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Abstract

The medicinal plant Rubia tinctorum L., also known as Madder, belongs to the Rubiaceae family
and is renowned for its medicinal and dyeing properties. This study aims to evaluate the
extraction yields, phytochemical composition, as well as the antioxidant and antibacterial

properties of extracts obtained from its aerial and root parts.

The results showed that aqueous maceration extraction produced slightly higher yields from the
aerial parts compared to the roots, while methanol extraction gave equivalent yields for both
plant organs. Phytochemical analysis revealed the presence of various compounds such as
tannins, quinones, terpenoids, and polyphenols in the different extracts (aqueous and methanolic)

from the aerial and root parts.

The methanolic extracts from the different parts showed equivalent concentrations of
polyphenols and flavonoids. Regarding antioxidant activity, the methanolic extracts from the
aerial parts showed the highest activity in FM, followed by the aqueous extracts from the aerial
parts. The root extracts of Rubia tinctorum L. exhibited less pronounced antioxidant activity.
Concerning antibacterial activity, four bacterial strains, including Gram+ and Gram—, were
evaluated. The well diffusion technique revealed that all bacterial strains were sensitive to all
tested extracts, with Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, and Escherichia coli being the most

sensitive bacteria.

Keys words: Rubia tinctorum, phytochemical screening, polyphenols, flavonoids, antioxidant

activity, antibacterial activity.



Résumé

La plante médicinale Rubia tinctorum L., aussi appelée Foua, appartenant a la famille des
Rubiacées et est renommeée pour ses vertus médicinales et tinctoriales. Cette eétude vise a évaluer
les rendements d'extraction, la composition phytochimique, ainsi que les propriétés
antioxydantes et antibactériennes des extraits obtenus & partir de ses parties aériennes et

racinaires.

Les résultats ont montré que I'extraction par macération aqueuse a produit des rendements des
parties aériennes légérement supérieurs par rapport a ceux des racines, tandis que l'extraction au
méthanol a donné des rendements équivalents pour les deux organes de la plante. L'analyse
phytochimique a révelé la présence de divers composés comme les tannins, quinones,
terpénoides et polyphénols dans les différents extraits (aqueux et méthanolique) des parties

aériennes et des racinaires.

Les extraits méthanoliques, des différentes parties, ont montré des concentrations équivalentes en
polyphénols et en flavonoides. En ce qui concerne l'activité antioxydante, les extraits
méthanoliques des parties aériennes ont présenté la plus forte activité pour FM, suivi par les

extraits aqueux des parties aériennes.

Les extraits des racines de Rubia tinctorum L. ont montré une activité antioxydante moins
prononcée. En ce qui concerne lactivité antibactérienne, quatre souches bactériennes,
comprenant des Gram+ et des Gram—, ont été évaluées. La technique de diffusion en puits a
révélé que toutes les souches bactériennes étaient sensibles a tous les extraits testés,.
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Escherichia coli se sont révélés étre les bactéries les

plus sensibles.

Les mots clés : Rubia tinctorum, Screening phytochimique, polyphénols, flavonoides, Activité
antioxydante, Activité antibactérienne.
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Introduction

Introduction

Depuis des temps immémoriaux, I'humanité a recouru aux plantes pour se soigner, utilisant
celles qui étaient a sa portée. Quel facteur a guidé ce choix entre les différentes plantes
disponibles ? Peut-étre le hasard, la religion, ou méme la superstition, mais certainement aussi

I'expérience, comme le souligne (Zeghad, 2009).

De nos jours, les principes actifs issus des plantes jouent un role crucial dans de nombreux
médicaments et produits de soins, comme le souligne (Hans,2007). Parmi les quelque 300 000
especes vegétales répertoriées sur la planete, plus de 200 000, en majorité dans les pays
tropicaux d'Afrique, possédent des propriétés médicinales, comme l'ont relevé (Millogo et al.,
2005).

Pour évaluer ces propriétés phytothérapeutiques, ainsi que leurs aspects nutritionnels et
économiques, des tests biologiques et des criblages phytochimiques sont réalisés sur ces plantes,

comme l'ont observé (Lehout et Laib, 2015).

Dans ce contexte, de nombreuses études ont été menées, en cours ou achevées, pour valoriser les
plantes médicinales, qu'elles soient déja connues, inconnues, ou nouvellement découvertes,

suscitant un intérét a I'échelle mondiale, continentale, ou nationale.

L'évaluation du potentiel antibactérien et antioxydant revét une grande importance,
particulierement pour les plantes largement utilisées en médecine traditionnelle, comme le
souligne (Abdel Hakim, 2009).

(Ghabrier, 2010) souligne également [l'utilisation des plantes pour leurs propriétés
antibactériennes, bien gu'elles restent largement sous-utilisées, notamment dans le domaine de la

microbiologie médicale.

L'Algérie bénéficie d'une riche diversité végétale comprenant de nombreuses especes présentant
un intérét varié, constituant ainsi des axes de recherche scientifique, en particulier dans le
domaine des substances naturelles, comme l'ont noté (Haraoui et al., 2019). Certaines de ces
especes font I'objet de recherches intensives depuis des décennies, tandis que d'autres sont encore
peu etudiées, voire limitées a une partie de leur potentiel. C'est le cas de Rubia tinctorum L.,

appartenant a la vaste famille des Rubiacées, échantillonnée dans la région de Boussaada.

Notre recherche vise a mener une étude comparative portant sur la composition chimique ainsi
que les effets biologiques de divers extraits provenant a la fois de la partie aérienne et de la partie

racinaire de cette plante.



Introduction

Le travail réalisé est organisé en trois chapitres, comprenant une introduction générale suivie des

sections suivantes :
« Chapitre 1 : Synthese bibliographique.
o Chapitre 2 : Présentation des matériaux et des méthodes utilisés dans I'étude.

o Chapitre 3 : Présentation des résultats et discussion, et enfin une conclusion genérale.



Chapitre | :
Synthese bibliographique



Chapitre I : Synthese bibliographique

L'Algérie posséde une des flores les plus diversifiees (méditerranéenne, saharienne et paléo
tropicale) (Arab et al., 2014) et les plus originales du bassin méditerranéen ou elle compte 3139
especes répartis dans prés de 150 familles parmi lesquelles 653 especes sont endémiques, soit un
taux de 12.6 % (Bouchenak et al., 2020). Les plantes se caractérisent par deux types de
métabolismes : le métabolisme primaire procure les constituants de base et le métabolisme
secondaire fournit des métabolites en faibles quantités, mais dont les applications dans différents
domaines sont de la plus grande importance ; les alcaloides, les terpénes et les composés
phénoliques (Farah et Abdelhafid, 2008).

I.1. Plantes médicinales et importance des métabolites secondaires

Les plantes médicinales sont, en fait, un trésor de la nature qui offrent une vaste gamme de
composés bioactifs lesquels sont utilisés depuis des siecles pour traiter diverses affections. Leur
utilisation remonte a I'Antiquité, et méme aujourd'hui, avec I'avénement de la médecine moderne,
elles continuent a jouer un rdle important dans de nombreuses cultures a travers le monde. Les
recherches modernes, sur les plantes médicinales, ont confirmé I'efficacité de nombreuses

espéces dans le traitement de diverses maladies.

Les métabolites secondaires présents dans les plantes, tels que les composés phénoliques, sont
particulierement intéressants en raison de leurs propriétés thérapeutiques potentielles. Les études
in vivo et in vitro ont contribué a comprendre les mécanismes d'action de ces composés et leur

impact sur la santé humaine.

L'utilisation des plantes médicinales ne se limite pas seulement a la médecine, elles peuvent
également servir d'aliments, d'assaisonnements ou méme a des fins hygiéniques. Leur polyvalence

les rend d'autant plus précieuses pour les communautés qui les utilisent.
1.2. Intérét et efficacité des plantes médicinales

La phytothérapie a un impact sur le corps en fonction de la composition de la plante. Les
plantes et leurs effets étaient comme leurs ingrédients actifs depuis le XVIlle siécle, quand les
scientifiques ont commencé a extraire et a separer les produits chimiques qu'elles en contenaient.
C'est le cas de cette encyclopédie. Il donne une description précise des principaux composes
actifs présents dans les plantes médicinales et explique la nature de leurs effets. 1l est crucial de
trouver des composés actifs provenant de plantes, car cela encourage la création de médicaments

indispensables (Boumediene, 2017).

De nos jours, l'industrie pharmaceutique utilise de plus en plus les plantes. Sans la quinine (du

genre Cinchona), qui est utilisée contre la malaria, sans la digoxine (du genre Digitalis), qui



guérit le cceur, sans I'éphédrine (du genre Ephedra), que l'on retrouve dans de nombreuses
prescriptions contre les rhumes, on ne peut imaginer le monde. La médecine traditionnelle utilise

largement ces trois plantes ainsi que de nombreuses autres (Boumediene, 2017).

A travers diverses recherches, les plantes médicinales ont démontré des activités biologiques
trés intéressantes, telles que l'anti-ulcére (De Bruyne et al., 1999), l'anti-inflammatoire (Elion
Itou et al., 2017), ’anticancéreux (Kanase et Mane, 2018), I'antiparasitaire (Olounladé et al.,
2017), l'antiviral (Lopez et al., 2001), I'antioxydante (Bettaieb Rebey et al., 2017), I’antifongique
(Dabé et al., 2017) et I'antibactérienne (Etobo et al.,2017).

1.3. Modes d’utilisation des plantes médicinales :

Les composés chimiques présents dans les plantes varient : certains sont solubles dans I'eau,
d'autres dans l'alcool éthylique, d'autres encore dans I'huile. Différentes méthodes de préparation
peuvent étre utilisées a partir des plantes médicinales : infusions, décoctions, macération dans
I'alcool (teinture) ou dans I'huile (extraction huileuse, plus rare), etc. On peut également
consommer les plantes entieres, fraiches ou séches, en les probables en débris plus ou moins fins.
Dans certains cas, les séves et les sécrétions sont également employées. Enfin, il est envisageable

d'en extraire chimiquement des composeés actifs pour leur usage thérapeutique. (Benarus, 2009).
1.3.1. Infusion

La méthode de préparation la plus facile et la plus répandue est l'infusion. La plupart des
plantes ont une valeur médicinale dans les huiles essentielles qu'elles s'évaporent. Pour réaliser
une infusion, il est nécessaire de verser de I'eau chaude sur la drogue réduite en poudre ou de la
casserole dans un récipient avec un couvercle. Ensuite, laissez-la tremper pendant 5 a 10
minutes, puis passez le filtre. Les médicaments présents dans les feuilles, les fleurs et les tiges
peuvent étre utilisés dans l'infusion. (Nogaret, 2003).

1.3.2. Décoction

En général, il est nécessaire de traiter les racines, I'écorce, les tiges et les baies avec un
traitement plus énergétique qu'aux feuilles ou aux fleurs. Une décoction implique de faire
bouillir des plantes séchées ou fraiches, préalablement coupées en petits morceaux, dans de I'eau,

puis de filtrer le liquide obtenu (le décocté).
Elle peut étre dégustée chaude ou froide. (Chevallier, 2001).
1.3.3. Macération

Les parties souterraines des plantes et des écorces sont principalement utilisées pour ces

préparations, et il est difficile de libérer leurs composants actifs lors du trempage. C'est en



infusant les plantes dans I'eau, en les faisant bouillir, en les refroidissant et en les filtrant que I'on

extrait les caractéristiques des plantes. (Delille, 2007).
1.4. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires jouent un role essentiel dans la croissance des plantes, comprenant
principalement les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composes phénoliques, qui ont
une grande valeur économique, en particulier pour l'industrie pharmaceutique et cosmétique.
(Peeking et al., 1987).

Ces composés chimiques semblent avoir un role essentiel dans la nature en diminuant
I'appétence des plantes qui les renferment, voire en les rendant répulsifs pour les animaux
(Hopkins, 2003). Il existe des controverses quant a leurs fonctions physiologiques précises, mais
elles sont généralement liées aux fonctions d' attraction des pollinisateurs, de protection contre
les agents pathogeénes, les prédateurs et différentes contraintes environnementales telles que les

rayonnements UV et les fluctuations de température (Bell, 1980).

Selon (Guignard ,2000) et (Bruneto ,2009) les métabolites secondaires participent dans diverses
actions a l'intérieur et a ’extérieur de la plante. On cite a titre d’exemple I’attraction des agents
chargés de la pollinisation ou de la dissémination des fruits, la protection et la défense de la plante
contre I’attaque des pathogénes ou des herbivores. Ils participent aussi aux réponses allélopathiques,
la compétition entre les plantes pour la germination et la croissance. Ainsi, il faut noter qu’ils sont
considérés comme molécules trés utiles pour I’Homme, utilisées comme colorants, ardbmes, épices,

antibiotiques, diurétiques, anti-inflammatoires, herbicides, drogues, etc...
1.4.1. Différents types de métabolites secondaires

Chez les plantes, on distingue trois grandes catégories de métabolites secondaires : les

phénoliques, les terpénes et les alcaloides. (Raven et al., 2003).

1.4.1.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un ensemble trés diversifié de substances organiques
cycliques dérivées du phénol C6H50H, un monohydroxybenzéne. Présents de maniére étendue
dans le régne végétal, on les trouve dans diverses parties des plantes telles que les racines, les
feuilles, les fruits et I'écorce. La couleur, I'ardme et l'astringence des plantes dépendent de la
concentration et de la transformation de ces phénols. Dans leur forme naturelle, ces composés
sont généralement liés sous forme d'esters ou plus généralement d'hétérosides (Walton et Broun,
1999).



Les composés phénoliques sont caractérises, comme leur nom l'indique, par la présence de
multiples groupements phénoliques associés en structures plus ou moins complexes (Benslama,
2016). Certains existent également sous forme de polymeéres naturels, notamment les tanins.
Parmi les composés phénoliques les plus importants et répandus, on retrouve les flavonoides
(Walton et Broun, 1999).

1.4.1.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques, quant a eux, constituent une catégorie de composés phénoliques qui
contiennent un seul groupe d'acide carboxylique. Présents principalement sous forme liée, tels
que les amides, les esters ou les glycosides, ils sont rarement trouvés sous forme libre (Nidhi et
Naresh, 2019). La différenciation entre les acides phénoliques réside dans le nombre et la position
des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique, et ils sont principalement divisés en deux sous-

groupes : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques.

La variation entre les acides phéenoliques est déterminée par le nombre et I'emplacement des
groupes hydroxyle sur le cycle aromatique. Ces acides sont principalement classés en deux sous-
groupes : les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Khoddami et al., 2013).

1.4.1.1.2. Les flavonoides

Le flavonoide provient du latin flavus, qui signifie jaune. A l'origine appelées vitamine P en
1936 pour leur capacité a contrdler la perméabilité des vaisseaux sanguins, ce nom a été
supprimé plus tard car les flavonoides ne répondaient pas aux criteres d'une vitamine. (Harrar,
2012).

Les flavonoides englobent une vaste gamme de composés polyphénoliques, comprenant une
structure commune en C6-C3-C6 et composés de base a 15 atomes de carbone (Derbel et
Ghedira, 2005). Principalement, ils jouent le r6le de pigments, donnant des couleurs jaunes,
oranges et rouges a différents organes végétaux (Derbel et Ghedira, 2005), et contribuent aux
mécanismes de protection contre les rayons UV, les herbivores et les attaques microbiennes
(Crozier, 2003).

Les flavonoides sont présents dans une variété de sources alimentaires telles que les fruits
(notamment les agrumes ou ils peuvent représenter jusqu'a 1% du fruit frais), les légumes, le thé
et le café, qui en contiennent également en quantités significatives. En tant que composés
naturels, les flavonoides se retrouvent également dans de nombreuses plantes médicinales
(Derbel et Ghedira, 2005).



1.4.1.1.3. Les tanins

Les tanins sont des substances hydrosolubles polyphénoliques, dont la masse moléculaire varie
entre 500 et 3000 kDa pour les polyméres, et qui ont la capacité de tanner la peau, la rendant
ainsi imputrescible. Cette caractéristique résulte de leur aptitude a se fixer sur des
macromolécules comme les protéines, ce qui provoque la précipitation des alcaloides et de la
gélatine (Harrar, 2012).

On distingue deux types de tanins : les tanins hydrolysables et les tanins condenses.
1.4.1.2. Les terpénoides

Les terpénoides, aussi appelés isoprénoides, forment un ensemble de molécules trés variées, tant
sur le plan structurel que fonctionnel. Lorsqu'ils se dégradent, ils produisent un gaz, I'isopréne.
(Guillaume, 2015).

1.4.1.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles, hétérocycliques, qui contiennent une
base azotée, plus ou moins basique, et qui possedent une structure moléculaire complexe et des
propriétés pharmacologiques évidentes méme a faible dose. La majorité sont extrémement

dangereuses a des doses élevées. (Donatien, 2009).

Méme s'ils proviennent essentiellement des plantes fleurissantes, ils sont également présents
chez certains animaux comme les fourmis, les grenouilles et les coccinelles (Mauro, 2006). Les
alcaloides sont employés dans différents secteurs médicaux tels que les traitements contre le

cancer, les antipaludéens et les antiarythmiques. (Vincenzo et Pierre, 2001).

Environ 12 000 alcaloides sont différents produits par les plantes, et ils peuvent étre regroupés

en plusieurs groupes. (Jorg et Peter, 2008).
1.4.1.4. Les saponines

Les saponines sont dérivées du latin sapo, savon, car ces substances moussent lorsqu'elles sont
agitées avec de I'eau. Ces composés sont constitués d'aglycones non polaires associés a un ou
plusieurs sucres. Les saponosides sont essentiellement des substances tres polaires et se trouvent
fréqguemment dans les plantes sous forme de melanges complexes. Ils présentent de nombreuses
caractéristiques biologiques et pharmacologiques, telles que des effets immunomodulateurs,
immunoadjuvants, cytotoxiques, antitumoraux et hypocholestérolémiants. (Kissoum et
Khalfaoui, 2015).



1.5. Plante Rubia tinctorum L.
1.5.1. Historique :

La garance est I'une des plantes tinctoriales dont les utilisations comptent parmi les plus
anciennes, que ce soit sur des étoffes de coton retrouvees a Mohenjo-Daro, en Inde (3250 a 2750

av. J.-C.), ou sur du lin dans des tombes de la vallée du Nil (1350 av. J.-C.).

Elle est également évoquée dans la Bible et dans les premiers textes sumériens (Cardon, 2003).
Sa culture était tres répandue en Syrie et en Mésopotamie, mais principalement exportée vers
I'’Arménie et I'Asie centrale. Jusqu'au début du 18eme siécle, la teinture du coton est dominee par
I'Inde.

Depuis toujours, les plantes tinctoriales ont joué un rdle essentiel dans les échanges
commerciaux internationaux ; c'est I'une des principales motivations pour les voyages et les
explorations. Depuis I'Antiquité, elles ont servi de matiére premiére pour la production de

pigments et la teinture des textiles.
1.5.2. Caractéristique de la plante Garance.
1.5.2.1. Classification botanique:

La situation botanique de 1’espéce Rubia tinctorum Linné est la suivante (Derksen,2001) :

Régne végétal : Plantae

Sous regne : Trachéophytes
Embranchement : Spermaphytes
Ss embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ss classe : Astérides

Famille : Rubiaceae

Genre : Rubia

Espéce : Rubia tinctorum Linné

1.5.2.2. Noms Vernaculaires :

Arabe et berbere : El foua, Tarubia, Tigmit, Lhamri (Bellakhder, 1997)
Francais : Garance des teintures (Debuigne, 1974).

Anglais: Dyer’s Madder, Madder (Gilbert and Cooke, 2001)
Allemand : Farber-Krapp, Férberrote (Prince, 2014).

Espagnol : Granza, Rubia de tintoreros, Rojatintoria (Molas, 1994).



1.5.2.3. Description :
D’aprés (Guillaume Cuoco,2009), la garance nommée Rubia tinctorum L. est une plante :
— Herbacée vert-clair, vivace et glabre ;

— A tige d’environ 1 m a section carrée, couchées ou grimpantes, munies sur les angles

d’aiguillons crochus et posséde une longue tige souterraine ainsi que des racines ramifiées ;

— A feuilles assez grandes lancéolées, opposées, simples et entiéres, avec des stipules assez
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Les Rubiacées s'adaptent a tous les milieux, y compris les déserts. Elles sont abondantes dans les
foréts tropicales, humides et seches, ou elles se trouvent principalement dans le sous-bois. Il y a
moins de Rubiacées dans les savanes et ce sont principalement les formes herbacées qui y sont
présentes. (Cardon, 2003).

Les especes de garance sont réparties en trois zones principales. Pour les garances des teinturiers
(R. tinctorum L.) et des voyageurs (R. peregrina L.), I'Europe occidentale, le bassin
méditerranéen et une grande partie de I'Asie. Les garances indiennes se développent
principalement sur les pentes de I'Himalaya, notamment la garance du Munjeet (R. cordifolia L.)
et la garance du Sikkim (R. sikkimensisK.). Finalement, une espece est originaire du Japon (R.
akane N.), (Cardon, 2003) (Figure 1).



Figure 1: Répartition géographique des différentes espéces de garance (Hovaneissian, 2005).

1.5.2.5. Utilisations de I’espéce Rubia tinctorum L :
1.5.2.5.1. Domaine de teinture :

Les colorants anthraquinones de la garance, ainsi que de nombreuses molécules colorantes
provenant de matiéres végétales et animales, ont été utilisés depuis longtemps en teinture,

notamment pour le coton, la laine et la soie. (Trojanowicz et al., 2004).
1.5.2.5.2. Domaine de la médecine:

Selon Lémery, ces racines ont une action apéritive sur les urines et sont légerement astringentes
dans le ventre. Elles sont utilisées pour la jaunisse, tandis que pour la pierre, elles sont résistantes

au vénin. (Lémery). (Bonnemain Bruno,2018)

Sur I'employée dans le traitement de 1’ictére, de I'obstruction de la rate, de la mélancolie, de la

paralysie, des hémorroides, de la sciatique et des ecchymoses. (HC et Jain, 1982).

En outre, ses feuilles possedent des vertus purifiantes et cholérétiques. En herboristerie, la
garance est réputée pour ses vertus cholagogues, antilithiasiques, astringentes et laxatives.
Traditionnellement, on utilise la décoction de racine pour soigner les infections de I'arbre

urinaire, les diarrhées et la stérilité. (Konig, 2008).



Partie pratique
Chapitre Il : Matériel et
Méthodes



Partie pratique Chapitre 1l : Matériels et methodes

Chapitrell. Matériel et Méthodes

L’étude a été¢ menée au niveau des laboratoires pédagogiques du département de Biochimie et
Microbiologie de I’'universit¢é Mohamed Boudiaf M'sila.

Nous avons entrepris une étude de Screening phytochimique sur quatre extraits de Rubia
tinctorum L. (Foua). Cette etude comprend la détermination des teneurs en polyphénols totaux et

en flavonoides, ainsi que la mise en évidence de certaines activités biologiques.
11.1. Matériel
11.1.1. Zone de récolte:

La zbne de récolte des échantillons se trouve dans la commune de Bou Saada (Figure 2) située a
250 km au Sud-Est d'Alger (33°48°N, 02°53°E). Celle-ci est bordée au Nord, par la commune
d'Ouled Sidi Brahim, au Nord-Est par celle d'El Maarif, a I'Est par la commune d'EI Haouamed,
au Sud par la commune d'Oultem, au Sud-Ouest par la commune d'El Hamel et a I'Ouest par la
commune de Tamsa. Bou Saada est I'Oasis la plus proche de la capitale. C'est un carrefour
stratégique entre la Méditerranée et le Sahara, mais aussi entre la chaine des Zibans et le littoral
algérois, ainsi qu'entre le M'zab et le Constantinois.
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Figure 2: Zone de récolte de la plante Rubia tinctorum L.

11.1.2. Matériel vegétal

Le materiel végétal utilisé, récolté manuellement en février 2024, dans la région de Bousaada
Wilaya de M’sila, est constitué des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) et de la partie
souterraine (racines) de la plante Rubia tinctorum L (Figure 3). La plante a été authentifiée par
un agriculteur de la région. Les différents organes récoltés de la plante ont été immédiatement
nettoyés et débarrassés de tout corps étranger et mis a sécher dans un endroit sec, aéré et a l'abri
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de la lumiére durant 7 jours pour préserver, au maximum, I’intégrité des substances bioactives

naturelles existants dans le matériel végétal.

Figure 3: Les différentes parties de Rubia tinctorum L. a gauche les racines et a droite les
Parties aériennes.

Chaque partie de la plante a été broyée, séparément, en poudre fine (Figure 4), a ’aide d’un
broyeur électrique et conservée dans un bocal hermétique a T° ambiante avant leur utilisation

dans la préparation des différents extraits.

Figure 4:Les poudres des parties de Rubia tinctorum L. A : partie arienne ; B : les racines.

11.1.3. Souches microbiennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude, fournies par le laboratoire de microbiologie
du département de Microbiologie et Biochimie de 1’Université de M*Sila, sont référencées pour
leur faculté de pathogénicité et leur multi-résistance aux antibiotiques. (Tableau ci-dessous)
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Tableau 1: Les souches bactériennes et leurs références.

Les souches bactériennes References Gram

Escherichia coli ATCC 25922 _
Bacillus cereus ATCC 10876 +
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 _
Staphylococcus aureus ATCC 25923 +

11.2. Préparation et extraction des principes actifs (extraction solide-liquide)

Différents extraits ont été obtenus, par macération, a partir de la poudre des parties aériennes et
des racines de la plante Rubia tinctorum L. en utilisant deux solvants de polarités différentes :

I'eau distillée et le méthanol.
11.2.1. L'extrait aqueux (eau distillée)

L'extrait aqueux de Rubia tinicorum L, est préparé selon la méthode de (Bougandoura et
Bendimerad, 2012) avec de légére modification. 50g de la poudre végétale soumise a une
extraction par macération avec 500ml d’eau distillée, pendant 24H a température ambiante.
L’ensemble est filtré sur du papier filtre afin de séparer le marc du filtrat. L’extrait aqueux a été

sécher pour le réduire en poudre (Figure 5).

509 de la poudre végétale . \ .
g P g » Agitation pendant 24h a T° ambiante

+ 500ml d’eau distillée
4

Filtration

$
Séchage a 40°C
4

Conservation & 4C°

Figure 5: Protocole d’extraction aqueux. (Bougandoura et Bendimerad (2012).

11.2.2. L’extrait méthanolique

La méthode utilisée est celle de (Rebaya et al., 2015) avec de Iégéres modifications. Ils notent

que I’extrait méthanolique, des parties aeriennes et la partie souterraine de la plante Rubia
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tinctorum L, préparé en laissant macérer, a température ambiante, 50g de poudre du végétal avec

500ml de méthanol, pendant 24 heures sous agitation douce continue.

Ensuite, une filtration est réalisée sur coton puis sur papier filtre. Le solvant a été récupéré du
filtrat par un évaporateur (Rotavapor type Buchi R 200) a une température de 40°C. Récupérer
I’extrait du ballon du rotavapeur, sécher dans une étuve a 40°C pendant 24 heures et conserver,

dans des flacons en verre fumé au réfrigérateur a 4C°, jusqu’a utilisation (Figure 6).

I agétal
50g de la poudre végetale » Agitation pendant 24h a T° ambiante

Filtration

\ 4

Evaporation a 40 C

4

Séchage et Conservation a 4C°

+ 500ml de méthanol

Figure 6: Protocole d’extraction méthanolique.

(Rebaya et al., 2015)

11.3. Etude phytochimique

Les tests phytochimques comportent I’identification des différentes principales familles des
métabolites secondaires contenues dans les parties aériennes et souterraines de la plante Rubia
tinctorum L. par une détermination qualitative simple.

11.3.1. Screening phytochimique

La présence ou l'absence des principales familles des composés chimiques existants dans les
extraits étudiés, est basée sur des réactions de précipitation, ou de coloration, selon la méthode
décrite par (Sunil et al., 2012).

11.3.1.1. Test de présence des tanins :

Il est mélange, dans un tube a essai, 1 ml d'extrait (concentration 4 mg/ml) avec quelques gouttes
de chlorure ferrique (FeCl3) a 0.1%. La formation d'un précipité noir bleuatre ou noir verdatre

indigue la présence de tanins.

15




Partie pratique Chapitre 1l : Matériels et methodes

11.3.1.2. Test de présence des quinones :

Dans un tube a essai, il est ajouté 500 pl d'extrait de concentration 4 mg/ml avec 500 ul d'acide
sulfurique concentré (H2SO4) et I'apparition d'une coloration rouge indique la présence de

quinones.
11.3.1.3. Test de présence des terpénoides :

Le mélange de 1 ml de chaque extrait (4 mg/ml) avec 0.5 ml de chloroforme, auquel il est ajouté
lentement 0,75 ml d'acide sulfurique (H2SO4) donne, s’il y a présence de terpénoides, la

formation a l'interface d'un anneau brun rougeatre.
11.3.1.4. Test de présence des saponines :

Dans un tube a essai, 500 pl d'extrait (4 mg/ml) ajouté a 3 ml d'eau distillée et Agités
vigoureusement pendant 15 minutes, la formation d'une couche stable de mousse indique la

présence de saponines.
11.3.1.5. Test de présence des polyphénols :

En combinant 2 ml d'extraits (a une concentration de 4 mg/ml) avec une goutte de solution
alcoolique de chlorure ferrique & 2 %, I'observation d'une coloration bleu-noiréatre ou verte, avec

une intensité variable, indique la présence des polyphénols (Tuo, 2015).
11.4. Analyse quantitative (dosages biochimiques)

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires
particulierement les polyphénols totaux et les flavonoides ont été effectuées sur les quatre

extraits de Rubia tinictorum L.
11.4.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits de la plante est déterminée par la méthode
colorimétrique de Folin—Ciocalteu (Bouyahya et al,. 2017). La méthode repose sur la réduction
en milieu alcalin d'un mélange de phosphotungsténe (WO4?) et de phosphomolybdéne (Mo0O4?)
du reactif de Folin par les groupements oxydables des composés phénoliques. Cela entraine la

formation d'un produit de réduction de couleur bleue.

Brievement, les extraits sont dilués a une concentration de 1 mg/ml. Ensuite, 100 ul d'extrait ou
de solution standard d'acide gallique a différentes concentrations (20, 40, 60, 80 et 100 pg/ml)
sont mélangés avec 500 pl de réactif de Folin (dilué¢ dix fois dans de 1'eau distillée) et 400 pl de
Na,COs3 (7 %).
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Aprés 40 minutes d'incubation, a temperature ambiante (23 + 2°C), I'absorbance est mesurée a
760 nm. La quantification des polyphénols est effectuée en utilisant une courbe standard d'acide
gallique (Figure 7). Les résultats sont exprimés en milligrammes d'équivalents d'acide gallique
(EAG) par gramme d'extrait (mg EAG/g d'extrait).
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y =0.0046x + 0.0742
R?=0.9892

Absorbance (760 nm)

0 20 40 60 20 100
Concentration pg/ml

Figure 7: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

11.4.2. Détermination des flavonoides totaux

Le contenu total en flavonoides a été déterminé en utilisant la méthode colorimétrique du
chlorure d’aluminium décrite par (Bouyahya et al,. 2017). Le principe repose sur I'oxydation des
flavonoides qui contiennent un groupe hydroxyle (OH) libre par le réactif (AICI3), susceptible de
former un complexe coloré avec le groupement CO. Les flavonoides forment des complexes

jaunatres en se liant aux métaux (fer et aluminium) par chélation.

1 ml d'extrait (a une concentration de 1 mg/ml dans le méthanol) ou de solution standard de
quercétine a différentes concentrations (10, 20, 40, 60, 80 et 100 pg/ml) sont mélangés avec 1 ml
d'AlClI; (2 %) dans le méthanol. Aprés 40 minutes d'incubation a température ambiante (23 * 2
°C), l'absorbance est mesurée a 430 nm. Les concentrations de flavonoides sont déterminées a
partir de la courbe d'étalonnage établie avec la quercétine (Figure 8). Les résultats sont exprimés

en milligrammes d'équivalents de quercétine par gramme d'extrait (mg EQ/g d'extrait).
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Figure 8: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

11.5. Etude de I’activité anti-oxydante
11.5.1. Test de DPPH

Le dosage du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est une méthode simple et hautement
sensible qui repose sur la réduction d'une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant, produisant ainsi DPPH-H non radicalaire. Cette réaction entraine un changement de
couleur de violet a jaune, indiquant la formation de DPPH suite a I'absorption de I'hydrogéne

antioxydant (Moon, 2009).

DPPH DPPH-H

Violet foncé Jaune pale

Violet foncé Jaune pale

Figure 9: Mécanismes de récupération du DPPH par un antioxydant (Munteanu et Apetrei,
2021).

La capacité de piégeage des radicaux libres des extraits a été évaluée en utilisant le test au
DPPH comme décrit par (Blois, 1958). Environ 40 ul de chaque concentration d'extrait (1, 0.5,
0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312 mg/ml) ont été ajoutés a 160 pul d'une solution de DPPH (6 mg de

DPPH dissous dans 100 ml de méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et laissé a
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température ambiante dans l'obscurité pendant 30 minutes. L'expérience a éeté réalisée en
triplicat et I'absorbance a été déterminée a 517 nm en utilisant un lecteur de microplaques a 96
puits. L’acide ascorbique a été utilisé comme standard et la capacité de chaque concentration

d'extrait a piéger le radical DPPH a été calculée en utilisant I'équation suivante :

19%=[(Ac-Ag)/Ac] x100

1% : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH
AC : Absorbance du controle
AE : Absorbance de I’échantillon
11.6. Evaluation de I’activité antibactérienne des quatre extraits

Les essais antimicrobiens des différents extraits ont été réalisés sur quatre souches bactériennes
(Tableau I).

Le test de susceptibilité a été effectué selon la méthode des puits de diffusion.
11.6.1. Préparation de I'inoculum

Des suspensions ont été préparées pour chagque souche bactérienne en les activant dans un

bouillon nutritif & 37°C pendant 24 heures (figure 10).

Figure 10: Activation bactérienne.

Ensuite, elles ont été ensemencées, en stries, sur une boite de Pétri contenant de la gélose
nutritive (GN) et incuber pendant 18 heures a 37°C (figure 11). Ensuite prélever, a 1’aide d’une
anse de platine stérile, une colonie de chaque bactérie activée et la mettre dans 9 ml d'eau
physiologique stérile. Aprés homogeénéisation au vortex, l'inoculum a été ajusté a une turbidité
standard de 0,5 McFarland, correspondant a une densité optique de 0,08-0,12, pour atteindre une
concentration de 107 a 108 UFC/ml (Khribch et al., 2018).
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Figure 11: Le développement des colonies dans GN apres 18 h.

1:S. aurueus, 2 : B. cereus, 3 : P. aeruginosa,4 : E.coli
11.6.2. Méthode des puits de diffusion :

Les boites de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton sont ensemencées de maniére
aseptique avec les suspensions bactériennes préalablement préparées. L'ensemencement est
réalisé par écouvillonnage, puis la gélose est perforée pour former des puits de 7 mm de
diametre. Les cavités ainsi créées sont remplies de I'extrait a des concentrations de 400 mg/ml,
avec du DMSO comme contr6le négatif et de la gentamicine comme contréle positif. Les boites
sont ensuite placées a 4°C pendant 2 heures pour permettre la diffusion des extraits testés dans le
milieu ensemencé, puis incubées a 37°C pendant 24 heures dans une étuve. Apres l'incubation,
les résultats sont lus en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition autour de chaque puits ; plus

ce diametre est grand, plus la souche est sensible (Bouyahya et al., 2017).

La lecture est effectuée en mesurant le diametre de la zone d’inhibition (ZI) autour de chaque
puits ou de l'antibiotique. La réponse de la bactérie a I'extrait est qualifiée comme suit : non
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sensible () pour les diamétres de 8 mm (pas d’inhibition autour du disque) ; sensible (+) pour
les diamétres de 9 a 14 mm ; trés sensible (++) pour les diametres de 15 a 19 mm ; extrémement

sensible (+++) pour les diametres supérieurs a 20 mm (Ponce et al., 2003).
11.6.3. Etude quantitative de ’effet antibactérien

Le but de cette étude est la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les

concentrations minimales bactéricides (CMB) des souches les plus sensibles aux extraits testes.
11.6.3.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La technique consiste & préparer séparément les extraits aux concentrations définies, puis a les
introduire dans le milieu de culture dans des microplaques de 96 puits. Les extraits ont d’abord
été dissous dans le bouillon nutritif avec du DMSO. Les suspensions bactériennes ont été
préparées a partir des cultures jeunes de 18 heures sur gelose nutritive et ajustées a une turbidité
standard de 0,5 sur I'échelle de McFarland.

Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits contre les souches
bactériennes ont été déterminées par la méthode de microdilution sur microplaque. En bref, les
microplaques de 96 puits ont été préparées en distribuant dans chaque puits 95 pl de bouillon
nutritif et 5 pl d'inoculum. Ensuite, 100 ul de la solution mére des extraits initialement préparés
ont été ajoutés dans les premiers puits. Puis, 100 ul des dilutions successives ont été transférés
dans dix puits consécutifs. Le dernier puits, contenant 195 ul de bouillon nutritif sans extrait et 5
ul d'inoculum, a été utilisé comme contréle négatif. Le volume final dans chaque puits était de
200 pl, avec des concentrations finales dans le bouillon variant de 400 a 0,78125 mg/ml pour
I'extrait. Les microplaques ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24 heures. Les
concentrations dans les puits ou aucune croissance n’est observée a 1’ceil nu sont considérées

comme des CMI (Sokmen et al., 2004).
11.6.3.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration en
extrait capable de tuer plus de 99,9 % de I’inoculum bactérien initial (soit moins de 0,01 % de
survivants). Pour déterminer cette concentration, 0,1 ml de chaque puits dans lequel aucune
croissance n’est observée est ensemencé sur gélose nutritive puis incubé a 37 °C pendant 24
heures. Les concentrations dans les bofites qui ne présentent aucune croissance sont considéerées
comme CMB (Sokmen et al., 2004).
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11.7. Analyses statistiques

Toutes les manipulations du présent travail sont réalisées en triplicata. Les résultats obtenus ont
fait I’objet d’une analyse statistique. ANOVA a I’aide du logiciel GraphPad prism 8., dans le but
de trouver la signification statistique des résultats obtenus. Les valeurs de 1C50 (concentration
inhibitrice a 50%) sont déduites par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%

inhibition=f (concentrations)].
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111.1. Extraction

L'étape d'extraction constitue la premiere étape cruciale avant I'analyse des composants

Chapitre 111 : Résultats et discussion

phytochimiques des plantes. Dans cette étude, une méthode d'extraction par macération a froid a

été réalisée. Les effets des solvants ont été étudiés en termes de rendement d'extraction. La

préparation des différents extraits de la partie aérienne et de la racine de Rubia tinctorum L. a été

réalisée a l'aide de deux solvants de polarités différentes : I'eau et le méthanol. Le rendement

obtenu par les différents extraits, la couleur et I'aspect sont indiqués ci-dessous (Tableau 2). Le

calcul du rendement a été fait a partir de la quantité de poudre végétale utilisée.

Tableau 2: Caractéristiques des extraits aqueux et méthanolique des deux organes de Rubia

tinctorum L.
Solvant Couleur Aspect de I’extrait
Partie aérienne Méthanol Vert foncé Visqueux
(EF) Eau Vert-noir Visqueux
Racines Méthanol Marron Visqueux
(ER) Eau Rouge brunatre | Visqueux

D’aprés les résultats obtenus, on constate que les rendements des extraits méthanoliques et

aqueux sont tres proches. Pour les parties aériennes et racinaires, les rendements méthanoliques.

Mais, on remarque que I'eau comme solvant donne de meilleurs rendements que le méthanol,

pour les deux organes de la plante étudiée. Globalement, les parties aériennes ont donné des

rendements légérement plus élevés que les racines, particulierement avec I'extrait aqueux (figure

12).

25
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ERA mFA mFM ERM

Figure 12: Rendements des extraits bruts de Rubia tinctorum L.
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Ces resultats sont en accord avec ceux de (Houari, 2022) qui a montré que I'eau est le solvant le
plus approprié pour I'extraction des composés phénoliques de la méme plante. Toutefois, nos
résultats concernant les extraits aqueux sont supérieurs a ceux de Houari (parties aériennes 16,7
%, racines 18,8 %), par contre, ses résultats concernant les rendements des extraits

méthanoliques (parties aériennes 16,1 %, racines 17,3 %) sont Iégerement supérieurs aux notres.

Ces différences peuvent étre attribuées a la capacité de l'eau a dissoudre une gamme plus
large de composes polaires présents dans la plante. Comme I'ont souligné (Galvez et al., 2005),
I'extraction des polyphénols & partir de matieres végétales dépend de leur solubilité dans le
solvant utilisé, du type de solvant employe, ainsi que de l'interaction des polyphénols avec

d'autres constituants de la plante.
111.2. Etude phytochimique
111.2.1.1. Screening phytochimique

Les composés phytochimiques des plantes jouent un rdle crucial en tant que composés
biologiquement actifs, responsables d'une gamme d'activités telles que les antioxydants, les

antimicrobiens et les anticancéreux.

Le criblage phytochimique a été réalisé, sur les extraits aqueux et méthanoliques des organes de
la plante étudiée, suivant les méthodes standards de caractérisation.

Les différentes familles chimiques mises en évidence dans les extraits aqueux et méthanoliques

des différents organes sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3: Criblage phytochimique des différents extraits de Rubia tinctorum L.

Extrait FA
Test
Tanins + - + +
Quinones + +++ +++ 4+
Terpénoides ++ +++ ++ 44+
Saponines - - - -
Polyphénols + + + ++

- : absence ; + : présence en faible quantité ; ++ : présence en moyenne quantité ; +++ : présence en abondance ;
AR : Extrait aqueux de la racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; MR : Extrait Méthanolique de la
racine ; MF : Extrait Méthanolique de la partie aérienne.

Il ressort de I’analyse de ce tableau que l'analyse phytochimique des extraits de Rubia
tinctorum L. montre des différences significatives en fonction du solvant utilisé. Des tannins, des
quinones, des terpénes et des polyphénols ont été caractérisés dans les extraits aqueux des parties

aériennes (FA) mais pas de saponines. Les extraits méthanoliques des parties aériennes (FM)
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révelent des niveaux élevés de quinones et de terpénes, avec des polyphénols présents, mais pas
de tannins ni de saponines. Les extraits aqueux des racines (RA) contiennent des tannins, des
quinones, des terpénes et des polyphénols, tandis que les extraits méthanoliques des racines
(RM) montrent des concentrations élevées de ces composes avec une présence accrue de

polyphénols (Figure 13).

P

Figure 13 : Résultats du Screening phytochimique.
T : Tanins, Q : Quinone, Ter : Terpénoides, S : Saponines, P : Polyphénol, C- : Control Négatif.

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; MR : Extrait Méthanolique de la
partie racine. MF : Extrait Méthanolique de la partie aérienne.

En comparant nos résultats avec les études antérieures, comme celles de (Marhoume, 2021) et
(Houari, 2022), nous trouvons des concordances pour les tannins dans les différents extraits.
Cependant, nos résultats différent en ce qui concerne les quinones, car notre étude montre leur
présence dans tous les extraits, tandis que I'étude de Houari indique leur absence dans les extraits
des parties aériennes. Pour les saponines, nos résultats concordent avec ceux de Marhoume pour
les extraits aqueux des racines, mais divergent de ceux de Houari qui montrent leur présence

dans les extraits aqueux des parties aériennes.

by

Ces différences peuvent é&tre attribuées a des variations dans les conditions
environnementales et géographiques, ainsi qu'a des différences dans les méthodes d'extraction et
d'analyse utilisées. Comme le mentionnent (Falleh et al., 2008), "la teneur en composés
phénoliques d'une plante dépend de plusieurs facteurs intrinseques (génétiques) et extrinséques

(conditions climatiques, pratiques culturales, maturité a la récolte et conditions de stockage). De

25



Chapitre 111 : Résultats et discussion

plus, la distribution des métabolites secondaires peut varier au cours du developpement de la
plante. Cela peut étre di a des conditions climatiques défavorables (température élevée,
exposition au soleil, sécheresse, salinité) qui stimulent la biosynthése des métabolites
secondaires comme les polyphénols™ (Falleh et al., 2008). Ces résultats soulignent I'importance
de standardiser les protocoles d'extraction et d'analyse pour une meilleure compréhension des
profils phytochimiques de Rubia tinctorum L, ce qui est crucial pour optimiser ses applications

thérapeutiques et industrielles.
111.3. Dosage des composes phénoliques

L’étude gquantitative effectuée, en termes de polyphénols et flavonoides, dans la partie aérienne

et racinaire de la plante Rubia tinctorum L. en utilisant deux solvants différents (eau, méthanol).
111.3.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les résultats de la détermination du contenu phénolique total et flavonoique des quatre extraits

de la partie aérienne et racinaire de R. tinctorum, obtenus.

Pour la partie aérienne (FM) ainsi que racinaire (RM) I’extrait méthanolique a montré la plus
grande quantité de phénols totaux. La valeur de la partie aérienne (FM) est Iégerement supérieure
a RM.

En ce qui concerne I’extrait aqueux, on remarque que la partie aérienne représente environ trois
fois le taux des phénols des racines. On note la valeur la plus élevée se trouve toujours dans la

partie aérienne.

Les mémes observations en ce qui concerne les taux des flavonoides, 1’extrait méthanolique a
montré les valeurs les plus élevées pour FM et RM idem, la valeur de FM est Iégérement
supérieure a RM. Pour ce qui est de I’extrait aqueux la partie aérienne renferme un taux qui est

de deux fois celui des racines

La différence des taux des polyphénols et des flavonoides est remarquable entre les deux extraits
et les différentes parties étudiées de la plante Rubia tinctorum L. On observe une richesse en
polyphénols et en flavonoides dans la partie aérienne que la partie racinaire pour les deux

extraits.

Comparativement, aux travaux de these de Houari (2022), nos résultats corroborent les siens, le
méthanol est le solvant qui a montré la meilleure extraction des polyphénols et des flavonoides et
que la partie aérienne est la plus riche en ces derniers. Mais, les valeurs en teneurs de ces deux

composés différent tres significativement. Elle a noté que la partie racinaire MR possede la plus
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grande quantité de phénols totaux 118.38 £0.07 mg EAG/g MS et les taux des flavonoides variait
entre 4.21+0.006 et 30.30+£0.009 mg EAG /g MS, pour MR et MF respectivement.

Houari (2022) a rapporté dans sa these que des études de Essaidi et al., 2017 sur les racines de R.
tinctorum L. ont montré une teneur plus élevée en composés phénoliques et flavonoides totaux
(78.26 mg GAE/g et 25.36 mg GAE/(q, respectivement) dans I'extrait hydrolysé de R. tinctorum.
Mais tous les travaux effectués sur cette plante ont confirmé que les phénols présentent la plus

haute teneur que les flavonoides.

En comparaison avec les travaux de Marhoume et al., (2019), sur I'extrait butanolique de racine
de R. tinctorum L., on constate que la teneur totale en polyphénols et en flavonoides des racines
(1.1 £ 0.041 mg GAE/100 g de MS et 0.7 £ 0.0055 mg CAE/100 g de MS respectivement) sont
au deca de nos résultats.

Il semble que ces différences observées dans la quantité de composés phénoliques peuvent étre
dues a la maturité de la plante, aux étapes de la croissance de la plante, aux processus
biochimiques et structurels du tissu végétal, a l'altitude, a I'éclairage, a I'humidité et a la saison de
récolte (Cezarotto et al., 2017).

Et autres facteurs peuvent influer sur les quantités des différents composés entre autres:

- climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, type de sol (aride ou
semi-aride), agressions, maladies, altitude, température, précipitation et exposition solaire.
(Marhoume, 2021)

- patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
(Miliauskas et al., 2004)

- méthode de quantification peut également influencer 1’estimation de la teneur en composés

phytochimiques (Lee et al., 2003).
I11.4. Etude de ’activité antioxydante
111.4.1. Test de DPPH

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de Rubia tinctorum L. a été réalisée par la
méthode DPPH. Ce radical libre peut étre reduit par les antioxydants présents dans les extraits
végetaux, provoquant ainsi un changement de couleur du violet au jaune (Figure 14) et une

diminution de 1’absorbance a 517 nm (Yaici et al., 2019).
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Figure 14: Microplaque de test DPPH.

L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en IC50, correspondant a la concentration
d’extrait nécessaire pour inhiber ou réduire 50 % de la concentration initiale de DPPHe. Les

résultats obtenus sont illustrés dans la figure 15.

Fm =0.398+0.003 mg/ml
RM =2.5680.278 mg/ml
FA =0.988+0.055 mg/ml
RA =3.7210.035 mg/m| Rk
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Figure 15: Les concentrations des extraits de Rubia Tinctorum L. inhibitrices de 50 % du radical DPPH.
Les valeurs de IC50, des extraits méthanoliques et aqueux de Rubia tinctorum L. de l'activité
antioxydante, les classant ainsi comme suit : FM > FA > RM > RA. Les extraits méthanoliques
et aqueux des parties aériennes (FM et FA) possédent une activité antioxydante nettement
significative que celle des extraits des racines (RM et RA), ceci peut étre dd a leur richesse en
polyphénols ou en flavonoides. Les extraits FM et FA se distinguent par leurs performances. En
ce qui concerne les parties aériennes, l'extrait méthanolique (FM) présente une meilleure
performance, quand aux racines, c'est aussi I'extrait méthanolique (RM) qui montre une activité

plus élevée.
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Il est a noter que les travaux de recherche sont rares en ce qui concerne des études sur les

activités biologiques de la plante Rubia tinctorum L, le seul travail est celui de Houari (2022).

En comparaison, les résultats de Houari (2022) qui ont montré des valeurs IC50 généralement
basses, que les ndtres, pour tous les extraits MR : 0.6824 mg/ml ; MF : 0.6034 mg/ml ; AR :
0.5326 mg/ml ; FA : 0.5491 mg/ml, suggérant une activité antioxydante forte dans son étude.
Mais, nos valeurs ne sont pas trés élevées par rapport a 1’acide ascorbique 0.0736 mg /ml. Ces
faibles variations peuvent étre attribuées a divers facteurs tels que les méthodes de test
antioxydant, les conditions d'extraction, la période de récolte, le stade de développement de la

plante et les influences environnementales et génétiques.

Il est important de souligner que le choix des solvants, ainsi que les conditions dans lesquelles
I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), ont un impact direct sur la teneur des composes

phénoliques et par conséquent sur leurs activités biologiques (Lee et al., 2003).

Effectivement, une explication possible de la divergence dans l'activité antioxydante entre les
extraits pourrait résider dans une concentration plus élevee de composés phénoliques et
flavonoides dans les extraits de la partie aérienne, reconnus pour leur puissant potentiel
antioxydant. Par ailleurs, les conditions climatiques et les pratiques agricoles peuvent influer sur
la teneur en antioxydants des plantes, comme souligné par Falleh et al.,2008. Ainsi, des
conditions environnementales favorables peuvent favoriser une production accrue de composés

antioxydants dans les plantes, se reflétant dans les résultats des tests antioxydants.

Il y a une relation entre ’effet antioxydant et la quantité et la qualité des métabolites
secondaires, car ils sont caractérisés par un nombre élevé de groupements hydroxyles. Ces

groupements donnent des atomes d’hydrogene pour stabiliser les radicaux libres (De Pinedo et
al., 2007).

I11.5. Activité antibactérienne

La santé publique est inquiétante dans plusieurs pays a cause de la résistance des bacteries
pathogénes aux différents antibiotiques. La recherche de sources naturelles d'antimicrobiens a
fait 1'objet de plusieurs travaux et beaucoup d’efforts ont été montrés pour découvrir de

nouveaux composes antimicrobiens adéquats pour remplacer ces antibiotiques.

L’Objectif de ce test est de déterminer parmi les extraits préparés, de la plante étudiée, celui qui

posséde un meilleur pouvoir inhibiteur des bactéries a Gram-positif et a Gram-négatif.

Le pouvoir antimicrobien, des extraits aqueux et méthanolique de Rubia tinctorum, L. a été
étudié, in vitro, par la méthode des puits de diffusion en milieu GN. L’activité antibactérienne

des extraits a ¢ét¢ estimée en termes de diaméetre de la zone d’inhibition autour des puits
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contenant les extraits a tester vis-a-vis de 04 souches bactériennes. Plus la zone est importante

plus les bactéries sont sensibles.

Les témoins utilisés sont des antibiotiques utilises comme controle positif et le DMSO utilisé

comme controle négatif pour 1I’évaluation de 1’activité antibactérienne.

D’apres les résultats obtenus, les quatre extraits de Rubia tinctorum L. ont présenté un effet
antibactérien diversifié¢ selon le type d’extrait, d’une part, et la souche bactérienne d’autre part.
Les bactéries testées, dans 1’ensemble, peuvent étre qualifiées de sensibles a 1’un ou a I’autre

extrait.

Selon le nombre de bactéries sensibles, les extraits FM et RA sont les plus efficaces, parce qu’ils
ont montré un effet antimicrobien sur 3 souches parmi 4 testées en plus les mémes bactéries,
suivi de RM sur deux et enfin FA, le moins efficace, sur une seule bactérie. L’extrait FM et RA

ont montré un effet antibactérien, contre les souches E.coli, S.aureus

et B. cereus, mais pas d’effet sur P aeruginosa. L’extrait RM montre une activité plus
remarquable, contre les souches S. aureus et B.cereus. Ces deux derniéres peuvent étre
qualifiées de trés sensibles a ’extrait RM. L’extrait FA n’a exercé son effet antibactérien que

contre la souche P. aeruginosa.

L’extrait RM a montré la zone d’inhibition la plus importante contre B.cereus et FM a I’effet le

plus faible sur E.coli.

On remarque que I’extrait méthanolique de la partie racinaire a un effet plus important sur les
bactéries a Gram positif que sur les Gram négatif. Par contre les extraits FM et RA ont des effets
sur les G+ et G- mais plus accentués sur les G+. L’extrait aqueux de la partie aérienne a un effet

sur une seule souche a G-.
111.5.1. Résultats de la Détermination CMI et CMB

La CMI correspond a la concentration minimale dans une série de concentrations ou I'on
n’observe pas de croissance visuelle de bactéries. La CMB est la concentration minimale qui
empéche totalement la croissance bactérienne, autrement dit, qui tue la bactérie exposée a cette
concentration. Ces valeurs sont déterminées en exposant les souches bactériennes a plusieurs

concentrations décroissantes, des quatre extraits FM, RM, RA et FA.

Les extraits méthanoliques des racines (RM) ont montré une activité antibactérienne notable
avec des valeurs de CMI et CMB pour Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Aucun effet n'a

été observé contre E. coli et Pseudomonas aeruginosa. Les extraits aqueux des racines (RA) ont
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montré une activité antibactérienne contre E. coli et Staphylococcus aureus, ainsi qu'une activité

bactériostatique contre Bacillus cereus, sans effet contre Pseudomonas aeruginosa.

Pour les parties aériennes, les extraits méthanoliques (FM) ont montré une activité
antibactérienne contre E. coli, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus, mais aucun effet contre
Pseudomonas aeruginosa. Les extraits aqueux des parties aériennes (FA) n'ont montré une
activité antibactérienne que contre Pseudomonas aeruginosa, sans effet sur E. coli,

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus.

En comparant I'activité antibactérienne des extraits, il est évident que les extraits méthanoliques
sont généralement plus efficaces que les extraits aqueux. En particulier, les extraits
méthanoliques des racines (RM) ont montré la meilleure activité antibactérienne globale, avec
des valeurs de CMI et CMB plus faibles, indiquant une efficacité bactéricide contre
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. En revanche, les extraits aqueux des parties aériennes
(FA) ont montré une activité limitée, n'étant efficaces que contre Pseudomonas aeruginosa.
Ainsi, les extraits méthanoliques, en particulier ceux des racines, se révelent étre les plus

prometteurs pour leurs propriétés antibactériennes.

Dans notre étude, les extraits méthanoliques des racines (RM) ont montré des effets sur
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Houari, (2022) a trouvé des CMI de 125 mg/ml et des
CMB de 500 mg/ml pour les mémes bactéries, alors on peut avancer que notre extrait

méthanolique des racines est le plus efficace.

Par contre CMI et CMB, de nos extraits méthanoliques des parties aériennes (FM), ont présenté
une activité contre Staphylococcus aureus et Bacillus cereus avec des concentrations faibles.
Alors que Houari (2022) a rapporté une activité contre Staphylococcus aureus avec des CMI et
des CMB plus élevées. On constate que nos extraits présentent des CMI et CMB légérement

inférieurs a celles de Houari, donc ils sont plus efficaces.

Pour les extraits aqueux des racines (RA), notre étude a montré des effets de CMI et CMB pour
Staphylococcus aureus et E. coli, ainsi qu'une activité bactériostatique contre Bacillus cereus.
Houari (2022) a trouvé des CMI de 125 mg/ml et des CMB de 500 mg/ml pour Staphylococcus
aureus et des CMI de 500 mg/ml pour E. coli, avec des CMB > 500 mg/ml. Cela indique que nos
extraits aqueux des racines sont plus efficaces contre E. coli, tandis que les extraits de Houari
sont plus efficaces contre Staphylococcus aureus.
Les extraits aqueux des parties aériennes (FA) dans notre étude n'ont montré une activité que

contre Pseudomonas aeruginosa. Ceux de (Houari, 2022) ont une activité contre la méme
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bactérie mais avec des CMI et des CMB plus importantes, concluant que nos extraits aqueux des

parties aériennes sont plus actifs.

Les travaux de Ghafari et al., (2018), ont montré des CMI de 0,312 & 0,156 mg/ml pour des
extraits méthanoliques des racines de Rubia tinctorum contre S. aureus, B. cereus, E. coli et P.
aeruginosa, alors nos extraits présentent une efficacité antibactérienne relativement moindre. Les
différences examinées peuvent étre octroyées aux variations dans les méthodes d'extraction, les

concentrations utilisées et les conditions expérimentales.

Globalement, nos extraits méthanoliques des racines (RM) et des parties aériennes (FM) ont
montré un meilleur effet antibactérien par rapport aux résultats de (Houari, 2022),
particulierement contre Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Nos extraits aqueux des
racines (RA) sont plus efficaces contre E. coli. Ceux de Houari montrent une meilleure activité
contre Staphylococcus aureus. Nos extraits aqueux des parties aériennes (FA) sont plus efficaces
contre Pseudomonas aeruginosa. Les différences avec les résultats de (Ghafari et al., 2018)

soulignent lI'importance de la standardisation des méthodes pour des comparaisons precises.

Selon Ouattara et al., (2017), le type d'activité antibactérienne peut étre révélé par le rapport
CMB/CMI ; Tl'activité bactéricide et bactériostatique absolue est indiquée par les valeurs

suivantes :

» CMB/CMI < 2 : bactéricide.
> CMB/CMI > 2 : bactériostatique.
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Conclusion

Cette étude a évalué le rendement d'extraction, les propriétés phytochimiques ainsi que les
activités antioxydantes et antibactériennes des extraits méthanoliques et aqueux de Rubia
tinctorum L., pour les parties aériennes et racinaires. Les résultats ont montré que I'extraction
aqueuse fournissait un rendement supérieur a celui de I'extraction méthanolique. L'analyse
phytochimique a identifié plusieurs composés bioactifs, tels que les tanins, les quinones, les
terpenes et les polyphénols. Les extraits méthanoliques étaient riches en quinones et en terpénes,
tandis que les extraits aqueux étaient plus concentrés en polyphénols. Les extraits aqueux des
parties aériennes ont démontré une forte activité antioxydante, tandis que les extraits
méthanoliques des racines ont montré une inhibition significative contre Staphylococcus aureus
et Bacillus cereus. Ces résultats soulignent le potentiel thérapeutique des extraits de cette plante,
en particulier les parties aériennes pour des applications antioxydantes, et les racines pour leurs
propriétés antibactériennes, mettant en evidence les différences d'efficacité entre les différentes

parties de la plante.
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Abstract
The medicinal plant Rubia tinctorum L., also known as Madder, belongs to the Rubiaceae family and is renowned for its medicinal and dyeing
properties. This study aims to evaluate the extraction yields, phytochemical composition, as well as the antioxidant and antibacterial properties of

extracts obtained from its aerial and root parts.

The results showed that aqueous maceration extraction produced slightly higher yields from the aerial parts compared to the roots, while
methanol extraction gave equivalent yields for both plant organs. Phytochemical analysis revealed the presence of various compounds such as

tannins, quinones, terpenoids, and polyphenols in the different extracts (aqueous and methanolic) from the aerial and root parts.

The methanolic extracts from the different parts showed equivalent concentrations of polyphenols and flavonoids. Regarding antioxidant activity,
the methanolic extracts from the aerial parts showed the highest activity in FM, followed by the aqueous extracts from the aerial parts. The root
extracts of Rubia tinctorum L. exhibited less pronounced antioxidant activity. Concerning antibacterial activity, four bacterial strains, including
Gram+ and Gram—, were evaluated. The well diffusion technique revealed that all bacterial strains were sensitive to all tested extracts, with

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, and Escherichia coli being the most sensitive bacteria.
Keywords: Rubia tinctorum, phytochemical screening, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, antibacterial activity.
Résumé

La plante médicinale Rubia tinctorum L., aussi appelée Foua, appartenant a la famille des Rubiacées et est renommée pour ses vertus médicinales
et tinctoriales. Cette étude vise a évaluer les rendements d'extraction, la composition phytochimique, ainsi que les propriétés antioxydantes et

antibactériennes des extraits obtenus a partir de ses parties aériennes et racinaires.

Les résultats ont montré que I'extraction par macération aqueuse a produit des rendements des parties aériennes légérement supérieurs par rapport
a ceux des racines, tandis que I'extraction au méthanol a donné des rendements équivalents pour les deux organes de la plante. L'analyse
phytochimique a révélé la présence de divers composés comme les tannins, quinones, terpénoides et polyphénols dans les différents extraits

(aqueux et méthanolique) des parties aériennes et des racinaires.

Les extraits méthanoliques, des différentes parties, ont montré des concentrations équivalentes en polyphénols et en flavonoides. En ce qui
concerne l'activité antioxydante, les extraits méthanoliques des parties aériennes ont présenté la plus forte activité pour FM, suivi par les extraits

aqueux des parties aériennes.

Les extraits des racines de Rubia tinctorum L. ont montré une activité antioxydante moins prononcée. En ce qui concerne l'activité
antibactérienne, quatre souches bactériennes, comprenant des Gram+ et des Gram—, ont été évaluées. La technique de diffusion en puits a révélé
que toutes les souches bactériennes étaient sensibles a tous les extraits testés, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Escherichia coli se sont

révélés étre les bactéries les plus sensibles.

Les mots clés : Rubia tinctorum, Screening phytochimique, polyphénols, flavonoides, Activité antioxydante, Activité antibactérienne.
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