3 Chromatographie préparative CombiFlash
	4.4 Chromatographie liquide haute performance (HPLC) semi-préparative

	5 Méthodes physico-chimiques d’identification des molécules
	5.1 Spectrophotomètre ultraviolet (UV)
	5.2 Spectrophotométrie infra-rouge (IR)
	5.3 Désorption-ionisation laser assistée par matrice-ToF (MALDI-ToF)/MS2
	5.4 Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

	6 Procédés physico-chimiques
	6.1 Saponification de l’extrait hexanique d’Indigofera caerulea
	6.2 Micro émulsion des huiles essentielles

	7   Dosages biochimiques et activités biologiques
	7.1 Dosage des polyphénols et des flavonoïdes
	7.1.1         Quantification des polyphénols
	7.1.2         Quantification des flavonoides

	7.2  Evaluation des activités antioxydantes
	7.2.1 Méthode DPPH ( 2,2-diPhenyl-1-picrylhydrazyl)
	7.2.2 Méthode ABTS ( 2,2’-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)
	7.2.3 Méthode FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)

	7.3 Evaluations des activités antimicrobiennes
	7.3.1 Activité antibactérienne
	7.3.2 Activité antifongique

	7.4 Cytotoxicité des extraits d’Indigofera caerulea et d’Acacia seyal sur cellules saines
	7.5 Cytotoxicité de l’HE de Cymbopogon commutatus sur cellules saines et cellules cancéreuses.
	7.5.1 Origines et culture cellulaire
	7.5.2  Détermination de l’IC50


	1 Recueil des données ethnobotaniques
	2 Screening des activités biologiques
	2.1 Activité antibactérienne
	2.2 Activité antioxydante

	1 Extraction et dosages des composés phénoliques
	2 Activités biologiques des extraits de fruits d’Indigofera caerulea
	2.1 Activité antioxydante
	2.2 Activités antimicrobiennes

	3 Purification des extraits montrant une activité antibactérienne
	3.1 Purification de l’extrait méthanolique
	3.2 Purification de l’extrait hexanique

	4 Caractérisation des composés isolés des fruits de l’Indigofera caerulea
	4.1 Caractérisation des composés isolés de l’extrait méthanolique
	4.1.1 Identification par couplage HPTLC-MS
	4.1.2 Identification du composé A
	4.1.3 Identification du composé B
	4.1.4 Identification du composé C
	4.1.5 Identification du composé D
	4.1.6 Identification du composé E

	4.2 Caractérisation des composés de l’extrait hexanique
	4.2.1 Identification du ‘composé F’
	4.2.2 Identification du composé G


	1 Extraction et dosage des composés phénoliques
	2 Activité antioxydante
	3 Fractionnement bioguidé
	4 Caractérisation des composés purs
	4.1 Identification du composé H
	4.2 Identification du composé I
	4.3 Identification du composé J
	4.4 Identification du composé K

	5 Caractérisation des tanins condensés
	1 Etudes phytochimiques de l’huile essentielle de Cymbopogon commutatus.
	2 Activités antibactériennes
	3 Activité antifongique de l’HE Cymbopogon commutatus
	4 Activité cytotoxique de l’HE Cymbopogon commutatus

