ealad) Canl) g Alad) andadil) 3 ) 3 g

)
. “ L3 e -
BADJI MOKHTAR- ANNABA UNIVERSITY / ) -Ales - lAa b Al
UNIVERSITE BADJI MOKHTAR -ANNABA @ O

N—

Année 2016

FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DE CHIMIE

Thése présentée en vue de I’obtention d’un diplome

de doctorat en science

Option: Phytochimie

O

Extraction des polyphénols et étude des
activités antioxydante et antibactérienne
de quelques plantes Sahariennes

\_ /

Présentée par : Elmouloud BOUCHOUKA
Devant Le Jury :
PRESIDENT: GHEID Abdelhak Prof. Université de Souk Ahras

DIRECTEUR DE THESE: DJILANI Salah Eddine Prof. Université de Annaba
EXAMINATEURS: BENDJEDDOU Amel M.C.A. Université de Souk Ahras
FERCHICHI Loubna  M.C.A. Université de Annaba

SAIDAT Boubakeur Prof. Université de Laghouat



Dédicaces

A mes parents
A ma femme Samia

A mes enfants Maram et _Abdessamed



Remerciements

Tout d’abord, je tiens particuliérement a remercier Monsieur le Professeur DJILANI Salah
Eddine pour son engagement et d’avoir accepté de diriger ma thése en poursuivant le parcours
que j’ai déja commencé avec mon ex-encadreur Monsieur le Professeur DJILANI
Abdelouahab, a qui je rends hommage pour la confiance qu’il m’a fait, pour sa gentillesse,
pour ses conseils précieux et surtout pour sa disponibilit¢ durant de longes années. Qu’ils

soient assurés de ma profonde gratitude.

Je tiens a remercie Monsieur le Professeur DJOUROUROU Abdelhafid Directeur du
laboratoire «LSBO», pour m’avoir accueilli dans son laboratoire. Qu’il trouve ici mes

sinceres expressions de gratitude et de respect.

Mes remerciements vont également a Monsieur le Professeur GHEID Abdelhak de

I’Université de Souk Ahras d’avoir accepté de présider le jury de ma soutenance de thése.

Jaimerais également remercier Monsieur le Professeur SAIDAT Boubakeur de I’Université

de Laghouat pour avoir accepté de faire partie de mon jury de thése.

J’adresse également mes remerciements a Madame le Maitre de conférence BENDJEDDOU
Amel de I’Université de Souk Ahras et a Madame le Maitre de conférence FERCHICHI

Loubna de I’Université d ‘Annaba pour avoir accepté de juger ce travail.



Je tiens a remercier vivement mes amis le Maitre de conférence SEIHI Youssef et le Maitre
de conférence KRAIM Kheireddine pour leur aide inestimable et mon ami BOUAITA Samir

pour la lecture de ce manuscrit.

Jadresse aussi mes remerciements a mes amis monsieur LAAOUAR Mohamed et
BELGHEIT Mohamed de la commune de SEBSEB (60 Km au sud de Ghardaia) et qui m’ont
servi de guides lors de mes plusieurs sorties au Sahara pour la collecte et I’identification des
plantes médicinales. Qu’ils trouvent ici toutes les expressions de ma reconnaissance. Je
n’oublie pas de remercier mon ami KHENNANE Ali pour son trés joli cadeau...merci

infiniment.

Un grand merci, un merci trés spécial, 2 mon épouse SAMIA pour sa patience et surtout pour
son appui inconditionnel. Merci d’étre a mes cotés dans les moments les plus difficiles de ma

vie... encore merci.



Abstract

Aqueous methanol crude extracts (Ebr) of ten Saharan medicinal plants were assayed to
determine their antioxidant and antibacterial activities. The total phenol contents (TPC) were
also measured using a Folin—Ciocalteu assay. The antioxidant capacity expressed as Trolox
equivalent (TEAC) was estimated by the following methods: ABTS assay, DPPH assay
FRAP assay and reducing power assay (RP). Some of these plants were investigated for the
first time. Among studied species, Cistanche violacea, Periploca laevigata and Anvillea
radiata are the plants that possess the highest TPC values (42,25; 30,24 and 20,88 mg GAE/g
DW respectively) and exhibit at the same time the best TEAC values. A positive correlation
between antioxidant capacities and total phenol contents was observed. The two most active
plants have undergone a sequential extraction by two different methods: maceration and
Soxhlet. The extraction by maceration proved more advantageous in terms of antioxidant
activity measured by DPPH test. The BuOH fraction showed the lowest value of ECs (8,84
mg/l). These three species have also the highest antibacterial activity against Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) and MRSA (ATCC 34300). No extract was active against Escherichia
Coli (ATCC 25922).

Keywords: medicinal Saharan plants, Phenol content, Antioxidant activity, antibacterial

activity.



Résumé

Les extraits bruts hydrométhanoliques (Ebr) de dix plantes médicinales sahariennes ont été
testés pour déterminer leurs propriétés antioxydante et antibactérienne. Les teneurs en
composés phénoliques (TCP) ont également été mesurées en utilisant un dosage au réactif de
Folin-Ciocalteu. La capacité¢ antioxydante des Ebr, exprimée en équivalent de Trolox
(TEAC), a été estimée par les méthodes suivantes: test ABTS, test DPPH, test FRAP et le test
du pouvoir réducteur (PR). Certaines de ces plantes ont ét¢ étudi€¢es pour la premicre fois.
Parmi les espéces étudiées, Cistanche violacea, Periploca laevigata et radiata Anvillea sont
les plantes qui possédent les valeurs TCP les plus élevées (42,25 ; 30,24 et 20,88 mg EAG /g
MS respectivement) et qui montrent en méme temps les meilleurs valeurs TEAC. Une
corrélation positive entre les capacités antioxydantes et les teneurs en composés phénoliques a
été observée. Les deux plantes les plus actives ont subi une extraction séquentielle par deux
méthodes différentes : Macération et Soxhlet. L’extraction par macération s’est avérée plus
avantageuse en terme d’activité antioxydante mesurée par le test DPPH. La fraction BuOH a
enregistré la valeur d’ECsy la plus faible (8,84 mg/l). Ces trois espeéces ont également
I’activité antibactérienne la plus élevée vis-a-vis de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et
MRSA (ATCC 34300). Aucun extrait n’était actif contre Escherichia Coli (ATCC 25922).

Mots-clés: Plantes médicinales sahariennes, teneur en composés Phénoliques, activité

antioxydante, activité antibactérienne.
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Abréviations

ABTS™ : Acide 2, 2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique).

BHA : Buthylhydroxyanisol

CMB: Concentration minimale bactéricide

CMI: Concentration minimale inhibitrice.

DMSO: Diméthylsulfoxyde.

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

ECsy (Cls) : concentration inhibitrice a 50 %

ET: Ecart type.

FRAP: Ferric reducing antioxidant power.

mg EAG/ g MS: milligramme d’équivalents de I’acide gallique par gramme de matiere seéche.
mg ET/ ¢ MS: milligramme d’équivalents de Trolox par gramme de maticre séche.
PR: Pouvoir réducteur.

TCP: Teneur en composés phénoliques.

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity.

Trolox: Acide 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchromane-2-carboxylique

V C: Vitamine C.

V E: Vitamine E.

VII



Figure 1:
Figure 2:
Figure 3:
Figure 4:
Figure 5:
Figure 6:
Figure 7:
Figure 8:
Figure 9:
Figure 10

Figure 11:

Figure 12:
Figure 13:
Figure 14:
Figure 15:
Figure 16:
Figure 17:
Figure 18:
Figure 19:
Figure 20:
Figure 21:

Figure 22:
Figure 23:

Liste des figures

Partie bibliographique

Chapitre 1: Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

la molécule biradical libre de dioxygene

Sites de production intracellulaire des ERO

Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires

Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux

Structures chimiques des tocophérols et des tocotriénols

Mécanismes d'action antioxydante de la vitamine E sur les radicaux LOO"

Exemples de caroténe et xanthophylle

Mécanismes traduisant l'activité antioxydante des caroténoides, cas des ROO’

Structure chimique de la 2- phénylbenzopyrane

: Mécanismes d'action antioxydante des composés

Chapitre 2: Composés phénoliques

Les principaux aglycones des flavonoides
Chapitre 3: Présentation des plantes étudiées
Marrubium deserti De Noé (www.sahara-nature.com)
Anvillea radiata Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)
Cistanche tinctoria (Desf.) Beck. (www.sahara-nature.com)
Ferula vesceritensis Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)
Pituranthos chloranthus Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)
Zilla macroptera (Coss.) M. (www.sahara-nature.com)
Genista saharae Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)
Limoniastrum guyonianum Dur. (www.sahara-nature.com)
Periploca laevigata Act. (www.sahara-nature.com)
Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)
Partie expérimentale

Chapitre 1: Matériel et méthodes

Schéma illustrant la démarche expérimentale suivie dans cette étude

Schéma illustrant I’extraction hydrométhanolique (Ebr)

v

13
15
16

16
17
17
18

23

28
29
31
32
33
35
36
37
38
40

47
49



Figure 24:
Figure 25:
Figure 26:
Figure 27:
Figure 28:
Figure 29:
Figure 30:
Figure 31:
Figure 32:

Figure 33:
Figure 34:
Figure 35:
Figure 36:

Schéma illustrant I’extraction par macération.

Schéma illustrant ’extraction a chaud (L’appareil de Soxhlet)

Schéma illustrant I’extraction et le fractionnement de I’Ebr

Structure de 'acide gallique.

Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des TPC.

Structure de la catéchine.

Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.

Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite.

Meécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
Chapitre 2: Résultats et discussion

Histogramme de la capacité antioxydante déterminée par les différents tests

Corrélation entre teneur en phénols totaux et tests d’activité antioxydante

Corrélation entre les différents tests d’activité antioxydante

Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration des

différents extraits de I’espece: (A) C. violacea ; (B) P. laevigata

Figure 37:

Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration des

standards : (A) VC ; (B) VE ; (C) Trolox ; (D) BHA

Figure 38:

Quelques exemples de I’effet des extraits hydrométhanoliques sur: (A) S.

aureus; (B) MRSA

Figure 39:

Quelques exemples de I’effet des différentes fractions obtenues des parties

aériennes de I’espéce C. violacea sur (A) S. aureus et (B) MRSA.

VI

51
53
54
55
57
58
58
60
61

73

76

77

85

86

90

93



Liste des tableaux

Partie bibliographique
Chapitre 2: Composés phénoliques

Tableau 1: Principales classes des composés phénoliques.

Partie expérimentale

Chapitre 1: Matériel et méthodes
Tableau 2: Noms, familles et parties investiguées des especes étudiées.
Chapitre 2: Résultats et discussion

Tableau 3: Résultats du screnning phytochimique des plantes étudiées.
Tableau 4: Rendements et teneurs en phénols totaux des extraits bruts des plantes
étudiées.
Tableau 5: Activité antioxydante des extraits bruts des plantes déterminée par les tests
ABTS, DPPH, FRAP et RP et exprimée en mg ET/g MS.
Tableau 6: Corrélation entre teneur en polyphénols totaux et activité antioxydante des
extraits hydrométhanoliques des dix plantes étudiées.
Tableau 7: Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides de P. laevigata et C. violacea.
Tableau 8: Capacité antioxydante des extraits mesurée par le test DPPH.
Tableau 9: Diamétre de la zone d’inhibition des extraits hydrométhanoliques des dix
plantes en fonction de concentration (100 et 200 mg/ml).
Tableau 10: Valeurs des concentrations minimales inhibitrices et concentrations
minimales bactéricides pour les souches S. Aureus et MRSA.
Tableau 11: Activité antibactérienne in vitro déterminée comme diametre de la zone

d’inhibition des fractions de la plante C. violacea a la concentration de 200 mg/ml.

1Y%

21

43

66
68

72

75

78

81

87

91

92



Table des matieres

Abstract I
Résumé 11
Laila I
Liste des tableaux v
Liste des figures \4
Abréviations VII
Introduction 1
Partie bibliographique
Chapitre 1: Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants
1. Radicaux libres 6
1.1. Espéces réactives de ’oxygene (ERO) 7
1.1.1. Les especes oxygénées réactives radicalaires 7
1.1.2. Les espéces oxygénées non radicalaires 7
1.2. Espéces réactives azotées (ERN) 8
1.2.1. Espéces radicalaires azotées 8
1.2.2. Espéces non radicalaires azotées 8
2. Production de radicaux libres 9
2.1. Production intracellulaire 9
2.2. Production extracellulaire 10
3. Role des radicaux libres 11
3.1. Role des radicaux libres chez ’homme 11
3.2. Réle des radicaux libres chez les plantes 11
4. Stress oxydatif 12
5. Antioxydants et protection cellulaire 12
5.1. Systémes antioxydants enzymatiques endogeénes 13
5.2. Systémes antioxydants non-enzymatiques 14
5.2.1. Systémes antioxydants endogénes 14
5.2.2. Systémes antioxydants exogenes 14
Chapitre 2: Composés phénoliques
1. Généralités, structures et classification 20

2. Flavonoides

21



3. Anthocyanosides
4. Tannins
4.1. Tannins hydrolysables
4.2. Tannins condensés ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols
5. Acides phénoliques et phénols simples
5.1. Acide phénoliques dérivés de I’acide benzoique
5.2. Acide phénoliques dérivés de I’acide cinnamique
5.3. Phénols simples
6. Coumarines
7. Quinones
8. Stilbéne
9. Lignanes
Chapitre 3: Présentation des plantes étudiées
1. Marrubium deserti De Noé.
1.1. Place dans le systématique
1.2. Description botanique
1.3. Habitat et répartition géographique
1.4. Usage traditionnel
2. Anvillea radiata Coss. & Dur.
2.1. Place dans la systématique
2.2. Description botanique
2.3. Habitat et répartition géographique
2.4. Usage traditionnel
3. Cistanche tinctoria (Desf.) Beck.
3.1. Place dans la systématique
3.2. Description botanique
3.3. Habitat et répartition géographique
3.4. Usage traditionnel
4. Ferula vesceritensis Coss. & Dur.
4.1. Place dans la systématique
4.2. Description botanique
4.3. Habitat et répartition géographique
4.4. Usage traditionnel

23
24
24
24
24
24
25
25
25
25
26
26

28
28
28
29
29
29
29
30
30
30
30
30
31
31
31
32
32
32
33
33



5. Pituranthos chloranthus Coss. & Dur.

5.1. Place dans la systématique

5.2. Description botanique

5.3. Habitat et répartition géographique
5.4. Usage traditionnel

6.1. Place dans la systématique

6.2. Description botanique

6.3. Habitat et répartition géographique
6.4. Usage traditionnel

7. Genista saharae Coss. & Dur.

7.1. Place dans la systématique

7.2. Description botanique

7.3. Habitat et répartition géographique
7.4. Usage traditionnel

8. Limoniastrum guyonianum Dur.

8.1. Place dans la systématique

8.2. Description botanique

8.3. Habitat et répartition géographique
8.4. Usage traditionnel

9. Periploca laevigata Act.

9.1. Place dans la systématique

9.2. Description botanique

9.3. Habitat et répartition géographique
9.4. Usage traditionnel

10. Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.

10.1. Place dans la systématique

10.2. Description botanique

10.3. Habitat et répartition géographique
10.4. Usage traditionnel

Partie expérimentale

Chapitre 1: Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

33
33
34
34
34
34
35
35
35
35
35
36
36
36
37
37
37
38
38
38
38
39
39
39
39
39
40
40
40

43
43



1.2. Choix des plantes
1.3. Produits chimiques
1.4. Souches bactériennes
2. Méthodes
2.1. Objectifs et méthodologie
2.2. Tests phytochimiques
2.3. Préparation des extraits bruts hydrométhanoliques (Ebr)
2.4. Extraction de Cistanche violacea et Periploca laevigata
2.4.1. Extraction pour le test de I’activité antioxydante
2.4.1.1. Extraction a froid ou Macération
2.4.1.2. Extraction a chaud ou extraction au Soxhlet
2.4.2. Extraction et fractionnement pour le test antibactérien
2.5. Calcul de rendement
2.6. Dosage des composés phénoliques
2.6.1. Dosage des composés phénoliques totaux (TCP)
2.6.2. Dosage des flavonoides
2.7. Evaluation de I’activité antioxydante
2.7.1. Test ABTS
2.7.2. Test DPPH
2.7.3. Pouvoir réducteur (FRAP, Ferric Reducing Antioxydant Power)
2.7.4. Pouvoir réducteur (PR)
2.8. Evaluation de I’activité antibactérienne
2.8.1. Test de diffusion en milieu gélosé
2.8.2. Détermination de la CMI et de la CMB
2.9. Analyse statistique
Chapitre 2: Résultats et discussion
1. Tests phytochimiques
2. Rendement d’extraction et teneur en polyphénols totaux des extraits bruts
3. Activité antioxydante des extraits bruts hydrométhanoliques
4. Corrélation entre teneur en polyphénols totaux et activité antioxydante
5. Etude des deux espéces P. laevigata et C. violacea
5.1. Teneur en composés phénoliques

5.2. Evaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH

44
44
44
46
46
48
48
50
50
50
52
53
55
55
55
57
59
59
60
61
62
62
63
63
64

66
67
71
74
71
78
80



5.3. Evaluation de I’activité antibactérienne

5.3.1. Activité antibactérienne des extraits bruts par la méthode des disques
5.3.2. Détermination de la CMI et la CMB

5.3.3. Activité antibactérienne des fractions de I’espéce C. violacea
Conclusion et perspectives

Références bibliographiques

86
86
90
91
95
98



Introduction



Introduction

Introduction

Les espéces réactives de l'oxygene produites dans les cellules comprennent le peroxyde
d'hydrogéne (H,0,), I'acide hypochloreux (HCIO), et des radicaux libres tels que le radical
hydroxyle ('OH) et l'anion superoxyde (O,") (Valko et al., 2007). Le radical hydroxyle est
particulierement instable et va réagir rapidement et de maniére non spécifique avec la plupart
des molécules biologiques. Cette espéce est produite a partir du peroxyde d'hydrogene dans
des réactions d'oxydo-réduction catalysée par un métal, tels que la réaction de Fenton (Stohs
et Bagchi, 1995). Ces agents oxydants peuvent endommager les cellules en commengant par
des réactions chimiques en chaine telle que la peroxydation des lipides, ou par oxydation de
I'ADN ou des protéines (Sies, 1997). Des dommages a I'ADN peuvent provoquer des
mutations et, éventuellement, le cancer, faute de remede par des mécanismes de réparation de
I'ADN (Nakabeppu et al., 2006; Valko et al., 2004), tandis que les dommages aux protéines
provoque une inhibition de I'enzyme, la dénaturation et la dégradation des protéines
(Stadtman, 1992).

Les dommages oxydatifs provoqués par le stress oxydant appelé aussi stress oxydatif sont
impliqués dans I’étiologie du cancer, des maladies cardiovasculaires et d’autres maladies
dégénératives. La peroxydation lipidique induite par les radicaux libres a été proposée pour
étre impliquée de maniére critique dans plusieurs états pathologiques dont le cancer, la
polyarthrite rhumatoide et une Iésion de la réoxygénation post-ischémique ainsi que dans les
processus dégénératifs associés au vieillissement (Kesi¢ et al., 2009).

Au cours de ces derniéres années, un nombre croissant de rapports confirment que beaucoup
de fruits et légumes peuvent offrir une protection contre certaines maladies chroniques
causées par le stress oxydatif (Sun et al., 2009), et une attention considérable a été portée aux
propriétés antioxydantes des plantes qui peuvent étre utilisés pour la consommation humaine.
Les composés phénoliques suscitent un intérét considérable dans le domaine de l'alimentaire,
de la chimie et de la médecine en raison de leur potentiel antioxydant prometteur (Kalia et al.,

2008). Les composés phénoliques ou polyphénols sont largement distribués dans le régne
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végétal et sont les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Ces
métabolites comprennent de nombreuses classes de composés allant des acides phénoliques
simples aux flavonoides complexes (Nawaz et al., 2006).

Les éventuels avantages de la consommation des polyphénols pour la santé ont été suggérés
de dériver de leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Queen et Tollefsbol,
2010). Ils ont également des activités anti-ulcéreuse (Saito et al., 1998), anti-cancérigéne (Liu
et Castonguay, 1991) et anti-mutageéne (Liviero et al., 1994). La raison de ces activités est le
fort caractére antioxydant des polyphénols, qui est basée sur leur capacité a absorber les
radicaux libres (Nawaz et al., 2000).

Par ailleurs, Les antioxydants artificieux, tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le
butylhydroxytoluéne hydroxyle toluéne (BHT), et butylhydroquinone tertiaire (TBHQ), ont
¢été largement utilisés dans les denrées alimentaires pour prévenir les radicaux libres, mais leur
utilisation est progressivement restreinte dans 1’industrie alimentaire car ils sont soupgonnés
d’étre toxiques et cancérigenes (Namiki, 1990). Pour cette raison, il y a eu une demande
croissante pour les antioxydants d’origines végétales dans les aliments, les boissons et les
industries cosmétiques (Skandrani et al., 2010).

Les plantes produisent ¢également des composés organiques ayant une activité
antimicrobienne. Ces composés présentent un intérét parce que la résistance aux antibiotiques
est devenue un probleme de santé publique dans le monde entier notamment en termes de
maladies d'origine alimentaire et les infections nosocomiales (Anderson et al., 2001).

La valorisation des plantes médicinales en vue d’exploiter leurs extraits ou leurs principes
actifs représente donc un potentiel économique énorme.

Dans ce contexte, 1’objectif de la présente étude est de quantifier les composés phénoliques et
d’évaluer in vitro quelques activités biologiques des extraits de dix plantes médicinales
spontanées du Sahara septentrional. Le choix des plantes est justifi¢ d’ une part par le caractere
endémique de la plupart des plantes investiguées, et d’autre part, par une recherche
bibliographique qui a révélé qu’il y a un nombre restreint de rapports scientifiques pour

certaines especes et aucune étude a ce jour pour d’autres.
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Dans cette étude, notre approche est fondée sur un criblage biologique permettant dans un
premier temps une sélection efficace des plantes bioactives. Par la suite, les plantes les plus
actives sont soumises a une extraction séquentielle par deux méthodes permettant I’obtention
des fractions encore plus actives que les extraits bruts et facilitant, le cas échéant, ’isolement
des molécules bioactives. Les activités biologiques mises en évidence dans le présent travail
sont ’activité antioxydante et I’activité antibactérienne.

Ainsi, ce manuscrit est divisé en deux parties:

La premicre partie est une étude bibliographique qui comporte trois chapitres dont 1’étude des
radicaux libres fait I’objet du premier chapitre. Le deuxiéme chapitre est consacré aux
composés phénoliques. Dans le troisieme chapitre, nous rappelons la description (les
caractéres botaniques et la systématique) des différentes espeéces végétales, la répartition
géographique et quelques utilisations en pharmacopée traditionnelle.

La partie expérimentale constitue la deuxiéme partie du manuscrit composée de deux
chapitres. Le premier portera sur le matériel et les techniques utilisés dans cette étude. Par
ailleurs, Le deuxiéme chapitre est consacré aux résultats et discussion relatifs aux teneurs en
composés phénoliques et aux activités antibactérienne et antioxydante des différents extraits
et fractions.

Le manuscrit se termine par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre 1: Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles
pour l'organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, on dit que la balance
antioxydantes/ prooxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d’une surproduction de radicaux, I’excés de ces radicaux est appelé
Stress oxydatif. Il est maintenant admis que le phénomene de stress oxydant est impliqué dans
I'étiologie de nombreuses maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson, Huntington),
de désordres pathologiques, mais également dans les phénoménes de vieillissement (Favier,
2003).
1. Radicaux libres
Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. La molécule d’oxygene (ou dioxygeéne, O,) présente la particularité d’avoir la
structure d’un biradical libre (Figure 1), en raison de ses deux ¢électrons célibataires situés sur
les deux orbitales de plus grande énergie.

0-0

Figure 1: la molécule biradical libre de dioxygéne

Ne possédant qu’un seul électron sur ses orbitales, ’oxyde d’azote (NO) est un radical peu
réactif, synthétis¢ a partir d’'un atome d’azote et d’'une molécule d’oxygene.

Dans les phénomenes de stress oxydant prenant place dans les milieux biologiques, les
radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci leur confére la dénomination d’espéces

réactives de ’oxygene (EOR ou ROS) ou de I’azote (EAR ou RNS).
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1.1. Espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

On distingue alors deux grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress
oxydant: les espéces radicalaires et les espéces non-radicalaires. La réactivité d’un radical
libre varie d’un radical a un autre et dépend de I’environnement ou ils se trouvent. Leurs
constantes de vitesse réactionnelle sont trés élevées (Delattre et al., 2005a).

1.1.1. Les especes oxygénées réactives radicalaires

* L’anion radical superoxyde (O,") est le résultat de 1’apport d’un électron supplémentaire a
la structure initiale de I’oxygéne. Malgré une réactivité moyenne, ce radical a quelques cibles
privilégiées telles que le cytochrome ¢ (Fe’"), I’ascorbate et surtout le superoxyde dismutase.

* Plus réactif que le précédent, le radical perhydroxyle HO,  est obtenu aprés protonation de
ce dernier a pH inférieur a 4,8 (pKa (HO,/ O,") = 4,8).

* La réduction monoélectronique du peroxyde d’hydrogene H,O, donne naissance au radical
hydroxyle HO et & I’anion basique non radicalaire OH" en présence d’un catalyseur (réaction
de Fenton: H,0, + Fe** — HO" + Fe’™ + OH). Cette espéce chimique particuliérement
réactive joue un rdle majeur dans la peroxydation lipidique et la destruction du matériel
génétique (Hennebelle, 2006).

* Le radical peroxyle RO, est un radical secondaire issu de ’addition de I’oxygéne sur les
radicaux centrés sur le radical R". Sa réactivité se situe entre 1’anion radical superoxyde et le
radical hydroxyle.

* Le radical secondaire alkoxyle RO est produit suite a la décomposition de I’hydroperoxyde
RO;H, issu de I'oxydation de substrat RH, par des cations métalliques.

1.1.2. Les especes oxygénées non radicalaires

L’oxygéne singulet 'O,, qui est la forme diamagnétique de I’oxygéne, est produit en présence
de rayonnement UV ou par les leucocytes. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue un rdle
dans le vieillissement cutané et certaines maladies liées a 1’dge (Choe et Min, 2005;

Hennebelle, 2006).
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Sous sa forme moléculaire, le peroxyde d’hydrogéne H,O, est également toxique, en
particulier a cause de sa transformation en radical hydroxyle en présence de cations
métalliques Fe** et Cu”, lors de réactions de type « Fenton » (Wardman et Candeias, 1996).
La myéloperoxydase convertit le peroxyde d’hydrogene en acide hypochlorique (HOCI) a des
concentrations physiologiques. Ce dernier peut réagir avec les fonctions aminées des
protéines pour former des chloramines (Sumaya Martinez, 2004).

1.2. Espéces réactives azotées (ERN) (Rezaire, 2012).

1.2.1. Espéces radicalaires azotées

Apparu au cours de la derniére décennie, le monoxyde d’azote (NO’) a pris une place
considérable en biologie. Malgré son rdle protecteur vis-a-vis du stress oxydant en limitant la
lipoperoxydation et ses effets anti-inflammatoires, il est paradoxalement impliqué dans de
nombreuses pathologies telles que le diabéete, 1’athérosclérose, le cancer et les lésions
neuronales dégénératives.

1.2.2. Espéces non radicalaires azotées

Caractérisé¢ par sa grande faculté de diffusion dans les membranes cellulaires et sa réactivité
moyenne (de ’ordre de quelques secondes in vivo), le monoxyde d’azote radicalaire peut
aisément réagir avec la plupart des especes oxygénées et se transformer en dioxyde d’azote
(NO3) (2 'NO + O, — 2 NO,), lequel peut donner du trioxyde d’azote (N,O3) (NO + NO, —
N,03) pour enfin aboutir a un ion nitrate stable (NO,") (N,O3 + H,0 — 2 NO,+2H"). De plus,
le monoxyde d’azote forme avec 1I’ion superoxyde le peroxynitrite (ONOO’) (NO + O, —
ONOQO’), moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de 1’oxydation de

nombreuses biomolécules (protéines, lipides et acides nucléiques).
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2. Production de radicaux libres

2.1. Production intracellulaire

La production des EOR dans les cellules des mammiféres découle de plusieurs sources
possibles (Figure 2) mais est essentiellement d’origine enzymatique. Il s’agit principalement
de la NAD(P)H oxydase membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la

chaine respiratoire.

Cytochrome P450 et b5
Xanthine oxydase « Oxygen burst »/
Hémoglobine A\ NADPH oxydase
Myeloperoxydase

Reticulum
endoplasmique

Oxydases

! Mitochondrie
Flavoprotéines >

Membranes

lipidiques Chaine respiratoire

Lipoxygénase

Peroxydase Peroxydation lipidique

Metaux de transition

Figure 2: Sites de production intracellulaire des ERO (Rezaire, 2012)

La NAD(P)H oxydase est une enzyme membranaire qui catalyse la réduction de I’oxygene
selon:

NAD(P)H + 2 O,— NAD(P) "+ H' +2 05~
Les cytochromes Pys, accepteurs terminaux d'électrons du complexe (IV) de la chaine de
transport des électrons, situés dans la membrane mitochondriale, catalysent la réaction:

O,+4e+4H —2H0

Cette chaine de transport laisse fuir une certaine proportion d'électrons, environ 2 %, qui vont
réduire partiellement l'oxygene pour aboutir a la formation du radical superoxyde :

02 +le — 02'_
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Compte tenu de I’intense activité de la chaine respiratoire dans les organismes aérobies, cette
fuite d’électrons semble devancer les activités de la NAD(P)H. De plus, dans les
mitochondries, [’oxydation de coenzymes, telles que les flavoprotéines réduites,
s’accompagne d’une perte de protons et d’électrons qui, par I’intermédiaire de la chaine de
transport, sont ensuite transférés a 1’0O,. La chalne de transport des électrons est composée de
nombreuses especes moléculaires et ioniques (les flavoprotéines, plusieurs cythochromes
etc...) (Delattre et al., 2005d).

D’autres sources peuvent ¢galement jouer un role dans la production de radicaux comme la
xanthine oxydase qui réduit I’oxygeéne moléculaire en ion superoxyde, les peroxysomes qui
possédent plusieurs enzymes sources de peroxyde d’hydrogeéne et les lipo-oxygénases,
enzymes de la voie de I’acide arachidonique qui permettent notamment la synthése des
prostaglandines, oxydent les acides gras pour donner des hydroperoxydes d’acide gras
insaturés (Delattre et al., 2005d).

Par ailleurs, au cours de la défense antibactérienne, les cellules phagocytaires activées par une
réaction inflammatoire vont produire un grand nombre d’ERO. De plus, il y a production
massive d’anion superoxyde par le mécanisme leucocytaire. C’est la flambée respiratoire. Les
NO synthases, a 1’origine du radical NO’, peuvent, sous certaines conditions, produire
¢galement des anions superoxydes (Delattre et al., 2005b; Valko et al., 2006).

2.2. Production extracellulaire

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de
I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme. Ces facteurs environnementaux incluant
des agents cancérogeénes non-génotoxiques peuvent directement, ou indirectement, &tre
impliqués dans la génération de radicaux libres (xénobiotiques, activation des leucocytes...).
Les rayonnements UV induisent la synthése de O,”, OH’, 'O, et d’H,0, [I’intermédiaire
d’agents photosensibilisants (Sumaya Martinez, 2004).

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO;) présents dans notre mode de vie

(tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels..), ainsi qu’une
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alimentation malsaine (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation
d’alcool...), sont autant d’¢léments favorisant la genése de radicaux libres (Mena et al.,
2009).

3. Role des radicaux libres

3.1. Role des radicaux libres chez ’homme

De nombreux ligands extracellulaires sont capables d’induire la production cellulaire d’ERO,
apres interaction avec leur récepteur spécifique. Ces ERO contribuent donc a la transduction
du signal, mais assurent également I’amplification de ce signal. Par exemple, cela va se
traduire par l’activation de la NAD(P)H oxydase qui formera I’anion superoxyde, et
contribuera a I’activation de phosphorylases, dont les cibles sont des protéines.

En résumé, les mécanismes d’action principaux des ERO sont alors de déclencher ou
d’amplifier un signal intracellulaire par deux mécanismes principaux (par modification de
1’équilibre redox intracellulaire et par modification oxydative des protéines). Les ERO sont
¢galement a ’origine de I’action bactéricide par les leucocytes (Delattre et al., 2005c).

3.2. Role des radicaux libres chez les plantes

Les ERO sont continuellement produites chez les plantes selon le métabolisme aérobie. En
fonction de leur nature, certaines, trés toxiques, sont rapidement détoxifiées par divers
mécanismes enzymatiques et non-enzymatiques.

Alors que les végétaux génerent pléthore de processus pour combattre la croissance des ERO
produites dans les conditions de stress abiotique (chocs thermiques, irradiation excessive,
couche d’ozone, sécheresse, salinité...), dans d’autres circonstances, ils peuvent tout aussi
engendrer délibérément des ERO au titre de molécules signal afin de controler de nombreux
phénomeénes comme la défense contre des pathogenes (stress biotique), la mort cellulaire

programmeée (apoptose) et le comportement stomatique (Apel et Hirt, 2004; Smirnoff, 2005).
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4. Stress oxydatif

Les EOR et ERN sont connues pour jouer un double rdle dans les systémes biologiques,
puisqu’ils peuvent étre a la fois nocifs mais aussi bénéfiques, voire indispensables pour les
organismes vivants (Valko et al., 2004):

- Bénéfiques, lorsqu’ils sont impliqués dans des rdles physiologiques au niveau des réponses
cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux et leur fonction dans les systémes de
signalisation cellulaire,

- Nocifs, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les systémes de
défense, avec comme conséquence 1’apparition de dégats souvent irréversibles pour la cellule
(ADN, protéines, lipides) en lien avec I’apparition de nombreuses maladies graves (cancer,
artériosclérose, arthrite, maladies neurodégénératives): c’est le stress oxydatif (Evans et
Halliwell, 1999).

5. Antioxydants et protection cellulaire

Comme nous avons pu le voir précédemment, I’organisme est capable, dans une certaine
mesure, de limiter les dommages dus aux radicaux libres, grace a des mécanismes de défense
enzymatiques et chimiques développés au cours de I’Evolution (Hennebelle, 2006).

Les molécules ou microconstituants capables d’interférer avec les radicaux libres sont appelés
antioxydants. Un bon antioxydant se devra de respecter quelques critéres (Valko et al., 2006):
- Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres ;

- Chélater des ions de métaux de transition (Fe**, Cu") d’importance biologique capables de

promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton ;

Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer ;

Avoir un effet positif sur ’expression génique ;

Etre rapidement absorbé ;

Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les fluides
biologiques ;

- Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.
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5.1. Systémes antioxydants enzymatiques endogénes

Les principaux systémes enzymatiques antioxydants (Figure 3) les plus efficaces chez les
mammifeéres ainsi que chez les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le
glutathion peroxydase (Mates et al., 1999; Sharma et al., 2012).

Le réle majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des ions
superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne moléculaire.

La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est
capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygeéne moléculaire.

L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne et
d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec
I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al., 2005d).

D’autres enzymes jouent un role non négligeable dans la lutte antioxydante, I’ensemble

formant un systéme complexe: glutathion réductase, thioredoxine reductase, glutathion

transferase... .
Vitamine E
A p-caroténe
p-carotene Vitamine C
Vitamine E
Polyphénols
eE Reticulum
Ubiquinone endoplasmigue

Vitamine C

Paroxysomes

Catalase gy Mitochondrie

L= - . .

Superoxyde n G!:-j‘!:.?:'lﬂn r:ér:':lemt

dismutase (Cu/Zn) redox
Glutathion

peroxydases (Se)
Vitamine E
ﬁ—camtene Pu[yphénuls

Superoxyde dismutase (Mn)

Figure 3: Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires (Rezaire,

2012)
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5.2. Systémes antioxydants non-enzymatiques

5.2.1. Systémes antioxydants endogenes

Les systémes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols dont le
majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir,
in vitro, avec les radicaux HO', RO,", RO’, '0,, ONOO, des radicaux centrés sur le carbone,
mais aussi 1’acide hypochloreux HOCI.

Le glutathion est aussi capable de participer a Iactivité enzymatique qui, elle, détoxifie le
peroxyde d’hydrogéne et d’autres hydroperoxydes (Delattre et al., 2005d; Masella et al.,
2005; McCall et Frei, 1999).

Les deux formes, oxydée et réduite, de I’acide lipoique (non présentée sur le schéma), autre
composé appartenant aux thiols, présentent des propriétés antioxydantes in vitro en piégeant
les HO", RO,", ’'HOCI et 1’'0,. En se liant 4 des métaux comme le fer et le cuivre, il permet
de les désactiver d’un point de vue catalytique, et a la capacité de régénérer certains
antioxydants endogénes et exogenes (Packer et al., 2001; Panfili et al., 2003; Smith et al.,
2004).

L’acide urique, présent sous forme urate a pH physiologique, possede des propriétés
antioxydantes in vitro contre les HO" et RO;", tout comme la bilirubine, les mélanines et la
mélatonine (Delattre et al., 2005d).

5.2.2. Systémes antioxydants exogénes

Les antioxydants chimiques exogenes (Figure 3), eux, comprennent majoritairement les
vitamines C et E, les caroténoides et des composés phénoliques (McCall et Frei, 1999).

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart des
fruits et légumes (non synthétisée par ’'Homme). Elle est connue pour son action protectrice
contre I’oxydation membranaire (Retsky et al., 1999).

Son caractére antioxydant provient de sa forme ionisée abondante (AscH") qui peut aisément

réagir avec des radicaux et produire le radical ascorbate tricarbonyle (AscH), stabilisé par
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résonance. Du fait de son trés faible pK, la forme non protonée radicalaire faiblement réactive
est privilégiée (Asc”) (Figure 4) (Valko et al., 2006).
Paradoxalement, les études in vivo de la supplémentation en vitamine C montrent, pour la
plupart, une réduction de I’oxydation de I’ADN, des protéines et de la lipoperoxydation, alors
que certains auteurs relatent 1’effet pro-oxydant in vitro de cette molécule dans des milieux
tamponnés contenant du fer en accélérant la réaction de Fenton (Kang et al., 1998; Seon Hwa
et al.,2001; Valko et al., 2006).
OH
OH G OH

OH OH
AscH,

OH

Figure 4: Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux

La vitamine E est le terme générique utilis¢é habituellement pour désigner les différents
tocophérols et tocotriénols (ensemble de 8 molécules dont 4 tocophérols et 4 tocotriénols,
(Figure 5). Ce sont de bons antioxydants alimentaires, mais surtout leur role physiologique
chez ’'Homme, comme protecteurs des structures membranaires et des lipoprotéines ou pour
lutter contre le stress oxydant, est trés important. Elle prévient ’apparition d’hydropéroxydes

en piégeant les radicaux LOO" (Figure 6) (Kaiser ef al., 1990; Yoshida et al., 1993).
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Figure 5: Structures chimiques des tocophérols et des tocotriénols

LOO’ + T-OH — T-O" + LOOH

Figure 6: Mécanismes d'action antioxydante de la vitamine E sur les radicaux LOO"

De plus, il faut noter que la vitamine C associée a la vitamine E régénére la forme réduite de
l'a-tocophérol par une réaction de transfert d’hydrogene (Dreher et Junod, 1996).

Les caroténoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés en
deux grandes familles: les caroténes et les xantophylles (Figure 7). On en dénombre environ
600 présents dans la nature. L’activité antioxydante de ceux-ci est liée a leur longue chaine
polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO’, HO’, O,”, R’ par simple
addition électrophile et transfert d’électron (Figure 8). Ils permettent, en particulier, de

neutraliser I’oxygene singulet (Valko et al., 2006).

OH

zéax anthine (xanthophylle)

Figure 7: Exemples de caroténe et xanthophylle
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Car + ROO~+H — Car + ROOH
Car-H + ROO— Car+ ROOH
Car + ROO —+Car-Q0R

Figure 8: Mécanismes traduisant l'activité antioxydante des caroténoides, cas des ROO’

Les composés phénoliques, et en particulier les flavonoides, sont des métabolites secondaires
des plantes caractérisés par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane (Figure 9).
Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » les chaines radicalaires par
des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de
transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Figure 10) (Schroeter et al., 2002;

Leopoldini et al., 2011).

1
-
i
4
Figure 9: Structure chimique de la 2- phénylbenzopyrane

De fagon générale, I’activité biologique des flavonoides est fortement dépendante de la nature
et de la position des substituants, en particulier du nombre de groupements hydroxyles

(Schroeter et al., 2002).
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Transtert de proton (HAT)

Transfert d'électron (SET)

1-0

OH HO

hY

Figure 10: Mécanismes d'action antioxydante des composés phénoliques (Leopoldini et al.,

2011)
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Chapitre 2: Composés phénoliques

1. Généralités, structures et classification

Les composés phénoliques, ou polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les
végétaux et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des
plantes contres les agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001). Ces molécules
jouent un role majeur au niveau de la croissance des végétaux et dans la lutte contre des
agents pathogenes et des infections. La couleur des fruits, des fleurs et des feuilles est une des
caractéristiques d’une sous-classe des flavonoides (El Gharras, 2009).

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont
divisés en plusieurs catégories: les flavonoides qui représentent plus de la moitié des
polyphénols; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides; les acides
phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres
considérables (Dacosta, 2003).

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur la santé.
En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies comme
le cancer (Brown et al., 1998), les maladies dégénératives et cardio-vasculaires (Paganga et
al.,1999). Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale riches en
composés phénoliques constitue désormais une des principales recommandations en santé
publique. Parmi les antioxydants végétaux, les composés phénoliques apparaissent parmi les
plus efficaces quant a leurs effets protecteurs dans I’organisme (Gee et Johnson, 2001).
L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li€ au moins un groupement
hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...) (Bruneton,
1999). Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes de

carbone dans le squelette de base (Dacosta, 2003).
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Tableau 1: Principales classes des composés phénoliques.

Squelette carboné Classe Structures de base
Cs Phénols simples @/OH
Ce-Cy Acides hydroxybenzoiques @/COOH
Ce-Cs Acides hydroxycinnamique coumarines m COOH
Cs-C4 Naphtoquinones O
0
C6-C2-C6 Stilbénes O
0

C6-C5-Cg Flavonoides

94
(Ce-Cs3)2 Lignanes
(C6-C3), Lignines
(C6-C3-C6), Tanins condensés

2. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ils sont formés d’un squelette
de base a 15 carbones (C6-C3-C6). Ces composés existent sous forme d’aglycones (génines)
ou sous forme de glycosides et plus de 4000 structures sont connues a ce jour (Gert et
Stephan, 2001). Les principaux aglycones sont représentés dans la figure 11. Tous les
flavonoides peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du

noyau pyranique central (Bruneton, 1993).
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On peut remarquer ici que :

Les flavones sont des 2-phénylchromones, incolores ;

Les isoflavones sont des 3-phénylchromones, beaucoup moins répandues que les
flavones ;

Les flavonols sont des 3-hydroxyflavones. Ce sont des pigments végétaux que 1’on trouve
souvent sous forme de glycosides ;

Les flavanones sont des 2,3-dihydroflavones ;

Les chalcones sont des isomeres des flavanones avec ouverture du noyau pyronique entre
les positions 1 et 2 ;

Les anthocyanidols sont des dérivés réduits des flavonols avec formation d’un oxonium ;
Les flavanes ou catéchines sont également des produits de réduction, au moins

formellement, des flavonols.

Les flavonoides les plus étudiés appartiennent aux groupes des flavones, des flavonols, en

particulier, la quercétine et son hétéroside la rutine, mais aussi a ceux des flavanes, flavanones

et chalcones.
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Flavones

Flavanones

Catechines Chalcones

Figure 11: Les principaux aglycones des flavonoides.

3. Anthocyanosides

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de la
plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ils sont caractérisés par 1’engagement de
I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines
(les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les

animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) (Brouillard et al., 1997).
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4. Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une saveur
astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante: 1’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tannins différents par leur
structure et par leur origine biogénétique :

4.1. Tannins hydrolysables

Ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol. Le
sucre est trés généralement le D-glucose et ’acide phénol est soit ’acide gallique dans le cas
des gallotannins soit I’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés
ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

4.2. Tannins condensés ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols

Ils se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre
dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polymeres flavaniques constitués d’unité¢ de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone- carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes
veégétaux, Gymnospermes et Fougeres (Bruneton, 1999).

5. Acides phénoliques et phénols simples

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette
dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique.

5.1. Acide phénoliques dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de ’acide benzoique, sont trés communs,
aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique et

son dimére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les ¢léments constitutifs des tannins
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hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est trés
utilisé dans le secteur pharmaceutique (Bruneton, 1993).

5.2. Acide phénoliques dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique)
ont une distribution tres large; les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont peu fréquents
(Bruneton, 1993). Les acides cinnamique et café¢ique sont des représentants communs du
groupe de dérivés phénylpropaniques qui différe par son degré d’hydroxylation et de
méthoxylation (Cowan, 1999).

5.3. Phénols simples

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plut6t rares dans la nature a ’exception
de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...). Les deux
phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois ont été
montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).

6. Coumarines

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composés
connus par des benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont substituées en 7
par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien combiné avec des
sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin (Cowan, 1999).

7. Quinones

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques avec
deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisées par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-
diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique
(ortho-quinones) (Bruneton, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature, principalement dans

le régne végétal et sont fortement réactives (Cowan, 1999).
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8. Stilbéne

Les membres de cette famille possedent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides, ce
sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbénes
sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).

9. Lignanes

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités phénylpropaniques
(C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de composés ont été isolés

dans environ soixante dix familles.
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Chapitre 3: Présentation des plantes étudiées

1. Marrubium deserti De Noé.
1.1. Place dans le systématique (Quezel et Santa, 1963; Dupont et Guignard, 2007)
Embranchement: Phanérogames ou Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Astéridées
Ordre: Lamiales
Famille: Lamiacées ou Labiées
Genre: Marrubium
Espéce: Marrubium deserti De Noé.
Noms vernaculaires: Djaidi (Quezel et Santa, 1963), Meriout (Hammiche et Maiza,

2006). Djaida, Djaada (Maiza et al. 1993)

Figure 12: Marrubium deserti De Noé (www.sahara-nature.com)

1.2. Description botanique

Arbrisseau blanchatre trés rameux a poils laineux. Les tiges et les feuilles sont blanchatres a
pilosité tres courte. Les épis sont gréles, laches, interrompus et larges de 12-15 mm.

Les fleurs rose pale en tube sont entourées par un calice vert et sont disposées au dessus de

chaque paire de feuilles. C’est une plante broutée par les herbivores. (Quezel et Santa, 1963).
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1.3. Habitat et répartition géographique
C’est une espéce endémique saharienne trouvée en Algérie et au Maroc. Elle est commune
dans le nord du Sahara et le Sahara central, ou on la trouve surtout dans les paturages
désertiques (Quezel et Santa, 1963).
1.4. Usage traditionnel
Les feuilles et les jeunes bourgeons sont utilisés en décoction contre les dérangements
intestinaux, les fleurs en infusion utilisés contre la fiévre et les maladies respiratoires
(Hammiche et Maiza, 2006).
2. Anvillea radiata Coss. & Dur.
2.1. Place dans la systématique (Quezel et Santa, 1963; Dupont et Guignard, 2007)
Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Astéridées
Ordre: Asterales
Famille: Asteraceae
Genre: Anvillea
Espéce: Anvillea radiata Coss. & Dur.

Noms vernaculaires: Nougd (Maiza ef al. 1993), Nougd ’hoor (Hammiche et Maiza,

2006).

Figure 13: Anvillea radiata Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)
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2.2. Description botanique
Arbuste trés rameux, a tiges et rameaux ligneux a la base. Feuilles vert bleuté en forme de
triangle allongé et a bord denté. Les inflorescences disposées en larges capitules jaunes
orangés sont entourées de feuilles rayonnantes qui passent progressivement aux bractées
coriaces et piquantes. La plante dégage un léger parfum agréable (Quezel et Santa, 1963).
2.3. Habitat et répartition géographique
Sud du Sahara septentrional, Sahara central dans les dépressions sabloargileuse. Espéce
endémique saharienne (Quezel et Santa, 1963).
2.4. Usage traditionnel
L’infusion de la partie aérienne est utilisée contre les maux d’estomac, les maladies du foie et
comme un remeéde pour le diabéte (Hammiche et Maiza, 2006).
3. Cistanche violaceaa (Desf.) Beck.
3.1. Place dans la systématique (Quezel et Santa, 1963; Dupont et Guignard, 2007)
Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Astéridées
Ordre: Lamiales
Famille: Orobanchaceae
Genre: Cistanche
Espéce: Cistanche violacea (Desf.) Beck.
Noms vernaculaires: Danoun (Hammiche et Maiza, 2006), Ahahal (Quezel et Santa,

1963).
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Figure 14: Cistanche violacea (Dest.) Beck. (www.sahara-nature.com)

3.2. Description botanique

Elle a une taille de 20 a 40 cm, plante parasite qui ressemble a une asperge, la tige se fixe par
un sugoir sur la racine de la plante hote. La plante a un aspect différent en fonction de la
plante hote. Les tiges sont pleines, €paisses, cylindriques, sans chlorophylle. En général il y a
plusieurs "asperges" qui partent du méme pied. Les feuilles sont réduites a des écailles
brunatres. Fleurs violettes, plantes moins élevées. Corolle violette, a tube progressivement
dilaté, munie de 2 plis jaunatres a la gorge. Bractées et bractéoles glabres. Etamines insérées
au-dessous du milieu du tube. Capsule au moins aussi longue que le calice, celui-ci de 15-18
mm (Quezel et Santa, 1963).

3.3. Habitat et répartition géographique

Espece méditérrano-saharienne commune sur les sols sablonneux et salés, des hauts plateaux
jusqu’au Sahara (Baba Aissa, 2011).

3.4. Usage traditionnel

La partie aérienne est utilisée en décocté contre le diabéte, les maux d’estomac et les
diarrhées. La partie souterraine de cette plante a propriété aphrodisiaque (Hammiche et
Maiza, 2006) est consommée sous forme de farine (Baba Aissa, 2011). Elle sert aussi de

condiment (Maiza et al. 1993).

31



Partie bibliographique Chapitre 3: Présentation des plantes étudiées

4. Ferula vesceritensis Coss. & Dur.
4.1. Place dans la systématique (Quezel et Santa, 1963; Dupont et Guignard, 2007)
Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Astéridées
Ordre: Apiales
Famille: Apiaceae.
Genre: Ferula
Espéce: Ferula vesceritensis Coss. & Dur.

Noms vernaculaires: Kalkha (Quezel et Santa, 1963).

Figure 15: Ferula vesceritensis Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)

4.2. Description botanique

Elle a une taille supérieure a 1 meétre. En été, elle n’est représentée que par une rigide tige
creuse. Feuilles a divisions allongées, droites. Fleurs vertes, a pétales larges portants des poils
sur leurs nervures dorsales. Fruits ovales, & sommets pointus et portées par des pédoncules

plus courts qu’eux (Ozenda 1991, Quezel et Santa, 1963).
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4.3. Habitat et répartition géographique
Partie orientale de I’atlas saharien, et du Sahara septentrional. Plante saharienne endémique
(Quezel et Santa, 1963).
4.4. Usage traditionnel
Les fruits utilisées en infusion, pour le traitement des angines, des fi¢vres et des migraines
(Chehma, 20006).
5. Pituranthos chloranthus Coss. & Dur.
5.1. Place dans la systématique (Quezel et Santa, 1963; Dupont et Guignard, 2007)
Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Astéridées
Ordre: Apiales
Famille: Apiaceae.
Genre: Pituranthos
Espéce: Pituranthos chloranthus (Coss. & Dur.) Benth. et Hook.

Noms vernaculaires: Gouzah (Maiza ef al. 1993). Qessou (Quezel et Santa, 1963).

Figure 16: Pituranthos chloranthus Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)
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5.2. Description botanique
Elle a une taille de 60 a plus de 1 m de haut, plante vivace poussant en touffes importantes,
ramifiées a la base. Feuilles divisées a 2 ou 3 lanicres étroites a la base de la plante. Fleurs a
pétales verdatres a nervure dorsale pubescente et large, fruits poilus. Les fleurs sont
regroupées en ombelles a longs pédoncules, la tige florale comporte des ramifications
(Ozenda, 2004).
5.3. Habitat et répartition géographique
Sahara septentrional et occidental ainsi qu'au Sahara central (Tassili des Ajjers et Hoggar).
Espece endémique nord-africaine (Chehma, 2006).
5.4. Usage traditionnel
Les fleurs et les feuilles sont utilisées en infusion ou en décoction pour soigner les
indigestions, les maux d’estomac ainsi que les maux du bas du ventre, en cataplasme sur la
téte dans le soin des céphalées (Hammiche et Maiza, 2006).
6. Zilla macroptera (Coss.) M.
6.1. Place dans la systématique (Quezel et Santa, 1963; Dupont et Guignard, 2007)

Embranchement: Spermatophytes

Sous embranchement: Angiospermes

Classe: Eudicots

Sous classe: Rosidées

Ordre: Brassicales

Famille: Brassicaceae

Genre: Zilla.

Espéce: Zilla macroptera (Coss.) M.

Noms vernaculaires: Chebreg (Hammiche et Maiza, 2006).
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Figure 17: Zilla macroptera (Coss.) M. (www.sahara-nature.com)

6.2. Description botanique
Elle a une taille de 20 a 60 cm. Plante glabre, épineuse, vert bleuté, formant une boule tres
dense. Feuilles sessiles, charnues, en spatule, présentent sur les jeunes rameaux. Fleurs
violettes, pratiquement sans pétiole. Le fruit est une silicule a quatre ailes (Quezel et Santa,
1963).
6.3. Habitat et répartition géographique
Sahara septentrional et occidental ainsi qu'au Sahara central (Tassili des Ajjers et Hoggar).
Espece endémique nord-africaine. Espeéce endémique du Sahara nord-occidental: Mzab,
Tademait, Sud oranais et Sud-est marocain (Ozenda, 2004).
6.4. Usage traditionnel
La décoction des parties aériennes est prescrite contre la jaunisse, I’asthme et dans le cas de
calcul rénal (Hammiche et Maiza, 2006).
7. Genista saharae Coss. & Dur.
7.1. Place dans la systématique (Quezel et Santa, 1963; Dupont et Guignard, 2007)
Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Rosidées

Ordre: Fabales
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Famille: Fabaceae
Genre: Genista
Espéce: Genista saharae Coss. & Dur.

Noms vernaculaires: Tellegit (Quezel et Santa, 1963), Merkh (Chehma, 2006).

Figure 18: Genista saharae Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)

7.2. Description botanique

Elle & une taille de 1 a 2 métre de haut a longs rameaux. Feuilles unifoliées, étroites, tres
caduques. Fleurs: jaunes, espacées le long des rameaux. Gousses longues pendantes, a parois
parcheminées (Quezel et Santa, 1963).

7.3. Habitat et répartition géographique

Elle est commune au Sahara septentrional, endémique saharienne (Quezel et Santa, 1963).
7.4. Usage traditionnel

Elle est utilisée contre les affections du systéme respiratoire, elle a des propriétés diurétiques

(Hammiche et Maiza, 2006).
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8. Limoniastrum guyonianum Dur.
8.1. Place dans la systématique (Dupont et Guignard, 2007; Quezel et Santa, 1963)
Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Core eudicots
Ordre: Caryophyllales
Famille: Plumbaginaceae.
Genre: Limoniastrum
Espece: Limoniastrum guyonianum Dur.

Noms vernaculaires: Zeita, Zita (Quezel et Santa, 1963).

Figure 19: Limoniastrum guyonianum Dur. (Wwww.sahara-nature.com)

8.2. Description botanique

Elle a une taille de 50 cm a 1,50 métre. Arbuste trés rameux gris-vert. Les branches ont
souvent de grosses galles. Longues feuilles linéaires ou presque cylindriques coriaces a
extrémité un peu pointue. Les feuilles comportent des incrustations calcaires et sont couvertes

de dépots de sel. Fleurs roses purpurines a cinq pétales (Quezel et Santa, 1963).
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8.3. Habitat et répartition géographique
Espéce endémique du Sahara septentrional (Algérie, Tunisie) dans les sols salés des grands
chotts (Quezel et Santa, 1963).
8.4. Usage traditionnel
La tisane des feuilles, des galles et des branches est dysentérique, alors que la décoction des
racines s’emploie comme dépuratif (Chehma, 2006).
9. Periploca laevigata Act.
9.1. Place dans la systématique (Dupont et Guignard, 2007; Quezel et Santa, 1963)
Embranchement: Spermatophytes
Sous embranchement: Angiospermes
Classe: Eudicots
Sous classe: Astéridées
Ordre: Gentianales
Famille: Asclepiadaceae
Genre: Periploca
Espéce: Periploca laevigata Act.
Noms vernaculaires: Hallab, Sellouf (Quezel et Santa, 1963), Hallaba (Hammiche et

Maiza, 2006).

Figure 20: Periploca laevigata Act. (www.sahara-nature.com)
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9.2. Description botanique
Arbustes feuillés a tiges toutes ligneuses. Feuilles lancéolées cunéiformes sessiles 10-25 X 3-
5 mm, au moins 5 fois plus longues que larges. Inflorescences ombelliformes subsessiles a
l'aisselle des feuilles. Fleurs de 1 cm au plus. Corolle rotacée présentant 5 appendices aristés
entre les pétales. Follicules divariqués linéaires lancéolés 5-8 X 0,5-0,8 cm (Quezel et Santa,
1963).
9.3. Habitat et répartition géographique
Assez commune dans tout le Sahara. Espéce saharo-méditerranéenne (Hammiche et Maiza,
2006).
9.4. Usage traditionnel
L'écorce des racines est utilisée en décoction contre la toux et contre les rhumatisme, ainsi que
le décocté de la partie aérienne utilisée en usage interne contre le diabéte (Hammiche et
Maiza, 2006).
10. Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.
10.1. Place dans la systématique (Dupont et Guignard, 2007; Quezel et Santa, 1963)

Embranchement: Spermatophytes

Sous embranchement: Angiospermes

Classe: Eudicots

Sous classe: Astéridées

Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae.

Genre: Ammodaucus

Espéce: Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur.

Noms vernaculaires: Oum draiga (Hammiche et Maiza, 2006).
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Figure 21: Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. (www.sahara-nature.com)

10.2. Description botanique

Petite plante annuelle glabre a tiges peu ¢élevées. Feuilles pennatiséquées a segments linéaires.
Bractées de l'involucre multifides. Fleurs blanches, toutes égales. Méricarpes allongés 6-9 X
4-5 mm, a coOtes secondaires couvertes de longs poils soyeux trés denses (Quezel et Santa,
1963).

10.3. Habitat et répartition géographique

Plante saharienne assez commune dans les paturages désertiques tout le Sahara du nord
africain (Quezel et Santa, 1963).

10.4. Usage traditionnel

Les fruits en infusion ou sous forme de poudre sont utilisés pour traiter les maladies de
I’estomac et contre les vomissements. Cette plante a des propriétés aphrodisiaques

(Hammiche et Maiza, 2006).
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Chapitre 1 : Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Les plantes ont été récoltées durant la période allant du mois d’Avril au mois de Mai 2011,
dans la région de Ghardaia: "Metlilli, Sebseb". L’identification du matériel végétal est faite
par le Dr. CHEHMA, A. du département de Biologie a 1'université¢ de Ouergla. Les plantes
sont séchées a l'ombre dans un endroit sec et aéré pendant une semaine. Apres le séchage, les
plantes sont finement broyées puis stockées dans des boites en plastique opaque jusqu’a leur
utilisation.

Les especes qui ont fait I’objet de ce travail appartiennent a différentes familles. Le nom et la
famille ainsi que la partie investiguée de chaque espeéce sont mentionnées dans le tableau
suivant.

Tableau 2: Noms, familles et parties investiguées des especes étudiées.

Plante Famille Partie utilisée
Marrubium deserti Lamiaceae Parties aériennes
Anvillea radiata Asteraceae Parties aériennes
Cistanche violacea Orobanchaceae Parties aériennes
Ferula vesceritensis Apiaceae Fruits
Pituranthos chloranthus Apiaceae Parties aériennes
Zilla macroptera Brassicaceae Fruits

Genista saharae Fabaceae Parties aériennes
Limoniastrum guyonianum Plombaginaceae Feuilles
Periploca laevigata Asclepiadaceae Feuilles
Ammodaucus leucotrichus Apiaceae Fruits
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1.2. Choix des plantes

Les dix plantes ayant fait ’objet de notre étude ont été choisies sur la base d’une recherche
bibliographique méticuleuse qui a montré que ces especes végétales sont trés peu ou pas
étudiées. L’endémisme était un autre facteur important a prendre en considération dans notre
choix.

1.3. Produits chimiques

ABTS (acide 2, 2’-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonique), DPPH(1,1-Diphenyl-2-
picrylhydrazyl), ferricyanure de potassium Ks;Fe(CN)g, acide trichloracétique (TCA),
chlorure ferrique (FeCls), Folin—Ciocalteu , méthanol, HC1, TPTZ (2,4,6-tris-2,4,6-tripyridyl-
2-triazine), persulfate de potassium (K,S,0Og ), acide acétique, acétate de sodium, Trolox
(acide  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique), acide gallique, acide
ascorbique (Vita C), carbonate de sodium, BHA (butylhydroxyanisole). Tous les produits
chimiques, standard et solvants (grade analytique) utilisés dans ce travail sont de la marque
Sigma-Aldrich.

1.4. Souches bactériennes

Les souches bactériennes ayant fait 1’objet de cette étude ont été gracieusement fournies par le
laboratoire régional vétérinaire de Laghouat au sein du quel nous avons réalisé cette partie de
notre travail, a savoir le test antibactérien.

* Escherichia coli (ATCC 25922)

Cette espece appartient a la famille des Enterobacteriaceae. C’est un coccobacille, gram
négatif et mobile (ciliature peritriche) (Kayser ef al., 2005). C’est une bactérie aérobie ou
anaérobie facultative, catalase positif et oxydase négatif (Irving et al., 2005). Elle fermente le
glucose et le lactose avec production de gaz. C’est une bactérie indicatrice de contamination
fécale des eaux potables et des aliments (Kayser ef al., 2005).

Nous avons choisi de tester nos extraits sur E. coli parce qu’elle est I’agent pathogéne le plus
fréquemment impliqué dans les infections humaines, d’origines bactériennes (Kayser et al.,

2005).
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* Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

C’est l'espece la plus connue et la plus répandue du genre Pseudomonas. Cette souche
constitue 1'espéce-type du genre Pseudomonas (bacille pyocyanique). C’est un bacille, Gram
négatif, mobile, grace a un flagelle polaire (ciliature monotriche). C’est une bactérie aérobie
stricte, oxydase positif (Irving et al., 2005). Elle peut produire deux pigments: la pyocyanine,
de couleur bleue verdatre, et la fluorescéine, de couleur jaune verdatre. L’espéce se
caractérise par 1’odeur particuliere que dégagent ses cultures (Kayser et al., 2005). Cette
bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de 'homme et de divers animaux.
Considérée comme une bactérie pathogéne opportuniste, c'est le germe-type des infections
hospitaliéres ou nosocomiales. Nous avons sélectionné P. aeruginosa, pour cette étude, en
raison de sa résistance naturelle a plusieurs antibiotiques (Kayser et al., 2005).

* Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

L’espece appartient a la famille des Staphylococcacaea. L’espece S. aureus est 1'une des
especes redoutées du genre Staphylococcus. Ces cellules sont des coques regroupées en amas
(grappes de raisin). Ce sont des Gram positif, immobiles, anaérobies facultatives, non
exigeantes. C’est une bactérie productrice de I’enzyme coagulase, et d’un ensemble de
toxines responsables des symptdmes cliniques observés lors des infections invasives, des
toxicoses et des formes mixtes causées par cette espece (Kayser et al., 2005).

* MRSA+ (ATCC 43300)

Les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la Méthicilline (oxacilline), couramment
appelées « Staphylocoque doré », sont des hotes du milieu hospitalier. Elles peuvent causer
des épidémies d’infection, notamment post opératoires (Irving et al., 2005). La mortalité des
septicémies semble étre supérieure a celle causée par les infections par les staphylocoques
sensibles a la méthicilline (Laupland et al., 2008). Les infections 8 MRS A+ sont généralement
plus graves, avec une mortalité plus élevée (Cosgrove et al., 2003). Le potentiel toxique de

cette souche nous a incité a ’inclure parmi les souches testées.
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2. Méthodes

2.1. Objectifs et méthodologie

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des produits naturels issus des plantes
médicinales sahariennes. Nous avons voulu apporter par la présente étude notre contribution a
une meilleure connaissance relative aux activités biologiques et a la composition chimique de
dix especes végétales spontanées trés peu connues jusqu’a présent, a caractére médicinal du
Sahara septentrional de I’est algérien.

Dans ce contexte et dans 1’optique de recherche des extraits, des fractions d’extraits ou des
nouveaux composés bioactifs qui peuvent trouver des applications dans le domaine agro-
alimentaire et pharmaceutique, notre étude se propose d’évaluer in vitro deux activité
biologiques dont la capacité antioxydante et I’activité antibactérienne de ces dix plantes. Pour
ce faire, nous avons suivi une démarche expérimentale qui s’articule autour de deux points
essentiels:

Dans un premier temps, un criblage basé sur les deux activités biologiques des extraits bruts
hydrométhanoliques des dix plantes a été effectué afin d’en choisir celles les plus actives.

Le résultat de cette 1°° étape a permis de sélectionner deux espéces présentant les meilleures
activités et qui feront I’objet de la deuxieéme étape, qui consiste en 1’étude phytochimique
bioguidée.

Cette approche permet de sélectionner des plantes potentiellement actives et d’augmenter

significativement les chances de découvrir de nouveaux principes actifs.

Notre démarche expérimentale est résumée a travers le schéma suivant (Figure 22):
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Matiére végétale

Séchage :

A Pabri de la lumiére du soleil et a température ambiante pendant une semaine

A4

Broyage mécanique :

Obtention d’une poudre fine

Extraction a froid Extraction a chaud
(Macération) Extraction (Soxhlet)

Dosage des Evaluation de Evaluation de Activités
composes I’activité I’activité antioxydante et
phénoliques antioxydante antibactérienne antibactérienne des

des Ebr des Ebr Fractions

Figure 22: Schéma illustrant la démarche expérimentale suivie dans cette étude
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2.2. Tests phytochimiques

Alcaloides : Macérer 5g de la poudre séche dans 50 ml de HCI a 1%, pendant 2h.
Apres filtration, on ajoute au filtrat, le réactif de Mayer (quelques gouttes).
L’apparition d’un précipité blanc indique la présence des alcaloides.

Flavonoides : Macérer 2g de la plante en poudre dans 40ml de HCI dilué 1% pendant
24h. Prendre 10 ml du filtrat, le rendre basique par 1’ajout d’une solution NH4OH.
L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube indique la
présence des flavonoides.

Tanins : Préparer I’infusion de la plante en poudre a 10% (2g de la poudre séche sont
recouvertes de 20 ml d’eau trés chaude ou bouillante), aprés 5 & 6 minutes, on remue
légérement et on filtre. Une portion du filtrat est diluée avec de 1’eau distillée dans un
rapport de 1:4, puis on ajoute trois gouttes de FeCl; a 10 %. Une couleur bleu ou vert
indique la présence de tanins.

Saponines : Test de mousse: 2,5 ml du filtrat a 10% (voir Tanins) sont ajouté a 10 ml
d’eau distillée dans un tube a essai. Le tube a essai est secoué vigoureusement pendant
environ 30 secondes puis on laisse reposer une demi-heure. Une mousse persistante
supérieure a 1 cm indique la présence des saponines.

Anthocyanes : Ce test repose sur le changement de la couleur du filtrat a 10% avec le
changement du pH. On ajoute au filtrat quelques gouttes de HCI pur. On a changement
de la couleur. On ajoute quelques gouttes de NH4OH, le changement de la couleur une

deuxiéme fois indique la présence des anthocynes.

2.3. Préparation des extraits bruts hydrométhanoliques (Ebr)

Cette étape consiste a extraire le maximum des substances actives contenues dans les plantes

en utilisant le méthanol comme solvant organique auquel nous avons ajouté une quantité

d’eau pour en augmenter la polarité.

Une quantité de 10 g de chaque plante seéche et finement broyée est macérée dans 150 ml

Me¢éthanol-eau dans une proportion de (70:30) en volume, pendant 24H. Une agitation

manuelle de temps a autre a été effectuée. Les macérations hydrométhanoliques ainsi
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obtenues sont filtrées sur papier filtre, puis évaporées a sec sous vide a I’aide d’un rotavapeur
a 45°C. Les résidus secs sont pesés puis repris dans ’Ethanol ou dans le DMSO 1% pour le
test antibactérien.

Le protocole d'extraction est résumé dans le schéma ci-dessous (Figure 23) :

10 g de matiere végétale broyée

Macération dans MeOH 70%
Filtration puis évaporation a 45°C

A 4

Résidu sec

Solubilisation dans le DMSO 1% Solubilisation dans 1’Ethanol

Pour le test antibactérien

\ 4
Extrait Brut (Ebr)

Figure 23: Schéma illustrant I’extraction hydrométhanolique (Ebr)
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2.4. Extraction de Cistanche violacea et Periploca laevigata

2.4.1. Extraction pour le test de I’activité antioxydante

Dans cette partie d’é¢tude deux méthodes d’extraction ont été envisagées, a savoir la
macération et I’extraction au soxhlet.

Délipidation

Avant d’entamer 1’extraction proprement dite, nous avons procédé¢ a une délipidation du
matériel végétal par macération dans ’hexane. Cette étape préliminaire a pour but d’éliminer
les lipides et les pigments.

2.4.1.1. Extraction a froid ou Macération

La macération consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un
solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a température
ambiante et qui a ’avantage de préserver les substances thermosensibles. Cette extraction se

déroule en deux étapes (Figure 24):

A. Préparation du filtrat hydrométhanolique

Une quantité de 80 g de la poudre de plante délipidée est macérée quatre fois dans 450 ml de
Méthanol 70% pendant 24 heures sous agitation. Le filtrat hydrométhanolique obtenu est
filtré sur papier filtre, puis concentré sous vide a 1’aide d’un rota vapeur a 45°C, pour obtenir

une solution aqueuse chargée en substances extractibles.

B. Fractionnement de la phase aqueuse

La solution aqueuse (phase aqueuse) ainsi obtenue est diluée avec de 1’eau distillée puis subit
une extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter avec une succession de solvants
organiques par ordre de polarité croissante: chloroforme (CHCls), acétate d’éthyle (AcOEt) et
n-Butanol. La solution aqueuse est extraite jusqu’a I’épuisement avec chaque solvant; chaque
portion de solvant organique (phase organique) reste en contact avec la phase aqueuse sous

agitation manuelle pendant quelques secondes, puis elles sont laissées reposer jusqu’a la
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séparation des deux phases. Aprés décantation, les portions de chaque phase organique sont
réunies et évaporées a sec, sous pression réduite a 45°C. Les trois extraits issus du

fractionnement sont pesés puis repris dans I’Ethanol 100 %.

[ 80 g de plante délipidée ]

Macération dans méthanol 70%

Filtration puis concentration a 45°C

A 4

[ Phase aqueuse ]
Extraction par chloroforme
Extrait (CHCl ;) ]
Evaporation sous vide a 45°C
v
[ Phase aqueuse ]
Extraction par acétate d’éthyle
Extrait (AcOEt) «—
Evaporation sous vide a 45°C
v
[ Phase aqueuse ]
Extraction par n-butanol
Extrait (BuOH) ]
Evaporation sous vide a 45°C
v
[ Phase aqueuse épuisée ]

Figure 24 : Schéma illustrant ’extraction par macération.
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2.4.1.2. Extraction a chaud ou extraction au Soxhlet

L'extraction au Soxhlet a été retenue comme technique d'extraction car elle favorise
l'extraction relativement compléte des métabolites présents dans la matrice végétale. Les
extractions au Soxhlet ont été effectuées de facon séquentielle, en utilisant des solvants de
polarité croissante (Figure 25). Les solvants utilisés étaient le chloroforme (CHCl3), ’acétate
d’éthyle (AcOEt) et le méthanol (MeOH). Cette approche d'extraction permet de fractionner
grossierement les divers produits naturels de la matrice végétale.

Le corps de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de 65 g de matiére
végétale délipidée en poudre, cette cartouche est fixée sur un réservoir (ballon) contenant 300
ml de solvant et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en
restant en contact avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de
plus en plus en soluté a chaque cycle d’extraction et le matériel végétal est toujours en contact
avec du solvant fraichement distillé. L extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction
devient de plus en plus clair c'est-a-dire sans une proportion significative de soluté. Apres
¢vaporation du solvant organique sous pression réduite a 45°C, le résidu sec de chaque

solvant est pesé puis solubilisé dans I’éthanol a une concentration donnée.
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Chloroforme (CHCl 3)

» | Acétate d’éthyle (AcOEt)

Méthanol (MeOH)

\

N

Les trois extraits évaporés a sec.

Figure 25: Schéma illustrant I’extraction a chaud (L’appareil de Soxhlet)

2.4.2. Extraction et fractionnement pour le test antibactérien

C’est une macération hydrométhanolique suivi par une extraction liquide-liquide. Le
protocole d’extraction est le méme que celui de D’extraction a froid avec quelques
modifications (Figure 26).

Une quantité¢ de 30 g de de chaque plante en poudre est macérée trois fois dans 450ml de
Me¢éthanol 70% pendant 24 heures sous agitation. Les macérations hydrométhanoliques
obtenues sont filtrées sur papier filtre, puis concentrées sous vide a I’aide d’un rotavapeur a
45°C.

La solution aqueuse (phase aqueuse) ainsi obtenue est diluée avec de I’eau distillée et a subi
une extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter avec une succession de solvants
organiques par ordre de polarité croissante: Hexane (HX), Dichlorométhane (DCM) et

Acétate d’éthyle (AcOEY).
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Les fractions organiques (HX, DCM et AcOEt) sont évaporées a sec a 45°C sous pression
réduite. La phase aqueuse restante est filtrée et évaporée a 1’étuve a 50°C pour obtenir la
fraction aqueuse (Aq). En tout nous avons obtenu de cette extraction quatre extraits. Les

extraits sont pesés puis repris dans le DMSO a 1%.

[ 30 g de matiére végétale ]

Macération dans MeOH 70%

Filtration puis concentration a 45°C

A

[ Phase aqueuse ]

I Délipidation par I’Hexane
A

[ Phase aqueuse ]

Extraction par Dichlorométhane

Extrait (DCM) < Evaporation a sec a 45°C

A

[ Phase aqueuse ]

Extraction par Acétate d’éthyle
Extrait (AcOEt) < Evaporation a sec a 45°C

A

[ Phase aqueuse ]

Evaporation a sec a 50°C

v

Extrait (Aq)

Figure 26: Schéma illustrant ’extraction et le fractionnement de I’Ebr
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2.5. Calcul de rendement

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait
et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

Rdt= (Pg/P,) x 100

Py : poids d’extrait brut.

P4 : poids de la plante séche en poudre.

2.6. Dosage des composés phénoliques

2.6.1. Dosage des composés phénoliques totaux (TCP)

Principe

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué d’un
mélange de deux acides: acide phosphotungstique (H3PW;,040) et acide phosphomolybdique
(H3PMo0;2040). 11 est réduit lors de l'oxydation des phénols pour former un complexe bleu
stable d'oxydes de tungsténe et de molybdeéne. La coloration produite, dont I'absorption
maximum est au voisinage de 760 nm, est proportionnelle a la quantité des composés
phénoliques présents dans les extraits végétaux.

La quantification des polyphénols totaux a été faite a 1’aide d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y = ax), réalisée dans les mémes conditions que celles de I’échantillon, en utilisant
I’acide gallique comme standard (Figure 27). Les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalents de I’acide gallique par gramme de matic¢re végétale seche et en poudre (mg

EAG/g MS).

COOH

HO OH

OH

Figure 27: Structure de l'acide gallique.
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Protocole
La méthode adoptée pour le dosage des composés phénoliques totaux est celle décrite par
Kim et ses collaborateurs (Kim et al. 2003) avec une légere modification.
Une quantité de 100 pl de I’extrait convenablement dilué dans ’EtOH 80% est mélangée avec
Iml du réactif de Folin—Ciocalteu (10 fois dilué) fraichement préparé.
Apres 5 minutes, une solution de Na,CO3 a 7 % (1 ml) est ajoutée tout en agitant. La solution
est immédiatement diluée par 400 pl avec de I’eau distillée et le mélange est agité
vigoureusement.
Aprés une incubation de 90 min dans I’obscurité et a la température ambiante, ’absorbance
est mesurée a 750 nm a l’aide d’un spectrophotomeétre (JENWAY 6300 visible
Spectrophotometer), contre un blanc (le méme mélange excepté 1’extrait qui est remplacé par
100 pl de EtOH 80%). La teneur en polyphénols est exprimée en mg EAG/g MS. Tous les
essais sont reproduits quatre fois.
La teneur en composés phénoliques des échantillons analysés est calculée par la formule
suivante:
TCP=C.V/m

C: Concentration de I’extrait ;

V: Volume de solvant utilisé pour I’extraction ;

m: Masse en grammes de la prise d’essai.
Courbe d’étalonnage
A partir d’une solution mere de I’acide gallique de 200 mg/l, une série de solutions filles est
ainsi préparée, de concentrations allant de 20 a 200 mg/l. Ensuite, nous avons suivi le méme
protocole entrepris pour doser les échantillons.

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique est représentée dans la figure ci dessous :
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Acide Gallique

0,8

Abs a 750 nm

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18

Concentration en Acide gallique mg/ml

Figure 28 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

2.6.2. Dosage des flavonoides

Principe

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium AICl; avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec le
carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et
des flavonols. Par ailleurs, AICI; peut également former des complexes acides labiles avec les
groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des
flavonoides (Chang et al., 2002).

Protocole

La méthode décrite par Kim et ses collaborateurs (2003) est adoptée pour déterminer la teneur
en flavonoides dans les différents extraits des deux plantes Cistanche tinctoria et Periploca
laevigata. Un volume de 400 pl de chaque extrait convenablement dilué dans 1’éthanol (étalon
ou I’éthanol pour le témoin) est ajouté a 120 ul de NaNO, a 5%. Aprés 5 minutes, on ajoute
120 pl d’AlCls a 10%. Ensuite, aprés 6 minutes, on ajoute 800 pul de NaOH (1M). La solution

est bien homogénéisée et I'absorbance a été mesurée immédiatement a 510 nm.
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La teneur en flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la gamme d’étalonnage

¢tablie avec la catéchine (Figure 29) (0-120 mg/l).
OH

OH

HO O ‘\\\\

OH

OH

Figure 29: Structure de la catéchine.

Courbe d’étalonnage

A partir d’une solution mere de la catéchine de 200 mg/1, une série de solutions filles est ainsi
préparée, de concentrations allant de 10 a 120 mg/l. Ensuite, nous avons suivi le méme
protocole entrepris pour doser les échantillons.

La courbe d’étalonnage de la catéchine est représentée dans la figure ci dessous :

Catéchine

0,9 y=13,578x
08 - R’ =0,9971
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Abs a 510 nm

0] 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Concentration en catéchine mg/ml

Figure 30: Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.
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2.7. Evaluation de I’activité antioxydante
Quatre tests ont été utilisés pour évaluer la capacité antioxydante in vitro des extraits bruts
hydrométhanoliques (Ebr) des dix especes étudiées dans ce travail, il s’agit du pouvoir
piégeur du radical cationique ABTS™, pouvoir piégeur du radical DPPH ™, pouvoir réducteur
du fer FRAP et du pouvoir réducteur du fer RP. Les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalent Trolox par gramme de maticere seéche. Cette premiére étape constitue un tri
préliminaire qui a pour but de déceler les extraits hydrométhanoliques des plantes a forte
activité antioxydante. Ces plantes font par la suite, dans la 2°™ étape, ’objet d’une étude
phytochimique approfondie et la capacité antioxydante de leurs extraits et des fractions qui en
dérivent sera évaluée par le test DPPH dont le résultat sera exprimé en terme d’ECs.
2.7.1. Test ABTS
Principe
Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS™ de
coloration vert bleu en le transformant en ABTS incolore. Le radical préformé ABTS ™ est
généré en présence des ions persulfates.

ABTS + Ions persulfates —> ABTS™
En présence d’un antioxydant, le passage du radical ABTS" a la forme non radicalaire
s’accompagne de la disparition de la coloration vert bleu intense qui peut étre suivie par la
mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 734 nm (Chen ef al., 1997). Ce test est
simple, opérationnel, reproductible, et peut étre utilisé dans différents milieux.
Protocole
Le test ABTS est effectu¢ selon la méthode décrite par Re et ses collaborateurs (1999). Deux
solutions ont été préparées : une solution d’ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de
potassium (2.4 mM). Le radical cationique ABTS™" est généré en mélangeant les deux
solutions en quantités équivalentes. Le mélange est laissé réagir pendant 12 heures a
température ambiante et a I’abri de la lumiere. 1 mL de la solution ainsi obtenue est dilu¢ avec
60 mL de méthanol pour avoir une absorbance de 0.8 mesurée a I’aide d’un

spectrophotomeétre a 734 nm.
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2.7.2. Test DPPH

Principe

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable, dont la
solution posséde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand
une solution de DPPH" est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogene,
antioxydante, il y’a formation de la forme réduite (Figure 12). Ceci provoque la perte de la
coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible

a 517 nm (Brand-Williams, 1995).
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Figure 31: Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite.

Protocole

L’effet piégeur ou le pouvoir antiradicalaire des extraits Ebr des plantes étudiées vis-a-vis du
radical DPPH" est évalu¢ selon la méthode décrite par Hansraj et ses collaborateurs (2006) en
y apportant quelques modifications. Un volume de 2 ml de la solution de DPPH" (0.2 mM)
préparée dans 1’éthanol 80% est mélangé avec 2 ml des solutions d’extraits ou des
antioxydants de référence (BHA ,Trolox, Vitamine C et Vitamine E) a différentes

concentrations. Aprés 30 minutes d’incubation a ’obscurité et a température ambiante,
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I’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage d’inhibition (P1%) est calculé par la relation
suivante :

1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs controle] x 100

La concentration efficace (ECsp) qui est la concentration d’extrait ou de I’antioxydant de
référence responsable de 50% d’inhibition des radicaux DPPH" présents dans le milieu
réactionnel, est déterminée sur le graphique représentant le pourcentage d’inhibition du
DPPH" en fonction des concentrations des extraits ou des antioxydants de référence.

2.7.3. Pouvoir réducteur (FRAP, Ferric Reducing Antioxydant Power)

Principe

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain (1996) correspond a la réduction d’un
complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Il)-TPTZ),] en un complexe tripyridyltriazine
ferreux [(Fe(IT)-TPTZ);] par un antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité

du fer (Figure 32).
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Figure 32: M¢canisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

tripyridyltriazine ferrique Fe(III)-TPTZ et un antioxydant (AH).

Protocole
Le test FRAP a été réalisé selon la méthode de Benzie et Strain (1996) avec quelques
modifications. La solution de travail FRAP est préparée en mélangeant dans un rapport de

volume 10 :1 :1 les trois solutions suivantes : une solution tampon d’acétate de sodium a 300
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mM (pH= 3.6), une solution TPTZ a 10 mM (HCI 40 mM comme solvant) et une solution de
FeCl; a 20 mM respectivement. La solution de travail FRAP est maintenue dans un bain
thermostaté a 37°C. Le test consiste a faire réagir, dans des tubes a hémolyse en verre, 100 pl
de chaque extrait avec 3 ml de la solution de travail FRAP. L’absorbance du mélange
réactionnel a été mesurée a 593 nm apres 4 min d’incubation a température ambiante.

2.7.4. Pouvoir réducteur (PR)

Principe

Les substances ayant un potentiel de réduction, réagissent avec le ferricyanure de
potassium pour former le ferrocyanure de potassium, qui réagit a son tour avec le chlorure
ferrique pour donner lieu a un complexe qui a une absorption maximale & 700 nm (Jayanthi et
Lalitha, 2011).

Protocole

Le pouvoir réducteur des Ebr est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu (1986). 1 ml
de chaque extrait ou de I’antioxydant standard est mélangé avec 2.5 ml de tampon phosphate
(0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium [K3;Fe(CN)g] a 1%. Le mélange est
incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 2.5 ml de TCA (acide trichloroacétique) a 10% sont
ajoutés et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Une quantité de 2.5 ml de
surnageant est mélangée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution aqueuse de FeCl; a
0,1%. L’absorbance du mélange réactionnel est lue a 700 nm contre un blanc qui contient tous
les réactifs sauf le FeCls.

2.8. Evaluation de I’activité antibactérienne

Le test d’évaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits a été réalisé¢ par deux
méthodes:

* Par la méthode de diffusion sur milieu solide, dans une premiére étape pour sélectionner les
extraits hydrométhanoliques bruts (Ebr) ayant une activité importante. Cette méme technique
a été appliquée pour les extraits issus du fractionnement par extraction liquide-liquide (Figure

26) des Ebr les plus actifs vis-a-vis des souches utilisées dans ce travail.

62



Partie expérimentale Chapitre 1 : Matériel et méthodes

* Dans la deuxi¢me étape, par la méthode de dilution en milieu liquide, afin de déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) ainsi que les concentrations minimales
bactéricides (CMB), des Ebr actifs.

2.8.1. Test de diffusion en milieu gélosé

Pour tester I’activité antibactérienne des espéces étudiées, nous avons adopté la technique de
diffusion sur milieu solide, a partir des disques imprégnés de nos extraits. Elle permet de
déterminer D’activité inhibitrice de croissance bactérienne par la mesure du diamétre
d’inhibition autour d’un disque (Sharififar et al., 2007).

Une suspension de chaque bactérie est préparée dans de 1’eau physiologique stérile et ajustée
4 0.5 Mc-Farland (10° CFU/ml) a partir d’une culture bactérienne de 24 h sur gélose nutritive.
A I’aide d’un écouvillon stérile bien imbibé de la suspension microbienne ajustée, les surfaces
du milieu gélos¢ Mueller-Hinton des boites de Pétri de 90 mm de diamétre ont été
ensemencées. Des disques de papier Wattman N° 03 stériles de 06 mm de diamétre sont
imbibés de 10 ul de chaque extrait. Le screening antibactérien a été effectué avec deux
concentrations (200 et 100 mg/ml). La concentration 200 mg/ml a été retenue pour le test des
extraits des fractions. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque extrait (03 disques du
méme extrait et de la méme concentration par boite). Les disques du controle négatif sont
imprégnés de 10 pl de solvant (DMSO a 1% pour les Ebr et DMSO a 10% pour les extraits
des fractions). Des disques standards contenant I’Enroflaxacine, antibiotique de référence,
servent de contrdle positif. Les boites de Pétri ont été incubées a 37° C pendant 24 heures. A
la fin de I’incubation, nous avons noté I’activité des extraits, en mesurant la zone d’inhibition,
claire, autour des disques, a I’aide d’un pied a coulisse.

2.8.2. Détermination de la CMI et de la CMB

Apres avoir réalisé le screening antibactérien par la méthode de diffusion, nous avons procédé
a la détermination des CMI et des CMB des Ebr actifs par la méthode de la dilution en
liquide, décrite par Sikder et ses collaborateurs (2011).

Des volumes constants de milieu de bouillon nutritif Mueller-Hinton (1.98 ml) ont été répartis

dans des tubes a essai. Ensuite, nous avons effectué la série de dilution en cascade, allant de
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50 2 0.2 mg/ml. On prépare également pour chaque souche bactérienne, un inoculum dont la
turbidité est ajustée a 0,5 Mc-Farland (soit 10° CFU/ml) et ramenée a 10° CFU/ml dans les
tubes ainsi préparés. Un tube témoin de croissance contenant 1 ml d’une solution stérile de
DMSO a 1% et 1 ml d’inoculum a été préparé, de méme qu’un tube témoin de stérilité
contenant 2 ml de bouillon nutritif stérile.

La série des tubes ensemencée, ainsi que les deux tubes témoins sont incubés a 37° C pendant
24 heures. Apres I’incubation, on examine la croissance bactérienne, dans chaque tube, qui se
traduit par une turbidité. La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée sera la plus petite
concentration ne montrant aucune croissance visible de germe.

2.9. Analyse statistique

Les données expérimentales obtenues du dosage et de I’évaluation des activités biologiques
ont été exprimées par une moyenne et plus ou moins 1’écart type. Le coefficient de corrélation
des différentes propriétés a été déterminé en utilisant les programmes Origine 6 et ’Excel

2003.
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Chapitre 2 : Résultats et discussion

1. Tests phytochimiques

L’analyse qualitative de la poudre des plantes qui a pour but la mise en évidence la présence
de certains types de métabolites secondaires, a été faite par des réactions de colorations en
tubes a essai. Quant aux alcaloides, leur présence est détectée par une réaction de

précipitation.

Tableau 3 : Résultats du screnning phytochimique des plantes étudiées.

Plantes alcaloides flavonoides Tanins Saponines  Anthocyanines
Marrubium deserti ++ - - + +
Anvillea radiata + +++ + — +
Cistanche violacea ++ ++ ++ ++ +
Ferula vesceritensis + ++ + - ++
Pituranthos chloranthus + ++ + — ++
Zilla macroptera + + + + +
Genista saharae ++ ++ + + ++
Limoniastrum guyonianum - +++ ++ + +++
Periploca laevigata - +H++ +++ ++ ++
Ammodaucus leucotrichus ++ + - + +

+++ : Réaction tres positive.
++ : Réaction moyennement positive.
+ : Réaction faiblement positive.

— : Réaction négative.
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Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que les plantes étudiées sont plus ou
moins riches en métabolites secondaires. Les tests phytochimiques réalisés nous ont permis
d’avoir une idée générale sur la composition chimique des plantes étudiées.

2. Rendement d’extraction et teneur en polyphénols totaux des extraits bruts

Les plantes étudiées dans ce travail ont été macérées une seule fois dans le Méthanol 70%
pendant 24h. Les rendements de leurs extraits bruts sont mentionnés dans le tableau ci-apres.
Le dosage colorimétrique par le réactif Folin-Ciocalteu appliqué dans cette étude est une
méthode simple et nécessite peu de réactifs, ce qui est appropriée pour l'estimation grossicre
de la teneur en polyphénols totaux, méme si elle est limitée par la faible spécificité envers les

polyphénols, et s'appuie sur l'utilisation d'un composé standard (Mosca et al., 2000).

La mesure de 1’absorbance d’une solution d’acide gallique, pris comme standard, a différentes

concentrations, nous a permis de tracer une courbe d’étalonnage.

Les quantités des phénols totaux dans les extraits bruts ont été rapportées en milligramme
d’équivalents de I’acide gallique par gramme de matiére séche (mg EAG/g MS). Les résultats

sont indiqués dans le tableau 4.

67



Partie expérimentale

Chapitre 2 : Résultats et discussion

Tableau 4 : Rendements et teneurs en phénols totaux des extraits bruts des plantes étudiées.

Plante Famille Partie utilisée Rendement  Phénols Totaux
(%) (mg EAG /g MS)
Marrubium deserti Lamiaceae Parties aériennes 16,50 06,53 £0,12
Anvillea radiata Asteraceae Parties aériennes 16,42 20,88 +£0,08
Cistanche violacea Orobanchaceae  Parties aériennes 37,60 42,25 + 0,07
Ferula vesceritensis Apiaceae Fruits 15,15 07,38 £0,10
Pituranthos chloranthus Apiaceae Parties aériennes 12,66 08,26 £ 0,14
Zilla macroptera Brassicaceae Fruits 04,97 02,60 + 0,05
Genista saharae Fabaceae Parties aériennes 19,62 14,36 £ 0,08
Limoniastrum guyonianum  Plombaginaceaec Feuilles 16,71 08,56 £ 0,07
Periploca laevigata Asclepiadaceae  Feuilles 20,82 30,24 £0,22
Ammodaucus leucotrichus ~ Apiaceae Fruits 10,14 04,16 £0,05

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures + Ecart type.

mg EAG/g MS : milligramme d’équivalents de 1’acide gallique par gramme de matiére séche.

Nous constatons que les rendements de [Dextraction hydrométhanolique varient
considérablement. Les pourcentages enregistrés sont compris entre 05,07 et 37,6 %. L’espece
C. violacea donne clairement le meilleur rendement (37,6 %) suivie par la plante P. laevigata
avec un rendement de 20,82 %. Le rendement le plus faible est celui de la plante Z
marcoptera de 1'ordre de 05,02 %. Le rendement d’extraction est tributaire de plusieurs
facteurs qui peuvent influencer les performances de I’extraction, tels que la taille des
particules, la nature du solvant, la température, le temps d’extraction et le degré d’agitation.

L’utilisation d’un mélange hydroalcoolique comme solvant donne des résultats satisfaisants

dans un processus d’extraction (Perva-Uzunalic ef al., 2006).
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Il a été rapporté dans la littérature que la combinaison méthanol-eau dans les proportions 70 :
30 en volume donne le meilleur rendement d’une macération et que cette méme combinaison
a donné la teneur la plus élevée en composés phénoliques des feuilles de Tamarix aphylla L.
par rapport a d’autres solvants dont éthanol-eau, acétone-eau et eau distillée (Mohammedi et
Atik, 2011). Comme nous nous intéressons dans cette étude a l’activité antioxydante, le
méthanol reste le solvant de choix pour extraire les antioxydants d’une plante selon Sun et ses
collaborateurs (2007).

Les composés phénoliques constituent le groupe principal qui contribue a Iactivité
antioxydante des végétaux, fruits, céréales et d’autres matériels a base de plantes
(Tachakittirungrod et al., 2007). Ces composés possedent aussi diverses activités biologiques
telles que les activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale, antiallergique,
antithrombotique et vasodilatatrice qui peuvent étre reliées a leur activité antioxydante
(Gulcin et al., 2010). C’est la raison pour laquelle, le dosage des phénols totaux des dix
plantes Sahariennes investiguées a été effectu¢ dans cette étude. Les teneurs en phénols totaux
dans les extraits hydrométhanoliques des plantes étudiées ont été déterminées par la méthode
au réactif de Folin-Ciocalteu. Selon les résultats mentionnés dans le tableau 2, les teneurs en
phénols totaux varient largement dans les extraits bruts (de 02,60 a 42,25 mg EAG/g MS).
Parmi les dix espéces étudices, les parties aériennes de C. violacea possédent la meilleur
teneur (42,25 £ 0,07 mg EAG/g MS). Les feuilles de P. laevigata et les parties aériennes de
A.radiata ont aussi des teneurs en composés phénoliques tres élevées par rapport aux teneurs
des autres plantes (30,24 + 0,22 et 20,88 + 0,08 mg EAG/g MS respectivement). La teneur la
plus faible a été enregistrée dans I’extrait brut de Z. macroptera (02,60 = 0,05 mg EAG/g

MS).

Peu de données bibliographiques concernant la teneur en composés phénoliques des plantes
choisies sont disponibles. Dans un travail précédent (Bouchouka et al., 2012), nous avons
trouvé dans la fraction d’acétate d’éthyle obtenue par extraction liquide-liquide des extraits

hydrométhanoliques, les teneurs en composés phénoliques suivantes: 61,91 ; 423,94 et
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459,28 mg EAG/g d’extrait qui correspondent respectivement aux plantes : F. vesceritensis
(fruits), Z. macroptera (fruits) et G. sahara (parties aériennes). Djeridane et ses collaborateurs
(2010) ont trouvé des teneurs en phénols totaux de la fraction d’acétate d’éthyle de 14,36 et
03,67 mg EAG/g de matiére séche pour 4. radiata et M. deserti respectivement. Ces résultats
sont nettement inférieurs a ceux que nous avons trouvé et ceci peut s’expliquer par le fait que
ces teneurs se rapportent a la fraction d’acétate d’éthyle obtenue par extraction liquide-liquide
de D’extrait brut et non a I’extrait brut hydrométhanolique lui méme. Dans une autre étude
portant sur les feuilles et les fleurs de A. radiata, les auteurs rapportent une teneur de 572,74 +
12,7 mg EAG/100 g de matiere seche délipidée, de I’extrait brut obtenu par macération dans
le MeOH 70% (Hamada et Ladjel, 2015). Cette valeur est inférieur a la notre ce qui est di
peut-étre au traitement de délipidation ce qui n’est pas le cas dans notre étude. L’extrait
méthanolique, sa fraction d’acétate d’éthyle et I’extrait aqueux des parties aériennes de A.
radiata récolté au sud de Maroc donnent respectivement les teneurs suivantes : 216,31 +
6,14 ;127,54 +£ 1,79 et 93,66 + 2,85 mg EAC/g d’extrait (Bammou et al., 2015). Ghedadba et
ses collaborateurs (2015) ont trouvé dans les feuilles de M. deserti une teneur de 184 + 0,78
mg EAG/100 g d’extrait alors que, pour la méme plante, Belyagoubi-Benhammou et ses
collaborateurs (2014) ont rapporté des teneurs de 235,18 £ 6,11 et 133,74 £ 27,35 mg EAG/g
d’extrait obtenu respectivement des feuilles et des tiges. Debouba et son équipe (2013) ont
rapporté une teneur de 217,82 + 14,38 mg EAG/g MS pour les pousses de L. guyonianum.
Cette teneur est trés largement supérieure a la notre. Le travail mené par Bouaziz et son
équipe sur 25 especes collectées au sud de la Tunisie, montre que 1’extrait d’hexane, d’acétate
d’éthyle et de méthanol obtenus par extraction au Soxhlet et I’extrait aqueux obtenu par
macération des parties aériennes de la plante P. chloranthus donnent respectivement des
teneurs en phénols totaux de ’ordre de 175 £ 57, 380 + 46 ; 314 + 38 et 372 + 45 mg EPy/100
g d’extrait (Bouaziz et al., 2009). Quant au Periploca laevigata, un seul travail a été réalisé
sur les feuilles de cette plante confirmant sa richesse en composés phénoliques, et dans lequel
les auteurs (Amri et al., 2015) ont avancé la teneur la plus élevée de I’ordre de 63,73 mg
EAG/g MS entre autres trente six especes récoltées au sud du Maroc, une teneur un peu plus
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que le double de celle que nous avons trouvé. En ce qui concerne les autres espéces (F.
vesceritensis, Z. macroptera, G. sahara et A. leucotrichus), la littérature ne révele aucun
travail concernant la teneur en phénols totaux des parties étudiées. La teneur en phénols
totaux de certaines plantes choisies pour ce travail était supérieure a celle rapportée pour
plusieurs d’autres plantes médicinales ou alimentaires (Koffi et al., 2010 ; Wijngaard et al.,
2009). Cela pourrait étre reli¢ aux conditions climatiques dures des endroits ou elles poussent
(température élevée, grande exposition au soleil, sécheresse et salinité¢) qui stimulent la

biosynthése des métabolites secondaires comme les polyphénols (Falleh et al., 2008).

3. Activité antioxydante des extraits bruts hydrométhanoliques

Il existe de nombreuses méthodes qui différent sur le plan de leurs principes d'analyse et les
conditions expérimentales et les antioxydants ont des contributions différentes au potentiel
antioxydant totale (Wojdylo et al., 2007). Pour cette raison 'utilisation de plusieurs tests
antioxydants complémentaires est utile afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits

(Ksouri et al., 2009).

Dans ce travail, nous avons utilis¢ quatre méthodes pour évaluer I’activité antioxydante in
vitro des plantes étudiées a savoir : DPPH, ABTS, FRAP et PR. Ces tests ont été¢ choisis

parmi les tests les plus cités dans la littérature.

Dans un souci de comparaison, nous avons fait le choix d’exprimer les résultats découlant des
différents tests de fagon homogeéne en milligramme d’équivalent de Trolox (antioxydant de
référence) par gramme de matiére séche ou tout simplement TEAC (Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity). La valeur TEAC la plus élevée correspondra a I’activité la plus forte.

Le tableau 5 résume les résultats obtenus de I’évaluation de I’activité antioxydante par les

différents tests des extraits bruts hydrométhanoliques des espéces étudiés.
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Tableau 5: Activité antioxydante des extraits bruts des plantes déterminée par les tests

ABTS, DPPH, FRAP et RP et exprimée en mg ET/g MS.

Plantes ABTS DPPH FRAP RP
(mg ET/g MS) (mg ET/g MS) (mg ET/g MS) (mg ET/g MS)

M. deserti 05,37+0,11 09,49 + 0,08 08,73 + 1,51 11,54 +£0,75
A. radiata 22,01 £ 1,27 25,20+0,13 28,68 +0,43 22,35 +£2,56
C. violacea 44,19 £ 0,29 33,13 +0,03 45,06 £4,10 37,24 + 3,65
F. vesceritensis 08,30+0,17 10,60 + 0,09 09,15 +0,19 10,31 £ 0,23
P. chloranthus 06,95 + 0,26 08,64 + 0,06 14,22 + 1,82 09,84 + 1,06
Z. macroptera 01,87 £0,05 02,31 +0,15 02,81 £ 0,06 03,28 +£0,22
G. saharae 04,57 £ 0,05 07,09 £ 0,15 14,03 + 1,82 01,52 +£0,36
L. guyonianum 08,27 £ 0,11 12,70 £ 0,10 09,77 £ 0,21 07,14 £0,78
P. laevigata 54,51 +£2.91 58,75+ 0,24 69,13 £2,96 67,24 + 3,51
A. leucotrichus 03,74 +0,14 04,67 + 0,14 09,04 + 0,09 04,33 £0,53

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures + Ecart type.

mg ET/g MS: Milligramme d’équivalents de Trolox par gramme de maticre seche.

Les résultats de cette étude préliminaire montrent que les tests utilisés pour I’évaluation de
’activité antioxydante sont en bonne corrélation. Cette observation concorde avec des travaux
précédents (Ragaee et al., 2006, Wijngaard et al., 2009). Remarquablement, on constate la
méme relation entre les valeurs issues des quatre tests. En effet, les extraits qui possédent les
meilleurs pouvoirs piégeurs vis-a-vis des radicaux libres (DPPH et ABTS), montrent
¢galement les meilleures capacités réductrices du Fe(Ill) (Figure 33). Cela témoigne
vraisemblablement de la présence dans nos extraits des molécules antioxydantes pouvant

intervenir par deux types de mécanisme réactionnel. Il est a signaler que les réactions mises
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en jeu peuvent différer d’un test a 'autre. Pour les tests FRAP et RP, il s’agit d’une réduction
du Fe(III), donc basé exclusivement sur un transfert d’électron. Concernant les tests DPPH et
ABTS, ces deux radicaux en fait peuvent étre neutralisés soit par réduction directe via des
transferts d'¢lectrons ou par balayage radicalaire via un transfert d’un atome d’hydrogene

(Ronald et al., 2005).

mABTS
=10+ mDPPH
=50 ] OFRAP
=40 ORP

Figure 33: Histogramme de la capacité antioxydante déterminée par les différents tests

La présente étude montre que toutes les plantes investiguées possedent des activités
antioxydantes qui varient considérablement d’une espéce a une autre. A noter qu’il y a trois
plantes présentant une capacité antioxydante largement supérieure a celle des autres plantes
comme le montre clairement la figure 33. L’activité antioxydante la plus élevée, tous tests
confondus, a été obtenue avec ’espéce P. laevigata suivie par ’espeéce C. violacea. La plante

A. radiata vient en troisieme position.

La majorité des travaux publiés portant sur les plantes choisies pour cette étude se limitent a

I’évaluation de la capacité antioxydante des huiles essentielles.

Trés peu de travaux sur I’activité antioxydante des extraits non volatils ont été rapportés dans
la littérature. Concernant les deux plantes qui ont révélé les meilleures activités antioxydantes
(P. laevigata et C. violacea), nous n’avons trouvé qu’un seul travail sur les feuilles de P.

laevigata (en provenance du sud du Maroc) et dans lequel les auteurs rapportent une activité
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exprimée en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH de 78,6 %, et un pouvoir
réducteur de ’ordre de 841,78 + 3,00 pmole TEAC /g MS sans donner de précision sur la
concentration de 1’extrait (Amri et al., 2015). L’espéce C. violacea, récoltée en Tunisie, a fait
aussi l’objet d’une seule étude portant sur la capacité antioxydante de I’extrait
hydrométhanolique avec le test DPPH dont la valeur d’ECsy est de 6,38 et 17,15 pg/ml
respectivement pour les fleurs et le bulbe souterrain. Cette méme étude a montré que les fleurs
possédent le plus fort pouvoir réducteur du fer mesuré par le test RP et c’est le bulbe
souterrain qui détient I’effet chélateur le plus puissant (Debouba et al., 2012). En revanche,
les feuilles de P. laevigata d’ Algérie n’ont fait I’objet d’aucune étude chimique ou biologique.
Pour I’espece C. violacea qui pousse en Algérie, la recherche bibliographique a révélé qu’il y
a un seul travail publié¢ récemment en 2016, qui s’intéresse a I’activité anti-inflammatoire de
quelques constituants chimiques isolés pour la premiere fois de la fraction d’acétate d’éthyle
de I’extrait hydrométhanolique des parties aériennes (Bougandoura et al., 2016). Pour les
parties aériennes de la plante P.chloranthus, le seul travail portant sur I’activité antioxydante
des extraits organiques issus de I’extraction au Soxhlet et ’extrait aqueux de la macération a
été réalisé en 2009 par Bouaziz et son équipe, dans lequel ils rapportent des valeurs d’ECso du
test DPPH de I'ordre de 2,22 + 0,38 ; 2,24 + 0,38 ; 2,01 + 0,34 et 4,59 + 0,78 mg/ml
respectivement pour [’extrait héxanique, méthanolique, acétate d’éthylique et aqueux

(Bouaziz et al., 2009).

4. Corrélation entre teneur en polyphénols totaux et activité antioxydante

En combinant les résultats de cette partie de notre étude (Tableaux 4 et 5), nous avons pu
mettre en évidence I’existence d’une relation étroite entre les teneurs en composés
phénoliques des extraits bruts et leurs capacités antioxydantes (Figure 34). Les coefficients de

corrélation sont rassemblés dans le tableau 6.
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Tableau 6: Corrélation entre teneur en polyphénols totaux et activité antioxydante des

extraits hydrométhanoliques des dix plantes étudiées.

ABTS DPPH FRAP RP TCP
ABTS 1
DPPH 0,941 1
FRAP 0,961 0,965 1
RP 0,937 0,975 0,951 1
TCP 0,818 0,6615 0,7527 0,6243 1

En effet, au vu des résultats rassemblés dans le tableau 6, une corrélation positive a été
observée du fait que les plantes les plus riches en composés phénoliques possedent 1’activité
antioxydante la plus élevée. Ces résultats sont en accord avec ce qui est annoncé dans la
littérature par plusieurs auteurs que le potentiel d’activité antioxydante d’un extrait dépend de
sa teneur en composés phénoliques (Amri et al., 2015 ; Guettaf et al., 2016 ; Kalia et al.,
2008 ; Katsube et al., 2004 ; Stagos et al., 2012). 11 est évident que la forte activité
antioxydante enregistrée dans certains de nos extraits est attribuée a leur richesse en composés
phénoliques. Cependant, il y a une exception a signaler. Il s’agit des deux plantes les plus
actives ; bien que I’espéce P. laevigata ne posséde pas la teneur en composés phénolique la
plus élevée, elle a montré sa supériorité en terme d’activité antioxydante par rapport a
I’espece C. violacea. Cela nous méne a conclure que, étant donné que la quantité des
composés phénoliques est un facteur important mais ce n’est pas toujours suffisant, il y a un
autre critére relatif aux composés phénoliques a prendre en considération dans I’ interprétation

de l’activité antioxydante, c’est le critére qualité. D’autre part, d’aprés la figure 35, nous
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constatons aussi une bonne corrélation positive entre les quatre techniques utilisées dans le
présent travail pour évaluer la capacité antioxydante. Cette observation a été faite par
plusieurs auteurs (Ragaee et al., 2006, Wijngaard et al., 2009). Cela indique
vraisemblablement que dans un extrait les molécules bioactives assurant le pouvoir piégeur
des radicaux libres (DPPH et ABTS), sont elles-mémes responsables du pouvoir réducteur du
fer. Certains auteurs rapportent que la capacité antioxydante des substances naturelles pourrait
avoir une corrélation réciproque avec leur capacité réductrice (Duh et Yen, 1997; Guettaf et
al., 2016; Yen et Duh, 1995) et que cette derniére peut, & son tour, servir d’indicateur

important de leur potentiel d’activité antioxydante (Liu et al., 2013).
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Figure 34: Corrélation entre teneur en phénols totaux et tests d’activité antioxydante
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Figure 35: Corrélation entre les différents tests d’activité antioxydante

5. Etude des deux especes P. laevigata et C. violacea

A la suite des résultats découlant de la premicre partie, les deux especes P. laevigata et C.

violacea, ayant démontré¢ les meilleurs activités antiradicalaire et réductrice, ont été

sélectionnées pour faire I’objet de la deuxieéme partie du présent travail qui consiste en la

quantification des composés phénoliques et en I’évaluation de D’activité antioxydante de

plusieurs extraits (ou fractions) obtenus par différentes méthodes d’extraction et en utilisant

plusieurs solvants de différentes polarités. Pour ce faire, deux méthodes d’extraction ont été

adoptées ; la macération hydroalcoolique suivie par une extraction liquide-liquide et
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I’extraction par Soxhlet. Elles sont choisies parmi les méthodes les plus fréquemment utilisées
dans la littérature. Le but était d’observer I’'impact du procédé d’extraction tant sur la quantité
des composés phénoliques présents dans les extraits que sur leur qualité en terme d’activité
antioxydante mesurée par le test DPPH et exprimée en valeur d’ECsg. Le choix particulier de
tester la capacité antioxydante par le test DPPH réside dans la simplicité de mise en ceuvre de

la méthode et sa bonne reproductibilité.

5.1. Teneur en composés phénoliques
Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des différents extraits des deux plantes

issus des deux méthodes d’extraction sont présentées dans le tableau ci-apres :

Tableau 7: Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides de P. laevigata et C. violacea.

Teneur en phénols totaux Teneur en flavonoides
mg EAG/g*® mg EC/g"
Méthodes Extraits
P. laevigata C. violacea P. laevigata C. violacea

CHCl;  40,37+0,68 68,02 + 0,82 37,96 £ 6,27  28,83+4,16

Macération
AcEOt 312,42+23,45 364,31 +£7,60 231,38+12,86 100,92+ 5,82
BuOH 165,40+ 18,07 259,52 +8,74 136,17+5,58 140,27+ 3,82
CHCL; 73,60+ 0,27 75,78 + 4,63 46,99 + 5,32 46,86 + 3,12
AcEOt 228,36 £5,96 397,73+31,63 221,43 £11,74 126,16 + 5,09
Soxhlet

MeOH 331,25+225 398,93+9,02 153,65+12,89 188,02+ 6,64

Résultat représentant la moyenne de trois essais + Ecart type.
a : milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec.

b : milligramme équivalent de catéchine par gramme d’extrait sec.
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D’apres les résultats du tableau 7, une observation globale peut étre retenue ; les extraits issus
de I’extraction au Soxhlet présentent une teneur en phénols totaux et en flavonoides supérieur
a celle des extraits obtenus par macération. Cette observation est en accord avec de nombreux
résultats rapportés dans la littérature (Kalia et a/., 2008; Murugan et Parimelazhagan, 2014).
Les teneurs en phénols totaux des deux especes sont dans 1’ordre décroissant suivant: AcEOt
= BuOH > CHCI; pour la macération et MeOH => AcEOt = CHCl; pour le Soxhlet. Ces
deux techniques basées sur une extraction séquentielle utilisant des solvants de différentes
polarités ont été utilisées par plusieurs auteurs (Kalia et al., 2008 ; Peschel et al., 2006;
Senevirathne et al., 2006). L’extraction séquentielle est un mode qui permet d’effectuer une
pré-séparation des extractibles en fonction de leur affinité avec le solvant. Ainsi en utilisant
des solvants organiques de polarité croissante, la méme matiere végétale (la phase aqueuse
dans la macération et la plante en poudre dans le Soxhlet) est extraite successivement
permettant d’obtenir plusieurs fractions de composés de différentes structures et propriétés. Il
est possible que parmi ces fractions, certaines soient effectivement bioactives alors que
d’autres ne le seront pas ou seront constituées de composés peu actifs. Au fait, dans cette
partie d’étude nous nous intéressons beaucoup plus a la qualité des extraits en terme d’activité
biologique en I’occurrence I’activité antioxydante. Cependant, la quantification des
métabolites secondaires impliqués dans une activité biologique est utile dans la mesure de
servir d’appui pour expliquer les résultats de cette activité. En générale, ces résultats montrent
que I’espece C. violacea est plus riche en phénols totaux que I’espéce P. laevigata et viennent
donc confirmer les résultats déja obtenus. En revanche, d’aprés ce tableau, il est claire que les
extraits des feuilles de P. laevigata sont globalement plus riches en flavonoides que les
extraits de la partie aérienne de C. violacea ce qui expliquerais le fait que I’extrait brut
hydrométhanolique de P. laevigata possede la meilleure activité antioxydante évaluée par les
quatre tests dans la premicre partie de ce travail. Il est reconnu que les flavonoides constituent
la classe la plus importante des polyphénols qui a montré un trés haut potentiel d’activités

biologiques telle que [Dactivit¢é antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne,
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anticancéreuse et antiallergique (Anyasor et al., 2010; Chao et al. 2002; Igbinosa et al., 2009;
Thitilertdecha et al., 2008).

La recherche bibliographique révele qu’il y a un seul travail sur les feuilles de 1’espece P.
laevigata récemment publié par Amri et ces collaborateurs (Amri et al., 2015). Les résultats
de ces auteurs montrent que I’extrait brut hydrométhanolique des feuilles de P. laevigata
présente la teneure en composés phénoliques la plus ¢élevée parmi les 36 plantes aromatiques
et médicinales investiguées du sud-ouest du Maroc. Cela confirme les résultats que nous
avons obtenus dans la présente étude.

5.2. Evaluation de ’activité antioxydante par le test DPPH

Le profil d’activité anti-radicalaire de chaque extrait testé vis-a-vis du radical DPPH" est
présent¢ dans la figure 36. Ces courbes révélent que le pouvoir anti-radicalaire est
proportionnel & la concentration des extraits. A partir de ces données, la concentration efficace
ECsp a été déterminée. Les résultats obtenus sont conciliés dans le tableau 8. On rappelle que
la ECsp représente la quantité de réactifs nécessaire a I’inhibition de la moiti¢ de la quantité

initiale de radicaux libres présents.
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Tableau 8: Capacité antioxydante des extraits mesurée par le test DPPH.

Méthodes Extraits & DPPH ECs) (mg/l)’
Standards
P. laevigata C. violacea
CHCl; 262,89 + 0,77 144,02 + 0,58
AcEOt 4225 + 0,94 24,26 + 0,94
Macération
BuOH 8,84 =+ 0,54 24,09 + 0,54
CHCl; 557,24 £ 1,30 445,53 + 3,05
AcEOt 229,72 + 0,34 137,79 + 1,52
Soxhlet
MeOH 93,34 + 0,03 95,23 + 0,42
BHA 16,83 + 0,06
Trolox 16,30 = 0,03
VC 14,23 + 0,01
VE 14,66 + 0,01

* résultat représentant la moyenne de trois essais + Ecart type.

D’apres ce tableau, les activités antioxydantes varient considérablement entre les différents
extraits. En comparant les valeurs d’ECs, on constate que, pour la méme espece, les extraits
issus de la macération possedent une activité antioxydante largement supérieure a celle des
extraits obtenus par Soxhlet. Ces résultats corroborent ceux de Khan et son équipe (2012).

Contrairement, Kalia et ces collaborateurs (2008) ont montré que les extraits de Potentilla
atrosanguinea obtenus par Soxhlet possédent les valeurs TEAC les plus élevées par
comparaison avec celles obtenues par trois autres méthodes dont la macération. Au fait, les
observations des chercheurs sur I'impact des méthodes d’extraction sur 1’activité antioxydante
des especes végétales sont divergentes. Cette divergence pourrait s’expliquer par le fait que

I’activité antioxydante d’un extrait dépend essentiellement de la nature des composés qu’il
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contient et de leur vulnérabilité au traitement qu’ils subissent lors d’un procédé d’extraction.
Cela nous méne a supposer que les molécules bioactives responsables de [D’activité
antioxydante des extraits obtenus de ces deux especes étudiées dans le présent travail sont
thermolabiles. Des résultats obtenus, nous constatons aussi que, pour les deux procédés
d’extraction, la capacité antioxydante des extraits des deux plantes est proportionnelle a la
polarité des solvants utilisés. Les extraits des solvants polaires, n-butanol pour la macération
et méthanol pour le Soxhlet ont donné les meilleurs résultats suivis par les extraits du solvant
moyennement polaire, qui est I'acétate d’éthyle. Le solvant faiblement polaire, le
chloroforme, donne dans les deux méthodes un extrait dont le pouvoir antiradicalair est le plus
faible. Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Hossain et ces collaborateurs (2013)
qui ont montré que le pouvoir piégeur, mesuré par le test DPPH, des extraits issus du
fractionnement de 1’extrait méthanolique de Thymus vulgaris est dans I’ordre: BuOH =
AcEOt = CHCIl; = Hexane. De méme, Kang et son équipe (2003) ont suggéré que les
extraits des végétaux qui contiennent des molécules polaires montrent une activité
antiradicalaire ¢élevée. Il importe de noter que la grande différence entre les valeurs d’ECsg
enregistrées dans les deux techniques d’extraction pourrait, au moins en partie, étre di a
I’utilisation du solvant mixte méthanol-eau dans la macération qui s’avere trés avantageux car
la présence d’eau augmente la polarité du solvant qui a pour effet d’extraire des molécules
polaires, d’habitude non extractibles par des solvants organiques purs comme dans le cas de
I’extraction au Soxhlet, tels que les polyphénols glucosylés ou hautement hydroxylés. On
trouve dans la littérature des travaux qui confirment nos suggestions et qui rapportent que la
présence d’eau dans les solvants mixtes augmenterait la perméabilité des tissus végétaux et
favoriserait le phénomeéne de diffusion de masse dans 1’étape d’extraction (Arimboor et
Arumughan, 2011; Moure et al., 2000; Trabelsi et al., 2010).

Par ailleurs, a la différence de la macération qui se déroule a température ambiante,
I’extraction au Soxhlet se fait a la température d’¢bullition du solvant, ce qui entrainerait la

dégradation thermique des composés thermosensibles (Popovici et al. 2009).
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La capacité antioxydante la plus ¢levée qui correspond a la valeur d’ECs la plus faible a été
enregistrée avec I’extrait butanolique BuOH obtenu par fractionnement (extraction liquide-
liquide) de la phase aqueuse issue de la macération hydrométhanolique des feuilles de P.

laevigata avec un ECs de ’ordre de 8,84 mg/l. 11 est a noter que cette valeur est presque deux
fois meilleure que celles des quatre standards utilisés dans cette étude comme antioxydants de
référence a savoir BHA, Trolox, VC et VE dont les valeurs d’ECs, sont respectivement 16.83,
16.30, 14.23 et 14.66 mg/1 (Figure 37). Un tel résultat trés prometteur nous meéne a conclure
que cet extrait pourrait contenir le principe actif responsable de cette trés haute activité
antioxydante et par conséquent, cette fraction butanolique pourrait faire 1’objet d’une étude
chromatographique en vue de I’isolement des composés bioactifs. Le fractionnement de la
phase aqueuse dans ’extraction a froid s’avere donc efficace pour concentrer I’activité
antioxydante dans certaines fractions simplifiées, ce qui sera un atout en vue de

I’identification des molécules responsables de cette activité.

Bien que I’extrait BuOH des feuilles de P. laevigata contienne presque la moiti¢ de la
quantité des phénols que I’extrait AcEOt de la macération ou encore I’extrait MeOH du
Soxhlet, son pouvoir antiradicalair est bien meilleur. Ce comportement peut étre expliqué par
la nature des phénols présents dans cette fraction. Ce méme comportement a été aussi observé
avec les extraits de I’espece C. violacea. Au fait, la nature des composés phénoliques est aussi
un facteur qui influe sur I’activité antioxydante. Brand-Williams et ses collaborateurs (1995)
ont relié ’activité d’un antioxydant potentiel avec ses caractéristiques structurales. Goupy et
ses collaborateurs (2003) ont suggéré que I’habilité¢ des différents polyphénols de transférer
des atomes d’hydrogeéne labiles au radical libre DPPH soit fortement li¢ a leurs
caractéristiques structurales. Il est a rappeler que dans la premicre partie, une corrélation
positive a été établie entre les teneurs en composés phénoliques des extraits et leurs capacités
antioxydantes a une exception faite avec I’extrait brut de P. laevigata dont la teneur en
composés phénoliques était inférieur a celle de I’extrait brut de C.violacea, mais sa capacité

antioxydante était bien meilleure. Ceci renforce 1’idée que la qualité des molécules au sein de
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I’extrait est parfois un facteur déterminant. Ainsi, I’activité antioxydante et la quantité des
phénols d’un extrait sont des parametres qui dépendent fortement du procédé d’extraction, de

la nature du solvant et de sa polarité.

Notre étude a mis en évidence 1’impact du procédé d’extraction sur la qualité des extraits
obtenus plus particulierement en terme d’activité antioxydante et a montré 1’importance du
choix de la méthode d’extraction qui s’aveére une étape cruciale dans une étude de valorisation

des plantes médicinales visant a en obtenir des principes actifs.

A la lumiére des résultats obtenus concernant les teneurs en composés phénoliques et les
pouvoirs antioxydants, on peut conclure que I’extraction au Soxhlet est la meilleure méthode
en terme de quantité, pour extraire plus de composés phénoliques, et la macération est la

méthode la mieux appropriée pour avoir des extraits de qualité dotés de pouvoir antioxydant.
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Figure 36: Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration des différents extraits

de I’espéce : (A) C. violacea ; (B) P. laevigata
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Figure 37: Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration des standards: (A)

VC ; (B) VE ; (C) Trolox ; (D) BHA

5. 3. Evaluation de I’activité antibactérienne

5. 3. 1. Activité antibactérienne des extraits bruts par la méthode des disques

Les résultats de I’activité antibactérienne in vitro des extraits bruts hydrométhanoliques des

dix plantes étudiées sont confiés dans le tableau 7.
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Tableau 9: Diametre de la zone d’inhibition des extraits hydrométhanoliques des dix plantes en fonction de concentration (100 et 200 mg/ml).

Zone d’inhibition (mm + ET)’

Plants & Antibiotic S. aureus 25923 MRSA 43300 P. aeruginosa 27853 E. coli 25922
200 mg/ml 100 mg/ml 200 mg/ml 100 mg/ml 200 mg/ml 100 mg/ml 200 mg/ml

M. deserti - - - - - - -

A. radiata 12,94+0,35 08,40+0,23 14,85+0,5 11,8 £0,35 - - -

C. violacea 17,03+0,32 13,96+0,5 15,54+0,48 14,42+0,35 - - -

F. vesceritensis 09,95+0,05 - - - - - -

P. chloranthus 09,7 £0,5 - - - - - -

Z. macroptera 08,44+0,38 - - - - - -

G. saharae 10,79+0,52 - - - - - -

L. guyonianum 10,7 £0,43 - - - - - -

P. laevigata 14,09+0,52 12,09+0,33 16,29+0,17 11,53+0,17 08,52+0,04 - -

A. leucotrichus - - - - - - -
Enrofloxacine 30 ND 18 33

-: Aucune inhibition.

ND: Non déterminé.

* .
Les valeurs sont la moyenne de trois mesures + Ecart type.
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Au vu des résultats, la croissance de la souche S. aureus a été inhibée par la plupart des
extraits bruts a la concentration de 200 mg/ml (2 mg/disque) a I’exception des parties
aériennes de M. deserti et les fruits de A. leucotrichus qui se sont avérés inactifs sur

I’ensemble des souches testées.

Les extraits hydrométhanoliques obtenus des parties aériennes de C. violacea, des feuilles de
P. laevigata et des parties aériennes de A. radiata présentent ’activité antibactérienne la plus
¢levée vis-a-vis de la souche S. aureus a la concentration en extrait de 200 mg/ml avec des
diamétres d’inhibition de 17,03 ; 14,09 et 12,94 mm respectivement, ce qui est en bonne
corrélation positive avec leurs teneurs en phénols totaux. De plus, nos résultats viennent
consolider ceux rapportés dans la littérature que les terpénoides et les composés phénoliques
montrent la plus grande activité antibactérienne et que la souche S. aureus est plus
particuliérement sensible aux composés phénoliques (Cowman, 1999). D’autre part, les
extraits de ces mémes trois especes étaient les seuls a pouvoir inhiber la croissance de MRSA
avec des diamétres de zone d’inhibition de 16,29 ; 15,54 et 14,85 mm a la concentration en
extrait de 200 mg/ml et 11,53 ; 14,42 et 11,8 mm a la concentration de 100 mg/ml
respectivement pour P. laevigata, C. violacea et A. radiata. Par ailleurs, il est a noter qu’a la
concentration de 100 mg/ml (1 mg/disque) le pouvoir inhibiteur des extraits actifs a
sensiblement diminué, ce qui signifie que I’activité antibactérienne des plantes étudiées est
proportionnelle a la concentration en substances bioactives présentes dans les extraits. Il est
clair que ’activité antibactérienne de nos extraits reste inférieure a celle de 1’antibiotique de
référence: ’enrofloxacine. Cependant, ces extraits exercent une activité antibactérienne dans
la mesure ou ils ne sont pas des produits purs mais des extraits bruts (Sanogo et al., 2006;

Werner et al., 1998).

Aucune inhibition des bactéries a Gram (-), P. aeruginosa et E. coli, n’a été enregistrée avec
touts les extraits bruts a I’exception de I’extrait des feuilles de P. laevigata qui a montré une
légere activité antibactérienne a la concentration de 200 mg/ml vis-a-vis de la souche

P.aeruginosa avec un diametre de zone d’inhibition de 8,52 mm. Nous constatons que,
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indépendamment de la source de I’extrait et de sa concentration, les bactéries a Gram (-)
révelent une forte résistance. Cette résistance n’est pas surprenante car elle est en relation

avec la nature de leurs membranes externes (imperméables a la plupart des agents biocides)

(Bouzid et al., 2011., Faucher et Avril, 2002).

Beddou et ses collaborateurs (2014) ont trouvé le méme diamétre d’inhibition avec I’extrait
méthanolique des feuilles de 4. radiata a la concentration de 1 mg/disque vis-a-vis de la
souche S. aureus. D’autre part, ces auteurs ont constaté ’absence de tout effet des différents
extraits et de leurs fractions de A. radiata sur les bactéries a Gram (-). Une autre étude faite
par Hamada et Ladjel (2015) a donné la méme observation, ce qui confirme nos résultats. Des

résultats quasi similaires ont été trouvés avec A. radiata du Maroc (Bammou ef al., 2015).

Il a été rapporté par Bouaziz et son équipe (2009) que I’extrait de I’hexane et I’extrait aqueux
obtenus des parties aériennes de la plante P. chloranthus ont révélés une activité inhibitrice
sur les souches P. aeruginusa et E. coli avec des diametres des zones d’inhibition de 14 et 12

mm respectivement.

Pour les autres especes et d’aprés la recherche bibliographique, il n’y a aucun travail portant
sur Pactivité antibactérienne des extraits organiques des parties choisies dans la présente

étude.
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. viclacea T, sahard

A

F. laavigata A radiata C. viclacea

Figure 38: Quelques exemples de I’effet antibactérien des extraits hydrométhanoliques

sur : (A) S. aureus; (B) MRSA

5. 3. 2. Détermination de la CMI et la CMB

Aprés la mise en évidence de I’activité antibactérienne de nos extraits bruts par la méthode
des disques, nous avons essay¢ de déterminer les concentrations minimales inhibitrices CMI
relatives aux extraits les plus actifs sur les bactéries & Gram (+). Par la suite, aprés avoir
révélé les CMI, nous avons procédé a la détermination des concentrations minimales
bactéricides CMB. Les résultats donnant les valeurs de CMI et CMB en mg/ml de chaque

extrait, sont consignés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 10: Valeurs des concentrations minimales inhibitrices et concentrations minimales

bactéricides pour les souches S. Aureus et MRSA.

S. Aureus ATCC23 MRSA ATCC300
Plantes CMI (mg/ml) CMB (mg/ml) CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)
A. radiata 3 16,6 3 16,66
C. violacea 3 5,55 2 16,66
P. laevigata 5,55 5,55 ND ND

ND: Non déterminé.

La plante A. radiata a montré les mémes valeurs CMI et CMB pour les deux souches testées
de 3 et 16,6 mg/ml respectivement. Pour ’espéce C. violacea, nous avons remarqué la valeur
CMI la plus faible qui est égale a 2 mg/ml enregistrée avec la souche MRSA. Un tel résultat
nous donne a penser que cette plante pourrait constituer une source potentielle de substances a
activité antibactérienne importante. Elle a, par ailleurs, la méme CMI et CMB que ’espece
A.radiata vis-a-vis de S. Aureus et MRSA respectivement. La CMI et la CMB de I’extrait des
feuilles de P. laevigata vis-a-vis de la souche S. Aureus, ont la méme valeur de I’ordre de 5,55

mg/ml.

5.3. 3. Activité antibactérienne des fractions de I’espéce C. violacea

Parmi les trois especes qui se sont révélé plus actives que les autres plantes sur les souches S.
aureus et MRSA (Tableau 9) et dont la CMI et la CMB ont été déterminées (Tableau 10),
nous avons choisi d’évaluer D’activité antibactérienne par la méthode des disques des
différents extraits de la plante C. violacea qui a donné les meilleurs résultats de CMI et CMB.

Ces extraits sont issus du fractionnement de I’extrait hydrométhnolique par des solvants
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organiques de différentes polarités. Les résultats de I’activité antibactérienne des différentes

fractions sont rassemblés dans le tableau ci-aprés.

Tableau 11 : Activité antibactérienne in vifro déterminée comme diamétre de la zone

d’inhibition des fractions de la plante C. violacea a la concentration de 200 mg/ml.

Zone d’inhibition (mm £ ET)

Plante Extraits S. aureus MRSA 43300 P. aeruginosa E. coli 25922
25923 27853
(Fractions)
HX - - - -
DCM 9,16+ 0,16 - - -
C. violacea AcOEt 31,085+ 2,46 24,69 + 0,49 - -
Aq 22,72 £0,5 15,49 + 0,45 - -

" Les valeurs sont la moyenne de trois mesures + Ecart type.

Au vu des résultats du tableau 11, il est clair que la fraction AcOEt est la plus active parmi

toutes les autres fractions. Cette fraction a enregistré les plus grandes zones d’inhibition

contre les souches S. aureus et MRSA de I’ordre de 31,085 + 2,46 mm et 24,69 + 0,49 mm

respectivement. Cette activité d’inhibition est légérement supérieure a celle de I’antibiotique

de référence I’enrofloxacine dont le diameétre d’inhibition enregistré avec S.aureus est de

I’ordre de 30 mm. Ce résultat nous a permis de conclure que la fraction AcOEt pourrait

constituer une source potentielle de nouveaux antibiotiques. La fraction aqueuse a montré elle

aussi une activité inhibitrice intéressante vis-a-vis de la souche S. aureus avec un diamétre de

22,72 + 0,5 mm. Cela confirme les résultats du tableau 9, ou les bactéries a Gram (-) P.

aeruginosa et E. coli révelent une forte résistance vis-a-vis de toutes les fractions de la plante

C. violacea.
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Figure 39: Quelques exemples de I’effet des différentes fractions obtenues des parties

aériennes de I’espéce C. violacea sur (A) S. aureus et (B) MRSA.

Les fractions : 1. Aq ;2. HX ; 3. DCM. 4. AcOEt
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Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal la valorisation de dix plantes
spontanées du Sahara septentrional largement utilisées dans la médecine traditionnelle. Elles
étaient choisies parmi les especes les moins étudiées tout en prenant en considération leur
caractére endémique. Donc, ce travail se veut une contribution a une meilleure connaissance
de ces especes végétales.

D’abord, un screening phytochimique, en tant qu’analyse qualitative, a mis en évidence la
richesse de certaines espéces en métabolites secondaires comme dans le cas de P. laevigata,
G. saharae, C. violacea et A. radiata.

Nous avons déterminé quantitativement, dans un premier temps, la teneur en phénols totaux
dans les extraits hydrométhanoliques obtenus par simple macération. La plante C. violacea
possede la teneur la plus élevée de I’ordre de 42,25 + 0,07 mg EAG /g MS.

Ensuite, nous nous sommes intéressées a 1’évaluation de I’activité antioxydante et
antibactérienne. Pour ce faire, quatre tests complémentaires, avec le Trolox pris comme
antioxydant de référence, ont été adoptés pour mesurer le pouvoir antiradicalair et réducteur
des extraits bruts hydrométhanoliques. Un tel criblage biologique nous a permis de
sélectionner deux espéces ayant montré les meilleures activités antioxydantes a savoir P.
laevigata et C. violacea. Ces deux plantes sont soumises, dans une deuxi¢me étape, a une
extraction séquentielle par deux méthodes différentes : macération et Soxhlet. Deux buts ont
été envisagés dans cette étape : observer I’impact du procédé d’extraction tant sur la quantité
des composés phénoliques présents dans les extraits que sur leur qualité en terme d’activité
antioxydante, et concentrer les substances bioactives dans une fraction simple pour guider
I’isolement d’éventuels principes actifs. Cette étude a révélé I'importance du choix de la
méthode d’extraction. En effet, la macération était, dans le présent travail, la meilleure

méthode d’extraction pour avoir des extraits de qualité en terme d’activité antioxydante.
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Par ailleurs, le fractionnement s’est avéré tres utile, si bien que nous avons obtenu une
fraction n-butanolique de la plante P. laevigata deux fois plus active que les quatre standards
utilisés comme antioxydants de référence avec un ECsy de I’ordre de 8,84 + 0,54 mg/l. Ce
résultat prometteur et trés encourageant nous offre une grande possibilité d’obtenir des
molécules dotées d’activité antioxydante tres élevée.

D’autre part, I’activité antibactérienne des extraits bruts est évaluée par la méthode des
disques contre les quatre souches bactériennes suivantes: Staphylococcus aureus, MRSA,
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. Par la suite, les CMI et CMB ont été
déterminées, par la méthode de dilution, uniquement pour les extraits bruts les plus actifs des
trois plantes ayant montré un effet inhibiteur notable vis-a-vis des souches sensibles a savoir
P. laevigata, C. violacea et A. radiata. L’extrait brut de I’espéce C. violacea a donné la valeur
CMI la plus faible vis-a-vis de la souche MRSA qui est de I’ordre de 2 mg/ml. Cet extrait brut
a subi par la suite un fractionnement par extraction liquide-liquide. La fraction AcOEt de cette
espeéce a enregistré la plus forte inhibition vis-a-vis de la souche S. aureus avec un diametre
d’inhibition de 31 mm supérieure a celui de I’antibiotique standard I’Enrofloxacine.

Les résultats obtenus sont trés encourageants et prometteurs tant sur le plan d’activité
antiradicalair que sur le plan d’activité antibactérienne, notamment pour les extraits des deux
plantes suivantes : P. laevigata et C. violacea.

Nous pouvons envisager, pour les extraits et les fractions sélectionnés, 1’évaluation in vivo de
ses deux activités et méme d’autres activités biologiques.

Des travaux complémentaires sont alors nécessaires pour isoler et identifier les substances

bioactives responsables des activités testées.
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