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Résumés

Résumé

LAtriplex halimus L ecst une plante médicinale appartenant a la famille des
chénopodiacées, cette espece connue sous le nom de « G'taff ». Ce travail porte sur I’étude
phytochimique de Uespeéce Afriplex halimus L. ainsi que Dévaluation de Dactivité

antibactérienne et ’activité antioxydante.

L’extraction méthanolique des parties aériennes de cette plante par macération permet a

I’obtention d’un rendement égal a 6%.

Les tests phytochimiques basant sur lutilisation des techniques physicochimiques et
spectroscopiques, montrent la présence des tanins, des flavonoides, des coumarines, des

quinones libres, des terpenoides, des saponines et des composés réducteurs.

Les résultats du dosage des polyphénols et des flavonoides montrent que lextrait
méthanolique a une teneur en phénols totaux égale al6, 86 ug EAG/ mg, 3,61 ug EAG/mg
et 1 ug EAG/mg et une teneur en Flavonoides égale a29, 8 ug EQ/mg, 22,9 ug EQ/mg, et

8,81 ug EQ/mg pour les dilutions 100%, 70% et 20 % respectivement.

Une investigation de P’activité antibactérienne, par la méthode de diffusion par disques,
contre trois souches bactériennes, montre que L’extrait méthanolique n’a, cependant,

produit aucun effet antibactérien face toute les souches testées.

L’¢évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis le DPPH confirme que

notre extrait est plus actif, avec un ICsy de 'ordre de 0,40 mg/ml.

On peut dire que la partie aérienne de/l/’Afriplex halimus L. est caractérisée par une

activité antioxydante, vu de leur richesse en composés phénolique

Mots clés . Afriplex halimus L. flavonoides, polyphénols totaux, activité¢ antibactérienne,

activité antioxydante, DPPH.



Résumés

Abstract

Afriplex halimus L. is a medicinal plant belonging to the goose foot family, species
known as quot , “ G'taff “. This work focuses on the phytochemical study of the species
Afriplex halimus L. as well as the evaluation of antibacterial activity and antioxidant
activity. The methanolic extraction of the aerial parts of this plant by maceration allows to

obtain a yield equalto 6%.

Phytochemical tests based on physicochemical and spectroscopic technics, indicate the
presence of: tannins, flavonoids, coumarins, freequinones, terpenoids, saponines, and

reducing compounds.

The results of the polyphenol and flavonoid assays show that the methanolic extract has a
total phenol contents equal tole, 86 ug EAG/ mg, 3,61 ug EAG/mg and 1 pg EAG/mg,
while the flavonoid contents are 29,8 ug EQ/mg, 22,9 ug EQ/mg, and 8,81 ug EQ/mg for

100%, 70% and 20% dilutions respectively.

The investigation of the antibacterial activity, by disc diffusion method, against Three
bacterial strains, showed that the methanolic extract has, however, no effect on all the

strains tested.

The quantitative evaluation of the scavenging capacity of the extracts with respect to

DPPH confirms that the extractis active with ICs5y in the order of 0,40 mg/ml.

We can say that the aerial part of Afriplex halimus L. is characterized by an antioxidant

activity, given from the richness in phenolic compounds.

Key-words: Afriplex halimus L. flavonoids, total polyphenols, antibacterial activity,

antioxidant activity, DPPH.
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I ntroduction

Introduction

De¢s son existence, Phomme a utilisé les plantes a d’autres fins que de la nourriture. Que la
plante soit comestible ou toxique, qu'elle serve a tuer le gibier et l'ennemi ou a soigner,
I'nomme a découvert par une suite d'échecs et de réussites, l'utilisation des plantes pour son
mieux-¢tre (Girre, 1997). Pendant longtemps, les plantes médicinales ont été une source
inépuisable et bénéfique de médicaments pour guérir un grand nombre de pathologies,
souvent mortelles, sans savoir a quoi ¢taient dues leurs actions, Elles sont d’abord d’un cott
inférieur aux médicaments de synthese, puis elles arrivent a un moment ou le public est
désillusionné devant la médecine moderne. Laquelle en effet n’a pu trouver remede a tous
les maux, en plus de se buter a une résistance accrue des pathogenes et a une panoplie
d’effets secondaires liés a 'usage des médicaments traditionnels. Donc, la valeur médicinale
des plantes est de plus en plus démontrée scientifiquement, ce qui constitue un argument de
taille pour leur utilisation en médecine. Ainsi, l'industrie des plantes médicinales est
devenue, en peu de temps, le secteur de I'industrie pharmaceutique connaissant la plus forte

croissance annuelle avec 15 a 20 % (Cheriti, 2006).

Comme les plantes médicinales sont des produits du monde biologique, leurs propriétés et
leurs caractéristiques peuvent étre étudices a l'aide des compétences et des connaissances
accumulées dans les sciences naturelles, en particulier la botanique, la chimie et la
biochimie (Andrew, 2004), En fait, leurs proprictés thérapeutiques sont dues a la présence
de centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés. les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans

des cellules spécialisées de 1a plante (Tabuti ef al, 2003).

Parmi les plantes médicinales bénéficiant de bonnes renommeées thérapeutiques qui devront
étre mises a D'épreuve d’investigations séricuses de décryptages phytochimiques et
biologiques, I'Atriplex halimuslL. qu’est ’espece la plus répandue, de sa zone de diffusion

s’entent des zones arides aux zones humides.
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Les Atriplex, sont des plantes halophytes dotées d’une série de caracteres écologiques et
physiologiques permettant la croissance et la reproduction dans un environnement salin
(Haddioui ef al, 2006), appartiennent a la famille des Chénopodiacées(Amarantacées), elle-
méme, fait partie de la classe des dicotylédones. Elle se caractérise par sa grande diversité
(Kinet ef al, 1998). Selon l'index plant arum de Kew, le genre Atriplex renferme 417

especes dans le monde (Houérou, 1992).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche, dont le but principal est de faire
une investigation phytochimique, et ¢tude des activités biologiques (antioxydante et

antibactérienne) sur l'extrait méthanolique d’ Afriplex halimusL.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressé¢ a entreprendre ce travail qui est subdivisé en
deux parties essentielles; initié par une synthese bibliographique ou nous apportons dans le
premier chapitre expose la plante médicinale choisie «Afriplex halimus L.
Le deuxieme chapitre montre les métabolites secondaires et leur intérét et le dernier chapitre
montre leurs activités biologiques (activit¢ antioxydante et antibactérienne).
La partie pratique est subdivisée en deux chapitres, le premier comporte les méthodes et les

techniques utilisées pour la réalisation de ce travail, a savoir :
- La préparation de Pextrait méthanolique de la plante Afriplex halimus L.

- La détermination des teneurs en composés phénoliques (Polyphénols totaux, Flavonoides).
L’évaluation de pouvoir antioxydant, et de pouvoir antibactérien de l'extrait de la plante.
Dans le deuxieme chapitre, nous avons rapport¢ les résultats obtenus entre les rendements,

les teneurs des composés phénoliques et 'étude des activités biologiques.
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Chapitre I La plante médicinale Atriplex halimus L.

I.  Généralités
L.1. Les halophytes

I’Algérie est 'une des pays le plus marqué par la sécheresse due a de faible et irréguliere
précipitation et par une pédogénese halomorphe, cette halomorphie est toute indicatrice des
sols de zones arides et semi arides (Halitim, 1985).

Les halophytes ont développé de nombreuses adaptation anatomique et physiologique, I'effet
de la salinité est 'un des facteurs qui a été le plus ¢tudié en raison de son importance, non
seulement dans les milieux influencés parles marées mais ¢galement dans les régions arides
et les terres cultivables (Boubakri, 2007).

Les halophytes constituent un facteur de protection de 'environnement, contre 1’érosion, et
permettent la conservation des eaux, la réhabilitions et la réadaptation des terres dégradés
(Franclet et le Houérou, 1971), sa structure est adopté dans le sens d’une économie d’eau
permettant a ces plantes de vivre dans des conditions d’alimentation hydrique difficile.

Les halophytes couvrent les sols salins, y compris les régions cotieres, les marais et les
sebkhas (bassin occupant le fond d'une dépression a forte salinit€). La contrainte saline
induit des changements au niveau du statut hydrique de la plante, réduit le contenu relatif
en eau des feuilles, diminue la transpiration et I'absorption hydrique par les racines, d’ou
une convergence des mécanismes d’adaptation avec ceux des xérophytes. On retrouve donc
des réponses au stress salin par la réduction des surfaces foliaires permettant la diminution
des pertes d’eau, mais aussi des mécanismes de stockage de l'eau grace a la succulence
caulinaire et foliaire (parenchyme aquifere). Il existe aussi d’autres types de mécanisme,
notamment par des glandes excrétrices de sel au niveau des feuilles (Tamaris, Tamaricacées)
ou encore par un développement important du parenchyme palissadique (Atriplex,

Chénopodiacees ; Criste-marine, Apiacées) (Vartanian ef al, 1984).
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L.1.1. Les chénopodiacées

Les chénopodiacées sont des plantes annuelles ou vivaces, rarement buissonnante, et

souvent halophyte, caractérisées par un cycle végétatif lent avec une période de croissance

qui s’entend de Mars a Juin (Yaakoub, 2006).

Du point de vue morphologique, les chénopodiacées sont caractérisées par des racines

profondes et pénétrantes, destinées a absorber la plus grande quantité d’eau possible et des

feuilles alternées, petites et farineuses ou recouvertes de poils, lobées, parfois épineuses,

formées de maniere a réduire les pertes en eau dues a la transpiration

(Zagharia et Abbou arbia, 2018).

A cette famille appartiennent environ cent genres qui peuvent étre divisés, suivant la forme

de Pembryon, en deux tribus :

* Spirolobae, qui présente un embryon enroulé en spirale et 'endosperme est divisé en deux

parties par ’embryon;

* Cyclobae, qui présente un embryon en forme de fer a cheval ou en demi-cercle

comprenant ’endosperme en entier ou en partie.

A cette derniere tribu appartient le genre Afriplex, qui compte plus de quatre cent especes

réparties dans les différentes régions arides et semi —arides du monde (Rozema, 1996).
L.1.1.1. Les Atriplex

D’apres Berger (1909) . Afriplex signifie . n’a pas trois angles, il est composé de préfix

« a» engrec et de « Triplex » en latin. Le genre dAfriplex est le plus grand, et le plus

diversifié de la famille des chénopodiacées et compte environ plus de 400 especes, avec 40 a

50 especes dans le bassin méditerranéen (Ortiz-Dorda ef al, 2005).

Les especes Atriplexes sont réparties dans de nombreux régions cotieres et désertiques

intérieures du monde (Watson, 1990), et inclus 48 especes et sous especes dans le bassin

méditerranéen dont cing especes parmi elles peuvent étres fourrageres (Houérou, 1992).

Elles constituent 'exemple des étres vivants résistant a une salinité tres élevée, capables de

ré¢quilibrer des milieux dégradés (Franclet et Houérou, 1971).
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Elles se présentent également caractéristique des régions arides ou le phénomene de
désertification prend des dimensions alarmantes (Houérou, 1992). Ces especes fourrageres,
supportent bien les conditions climatiques et pédologiques des régions arides et semi-arides,
mais leur aire de répartition se réduit de plus en plus, par suite de surpaturage et de manque
de stratégie de gestion de ces parcours.

Les Atriplexaies présente une des flores les plus remarquables du monde. Sa grande diversité
climatique, géologique et géographique a permis lapparition de nombreuses especes
endémiques. Elle constitue une zone a une haute biodiversite végétale. (Benchaabane, 1997).
En Afrique de Nord, le genre Atriplex comprend 15 especes spontanées et 12 especes
naturalisees, soit 7 especes vivaces, 1 biannuelle et 9 annuelles (Francet et Houérou, 1971).
Par ailleurs, Maire, (1962), identifi¢ une dizaine d’espéces en Algérie, les plus répondus

sont . Atriplex Halimus L. et Atriplex Portucoide.

I.1.1.1.a) L’Atriplex Halimus

Connu sous le nom de pourpier de mer, /Afriplex halimus L. est l'un des arbustes les plus
courants sur le littoral atlantique et la cote méditerranéenne. Résistant aux embruns et a la
s¢cheresse, il forme des haies protectrices dans les jardins de bord de mer, sa réponse aux
conditions de salinité et de déficit hydrique en font une espece particuliecrement précicuse
pour son utilisation dans la réhabilitation des terrains dégradés a risque de désertification
(Rosas, 1989).

L’Atriplex halimus L. originaire d’Afrique de Nord, est ’espece la plus répandue, de sa zone
de diffusion s’entent des zones arides aux zones humides, facilement identifiable grace a
son habitus droit caractéristique aux branche fructifier tres courtes 20 cm et recouverte de
feuilles (Walker et al, 2014).

La plante adulte atteindre 2 m de hauteur, 1 a 3 m de diametre, trés rameux ayant un aspect
blanc argent¢ a tige dressée, a racine blanchatre s’orientant horizontalement, pivotante en

surface, pouvant atteindre 3 a 5 fois la largeur de la tige , les feuilles sont alterne , mais
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nettement pétiolées, le limbe foliaire est enticrement ou 1égerement sécuré, par fois aigu ou
sub-nécroné au sommet mesurant 0,5 a 1 cm de largeur et de 2 a 4 cm de longueur
(Benrebiha, 1987). Cette espece présente une palatabilite et une appetibilité tres satisfaisantes
(Abbd et al, 2004). Riche en protéines brutes, elle constitue une source importante pour le
cheptel en maticre azotée, essentiellement en période de disette (El-shatnawi, 2000).

L’espece Afriplex halimus L. présente deux sous-especes, subsp. Halimus ct subsp.
schweinfurthii La zone de répartition de la subsp. halimus s’étend des zones semi-arides aux
zones humides; cette sous-espece est facilement identifiable grace a son port droit caractéristique
et aux branches fructiferes tres courtes et recouvertes de feuilles.

En revanche, la sous-espece schweinfurthii, tres répandue dans les zones arides et désertiques,
présente un port broussailleux enchevétré, avec des branches fructiferes nues au sommet,
fortement lignifiées et pointues. Les populations des deux sous- especes présentent un grand

polymorphisme li¢ a leur diversité d’habitat (Houérou, 1992).
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Figure O1. Représentation schématique de deux sous espece d’Atriplex halimus L.

(Maa]em, 2002).
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II. Présentation de /"Afriplex halimus L.

1. Systématique de Pespece Afriplex halimus L.
On peut représenter la systématique d’Atriplex halimus L. comme suit
Régne . Végétal
Embranchement : Spermaphytes (Phanérogames)
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe . Dicotylédones
Sous- classe : Apétales
Ordre .Centrospermales
Famille . Amaranthaceae (Chénopodiacées)
Genre : Atriplex
Espéce :Afriplex halimus L.
Nom vernaculaire frangais . arroche halime ou pourpier de mer.
Nom arabe : G’ttaf
Nom commun . arroche halime, arroche maritime, pourpier de mer, Epinard de mer.
L' Afriplex est un genre difficile avec 200 especes, se répartissent principalement dans les
régions chaudes et des déserts froids, des terres salines ou par fois dans les décharges .
1.1. Dans le monde
Atriplex halimus spp. halimus se trouve dans les zones semi-arides, et les zones subhumides
de la méditerranée occidentale et sur les cotes atlantiques de la France et de 1'Espagne
( Walker, 2005), Elle produit naturellement dans toute ['Eurasie, de Macaronésie, a travers le
bassin méditerranéen et jus qu'a l'embouchure de la Moyen-Orient et Asie occidentale .y
compris le Portugal, France, Espagne, Italie, Grece, Turquie, Chypre, Syrie, Liban, Jordanie,

Tunisie, Maroc, Algérie, Libye, Egypte et Arabie Saudi (Al- Turki, 2000).
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Tableau 01 : Répartition numérique des especes d’ Afriplex dans le monde (Le Houérou,

1992).
Pays ou région Nombre d'especes Pays ou région Nombre d'especes
Baa
Etats-Unis 110 - : 25
Californie(Mexique)
Australie 78 Afrique de nord 22
Bassin
- ’ 50 Texas 20
M éditerranéen
Europe 40 Afrique de sud 20
Ex. URSS 36 Iran 20
Proche- Orient 36 Syrie 18
Mexique 35 Palestine et Jordanie 17
Argentine 35 Algérie et Tunisie 17
Californie 32 Bolivie et Pérou 16

Chili 30

1.2. Dans!’Algérie

En Algérie, IAtriplex pousse spontanément dans les étages bioclimatique semi —arides et
arides les plus grandes superficies, correspondent aux zone dite steppique : Batna, Biskra,
Boussaada, Djelfa, Saida, Msila, Tébesssa, Tiaret (Anonyme, 1974).
Dans les régions de M’sila et Batna, la disparition des puissantes formations d’Afriplex sont
due a leur utilisation comme bois de chauffage (Kinet ef al, 1998).
2. La morphologie

La morphologie végétale est la partie de la botanique qui consiste a décrire les formes
externes et les structures interne des plantes.
a. partie aérienne

> Les Tiges
Tige érigé dressée ligneuse et tres rameuse .les rameux dressés, puis étalés, arrondis ou

anguleux, blanchatre, sont souvent plus ou moins effilés (Maire, 1962).

10




Chapitre I La plante médicinale Atriplex halimus L.

> Les Feuilles
Les feuilles sont tres 1égerement coriaces, alternes, enticre, ovales, a pétiole court, un peu
cendrées et en méme temps blanches argentées sur les deux faces, peu aigues au sommet qui
est terminé par une petite pointe .Le limbe est parcouru par une nervure principale d’ou
partent deux ou trois paires de nervures secondaires (Maire, 1962).

» Les Fleurs
Fleurs monoique, glomérules, glomérule ordinairement multiflores, forment des épis denses
et courts nues, groupées en panicules au moins feuillées. Les jaunatres se montrent en Aout
et Septembre (Maire, 1962).

» Les graines
La graine est d’une teinte roussatre. Elle est entourée du péricarpe membraneux de 2 mm de
diametre, aplatie en une disposée suivant les genres dans un plan vertical ou horizontal
(Quezel et Santa, 1962). L'orientation de la disposition de la graine est importante a
examiner pour s¢parer les genres. Les graines d’Atriplex halimus L. présentent une grande
habilité a germer sous les conditions fortement salines, la germination semble étre un stade
de forte sensibilité au stress salin (Zid ef al, 1977).
Les valves fructiferes sont blanchatres, coriaces, libres, plus larges que hautes. Les graines
sont rousses.
b. partie souterraine

» Laracine
L’ Atriplex halimus L. se caractérise par une grosse racine tout d’abord étalée oblique puis
s’enfoncant verticalement jusqu’a une profondeur variable avec le sol et ’age de la plante.
Elle peut atteindre 3 a 5 fois la longueur de la tige. Elle est formée de radicelles blanchatres
(Maire, 1962).La croissance racinaire est souvent un indicateur de la capacité de la plante a

s’adapter a la sécheresse (Johnson ef al, 1991).
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3. Le polymorphisme d’Afriplex halimus .L
L’Atriplex halimus L est une espece largement répandue, tres polymorphe, pérenne,
monoique ou polygame. Un polymorphisme inter- et intra-individuel pour plusieurs
caracteres morphologiques floraux concernant le style, les types d'ovules et l'orientation de
la radicule.
A propos de 1a notion de développement hétéroblastique mise en valeur par (Goebel, 1898),
hétéroblastique qualifier le développement d’un végétal dont les différentes feuilles
montrent entre elles des différences de forme et de taille, sur un axe donné , de la premiere
feuille mise en place a la derniere, des feuilles de type juvénile aux feuilles de type adulte .
Cette régularité particuliere au plan morphologique du développement hétéroblastique se
retrouve également au plan biochimique, tant quantitativement que qualitativement.
Les Atriplexes sont, tout particuliecrement FAfriplex halimus L. illustrent bien les problemes
que T’hétérophyllie .En effet, avant méme de considérer différents individus, la lecture des
flores laisse supposer que la morphologie foliaire est source de difficultés dans le genre.
L’Atriplex halimus L. présente un polymorphisme important qui se manifeste au niveau de la
dimension et la forme des feuilles, des valves fructiferes et des graines, ce polymorphisme est
probablement en relation avec sa grande aptitude ¢cologique (Aitmimoune, 2015).
L’¢tude de la caryologie a été réalis¢ par plusieurs chercheurs a 1’aide d’utilisation de
techniques classique de Feulgen (1924), les résultats montrent que le nombre de
Chromosomes (I'haploidie) chez les A triplex est 9, il existe des especes diploides (2n-18)
tandis que d'autres sont tétraploides ou héxaploides.
C’est pourquoi, une grande priorité a été accordée pour lutter contre phénomenes
(sécheresse et salinit€) dans le cadre des différents plans de développement en vue de

sauvegarder les ressources naturelles, seules garantes de sa sécurité alimentaire.
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4. Les intéréts généraux de espece
4.1. Les intéréts écologiques

» Concernant la salinité les Atriplexes présentent une bonne tolérance aux conditions
défavorables du milieu (Glenn ef al, 1995) . en milieu synthétique liquide I’ Afriplex halimus
L. supporte des concentrations de Chlorure de Sodium (NacCl) voisine de celle de I'eau de
mer (30g/1) (Zid et Boukhris, 1977).

> L’Afriplex halimusL. s’adapte beaucoup au climat méditerranéen. C’est une espece
robuste, tolérante a une variété des conditions environnementales dures, ou les
précipitations annuelles inférieures a 150 mm (Le Houérou, 1980), et des températures
moyennes de 20 a 25°C du sable, elle se raidit contre la sécheresse, car elle peut survivre des
années dans un milieu, dont la précipitation atteignant, le zéro ce qui explique sa proprié¢té
manifestée par sa bonne résistance au feu.

> LAfriplex halimus L. résiste au froid au-dela de -10 °C, lespece est considérée
comme halophyte et croit dans toutes les zones gypseuses salés (jusqu’a une conductivité de
Pordre de 55 mm hos/cm). Cette espéce résiste aussi  aux gelée prolongées jusqu’a des
moyennes des minima de janvier voisines de zéro °C (Franclet, 1971).

> L’emploi des Atriplex s’est révelé extrémement efficace pour la fixation des dunes,
En Algérie des essais réalis¢ sur le cordon dunaire de la région de Djalfa et Boussaada
(Benrebiha, 1987).

4.2. Les intéréts fourragers

> LAfriplex halimus L. est un arbuste autochtone présent un grand intérét comme
plante fourragere dans les régions arides et semi-arides en raison de sa rusticité, sa bonne
valeur fourragere, sa résistance élevée a la sécheresse et sa faculté de tolérer des taux de
salinité importants.

> Les feuilles d’ Afriplex halimus L sont riches en protéines, vitamines C, A et D et en

chrome, constituent une source importante en matiere azotée pour le cheptel,
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essentiellement en période de disette (El-Shatnawi et turuk, 2002).8a culture pourrait étre
envisagée comme source de fourrage dans les zones de grande fragilité écologique.
Tableau 02. Teneur en maticre seche et composition chimique des feuilles vertes d Afriplex

halimus L. (Boussaidez‘d], 2001)

MS%) MAT CB Na Ca K P Mg

0

%MS) | (©MS) | (%MS) | 6MS) | 6MS) | (BMS) | (%MS)
34,2 15,1 15,4 4,41 1,77 2,59 0,21 0,32

*MS: matiereseche; *MAT: matiére azotétotale; *CB: Cdlulose brute

> Le bois produit par I'Afriplex halimus L. a été utilis¢ pendant des siecles pour le
chauffage et la cuisine, une pratique qui se poursuit aujourd'’hui dans les zones rurales
(Bouzid et Benabdeli, 2011).

4.3. Les intéréts médicinaux et Pharmaceutique

LAtriplex halimus L produit des polyphénols et d'autres substances bioactives
potentiellement utiles pour les propri¢tés médicinales et entant que conservation naturelle
des aliments. Il contient des tanins, flavonoides, saponines, alcaloides et résines. Ces
molécules étaient connues pour montrer une activité médicinale aussi bien comme ayant une
activité physiologique.

> Les scientifiques ont exploré la possibilit¢ que PAfriplex halimus L a un effet
antidiabétique. Les résultats des ¢tudes sur ’animal ont confirmé que leffet de 1’Afriplex
halimus L. est dii au chrome (Anonyme, 2000).

> Le supplément du chrome peut améliorer la tolérance du glucose chez les individus
diabétiques traitement des malades, avec 200 mg/jour ils ont exigé des doses inférieures
d’insuline. Des recherches portées sur des rats sable Psammo mysobesus rapporte que ces
animaux ont développé un diabete de type 2 une fois prives d’ Afriplex (Dutuit, 1999).

> Plusieurs especes dAfriplex ont été utilisées pour traiter les infections fongiques, la

bronchite et le diabete, et sont également une source de vitamine A.
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> Leur importance dans I’alimentation humaine est négligeable, 1 ‘Afriplex entrait dans
la préparation des bouillants destinés aux malades souffrant de ’estomac et de I’intestin.
Associées a la mercuriale, elle procurait une décoction laxative dépourvue d’effet irritant
.Le jus frais renferme une proportion notable de vitamine C, utilisé aussi pour les brulures
(cataplasme des feuilles cuites dans ’huile d’olive), pour la dartre (décoction des feuilles
d’arroche dans ’eau bouillit) et pour la diarrhée (consommation de I'arroche en salade)

(Decartes, 1987).
III. La sélection de la plante

La sélection de la plante s’est fondée sur des différents criteres .

Elle est parmi les plus populaires plantes utilisées dans le monde entier, leur
utilisation fréquente par nos populations dans le domaine culinaire et celui du fait de la
médecine traditionnelle.

A coté du fait que leur efficacité de traitement des : infections fongiques, la bronchite,
le diabete, les maladies des voies respiratoires, du systeme digestif et du systeme urinaire
(Pelinkose ogluyilmaz ef al, 2016).

De plus, la sélection a été basée sur le faite que la recherche bibliographique montre
I’absence des études phytochimiques ce qui le rend récemment un sujet de recherche

scientifique tres intéressant (El-Aaseet al, 2016).
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I. Métabolites secondaires

[.1.Généralités

Les plantes produisent un grand nombre de composés pour lesquels on ne sait pas toujours
le role qu’ils jouent pour la plante, ces composés ne sont pas produits directement lors de la
photosynth¢se mais résultants de réactions chimiques ultérieures, on les appelle donc
métabolites secondaires (Laurent, 2012). En effet, a cot¢ des métabolites primaires
classiques(glucides, protides et lipides), les végétaux accumulent fréquemment des
métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais
qui représente une source importante de molécules utilisables par 'homme dans des
domaines aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire (Herbert, 1989).Les
métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Amara et Melouk, 2016). Ils
sont produits en tres faibles quantités, il existe plus de 200 000 métabolites secondaires
classes selon leur appartenance chimique (Merabet et Menaifi, 2015). Ces metabolites
secondaires végétaux peuvent étre définis comme des molécules indirectement essentielles a
la vie des plantes. Ils participent de manicre tres efficace, a la tolérance des végétaux a des
stress variés (attaques de pathogenes, prédations d’insectes, sécheresse, lumiere UV, etc.)
(Tirichine, 2010). IIs sont divises principalement en trois grandes familles. Les polyphénols,
les terpenes et les alcaloides (Lutge ef al, 2002; Marouf et Reynaud, 2007).

Il s’agit majoritairement de molécules de tailles et de masses faibles comparées aux
molécules du métabolisme primaire (glucides, lipides et acides aminés) (Sylvain, 2010).
D’un point de vue applique, beaucoup de métabolites secondaires constituent la base des

principes actifs que on retrouve chez les plantes médicinales (Tirichine, 2010).
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II. Les composés phénoliques

I1.1.Définition

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules tres
largement répandues dans le regne végétal (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006). Les polyphénoles
sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, ils sont présents dans les
différentes partie de la plante . les racines et les feuilles, dans les fruits et 'écorce et surtout
dans les fleurs (Richter, 1993). Les principales sources alimentaires sont les fruits et
legumes, les boissons (thé, café, jus de fruits), les cércales, les graines oléagineuses et les
légumes secs. Caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est
directement lie au moins un groupement hydroxyle libre, ou engag¢ dans une autre fonction
tels que : éther, ester, hétéroside...etc. Sont solubles dans la solution de carbonate de sodium.
(Lugasi et al, 2003 ; Amara et Melouk., 2016). A Pheure actuelle, plus de 8000 molécules
ont ¢té isolés et identifi¢s (Mompon ef 4/, 1998). Selon leurs caractéristiques structurales, ils
se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point commun -
la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hannebelle ef al, 2004).

Ces especes sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont 1a masse moléculaire

peut atteindre 9000 (Harbone, 1993).
IL.1.1.Propriétés biologiques

Les acides phénoliques constituent un groupe important de composés organiques naturels
avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possedent des propriétés non
seulement antioxydants, mais également des propriétés antivirales et antibactériennes
(Cazes, 2005), anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, cholagogues, hépatoprotecteurs,

cholérétiques, immunostimulants (Zakkad, 2017).
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I1.1.2.Activités et intéréts pharmacologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont dotés de certaines activités biologiques telles que Pactivité
antibactérienne, antifongique, anti-tumorale, anti-inflammatoire, et principalement
antioxydant ainsi qu’ils présentent un effet protecteur vasculaire et capillaro-veineux
(Kanoun., 2011). Vers la fin du 20 siecle, les études épidémiologiques et les méta-analyses
associc¢e sont fortement suggéré que la consommation a long terme des régimes alimentaires
riches en polyphénoles végétaux offrait une certaine protection contre le développement des
cancers, des maladies cardiovasculaires, du diabete, de 1'ostéoporose et des maladies neuro

dégénératives (Boutakiout, 2015).
I1.2 Les coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a neuf atomes
de carbone possédant le noyau benzo (2 H) -1 pyrannone- . (Hamimed, 2009). Et ce sont
des composés aromatiques dérivant de acide O-hydroxy Zcinnamique, de méme que la
coumarine elle-méme dérive de I'acide orthocoumarinique. (Mansour ef al, 2009) elles se
trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles
essentielles des graines, elles sont fréequemment a 'origine des hétérosides. (Benkiki, 2006).
Les coumarines utilisées comme parfum dans les produits alimentaires et cosmétiques.
(Borges et al, 2005). Elle constituer trois types . les furanocoumarines, les
pyranocoumarines et leshydroxycoumarines. Les familles les plus riches en coumarines sont
. Légumineuse, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties
de la plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Guignard,
1998 ; Deina ef al, 2003). Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides
membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. (Belfadel,

2013).
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Figure 02 : Squelette de base des coumarines (Djemoui, 2012).
I1.2.1.Propriétés biologiques
Les coumarines et leurs dérivées sont connues pour leurs nombreuses utilisations dans
'industrie des cosmétiques (comme additifs), I'industrie pharmaceutique et agro-chimique.
Elles possedent diverses propriétés Dbiologiques, elles sont utilisées comme agents
anticoagulants et sont tres fluorescentes, elles sont employées aussi dans la préparation des
insecticides. La majorité des coumarines et leurs dérivées ont été soumises a de profondes
investigations dans le but d’évaluer leurs effets sur la sant¢ humaine, les recherches ont
montré qu’elles peuvent étre des agents anti HIV, anti-tumoraux, anticancéreux,

antimicrobiens et anti- inflammatoires (Dridi, 201 5).

I1.2.2.Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des coumarines
Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent diverses
activités . anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, anti tumorale,

Diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique (Ochockda ef al, 1995).
I1.3.Les stilbénes

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 pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbenes

sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier ef al, 2006).
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Figure 03 Structure d’un stilbene (Midoun, 2011).

a-Les stilbenes hydroxylés

Ces dérivés hydroxylés sont des composés formés de deux noyaux aromatiques liés par un
groupe ¢thylénique (C6-C2-C6) (Lobstein, 2010). Ils sont rencontrés dans le raisin, le soja et
les arachides (Crozier et al, 2006).

b-Les phénanthrénes

Les phénanthrénes sont formés par trois cycles benzéniques. Ils existent sous forme,
monomérique, dimérique et trimérique ; plus de 200 structures sont caractérisées. Ils sont

surtout présents dans une cinquantaine d’espéces d’Orchidacées (Bruneton, 2008).

I1.4 Les lignanes et les lignines et les subérines

Les lignanes sont des dimeres ramifiés de phénylpropenes. Ils sont formés par dimerisation
de trois types d’alcools : alcool p-coumarique, alcool coniférique et alcoolsynapique (Renault
Roger ef al, 2002 ; Ghnimi, 2015). IIs sont formés par dimerisation de trois types d’alcools .
alcool p-coumarique, alcool coniférique et alcool synapique.lls sont connus pour avoir une
activité¢ anti-tumorale, antimitotique et antivirale. La toxicit¢ pour les champignons, les
insectes et les vertébrés est observée pour certaines lignanes et diverses activités
physiologiques ont été¢ documentées. Alors que les lignines sont des polymeres d’alcools

coniferiques, sinapyliques et p-coumarique (Renault Roger ef al, 2002 ; Ghnimi, 2015).

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le regne végétal et
seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeres) qui sont les

alcools coumarinique, coniférique et sinapique (Jutiviboonsuk, 2005).
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Figure 04: Structure chimique de lignine (Scalbert et williamson, 2000).
Par contre, les subérines sont des polyesters des acides férulique et coumarinique avec des
acides aliphatiques (Renault Roger ef al, 2002 ; Ghnimi, 2015). 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 pathogenes
fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbenes sont les raisins, les vins,

le soja et les arachides (Crozier ef al, 2006).

I1.5.Les flavonoides

I1.5.1.Définition

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide
a ét¢ plutot préte du flavus (flavus-jaune) (Karaali ef al, 2004 ; Male et Kuntic, 2007).

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques.
Représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le regne
vegetal (Guignard, 1996). Ils constituent des pigments responsables des colorations jaune,
orange et rouge de différents organes vegetaux (Havasteen, 2002). Presque toujours
hydrosolubles (Ababsa, 2012). A Tétat naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent

sous forme d’hétérosides (Bruneton, 1999 ; Ghestem ef al, 2001). Les flavonoides sont des
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dérivés du noyau flavone ou 2-Phenyl Chromone portant des fonctions phénols libres
(aglycone) ou sous forme de glycosides. On les trouve, d’'une manicre générale, dans toutes
les plantes vasculaires (Erlund, 2004), ou ils peuvent étre localisés dans divers organe -
racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Et jouent un role important dans la protection des
plantes (Bruneton, 1993).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusicurs classes de molécules,

en effet plus de 6400 structures ont ¢t¢ identifiées (Harborne et Wiliams., 2000).
I1.5.2.Structure des flavonoides

Les flavonoides sont des dérives du noyau flavone ou 2-phényl chromone (Milane, 2004). a
15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitue de deux noyaux aromatiques, que désignent
les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C , de facon
2énérale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont dits aglycones, soit
sous forme de C- ou O glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le glucose,
le rhamnose, ’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeres ou des oligomeres
(Bouakaz , 2006). Les atomes de carbone dans les cycles C et A sont numérotés de 2 a 8, et
dans le cycle B de 2' a 6' (Bruneton, 1999). On signale que le noyau flavone est lui-méme un
dérive du noyau flavane de base (Milane, 2004). La distinction des sous-classes se fait sur la

conformation de la structure centrale (cycle C).

OH O

Figure 05 . Structure de base des flavonoides (Heim ef al, 2002).
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Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes

sont.flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins

(Effendi etral, 2008).
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Figure 06. Les structures chimiques des principales familles des flavonoides (Fraga et

Oteiza, 2011).
11.5.3.Propriétés biologique des flavonoides

La principale activité attribuée aux flavonoides est une propriété «vitaminique Py, ils
diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur résistance. Les flavones
et flavonols sont deux classes de flavonoides protecteur de cellules végétales contre les effets
nocifs des radiations ultraviolettes excessives, et contre les rayons Y et 'ozone.

Les flavonoides sont des pi¢geurs efficaces des radicaux libres impliqués dans la
Peroxydation lipidique.

Ce sont des protecteurs vasculaires améliorant la résistance et la perméabilit¢ des
Vaisseaux aussi bien artériels que veineux. Ils augmentent aussi la résistance des vaisseaux
en protégeant le tissu conjonctif péri vasculaire des dégradations enzymatiques (Harbone et

Williams, 2000).
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*Autre propriétés

» Protection des plantes contre les radiations UV.

»> Sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales.

» Agissent comme des pigments ou des Co-pigments.

» Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les légumineuses afin de faciliter la fixation de 'azote moléculaire.

> Régulation de I’¢longation des tiges.

» Interviennent dans la maturité des fruits.

> Sont a I'origine des gouts amers (Yang ef al, 2008).
I1.5.4.Intéréts et effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois... (Grotewold, 2006). Certains flavonoides sont
plus spécifiques de certains tissus. Les anthocyanes sont plutdt localisés dans les parties
externes des fruits, fleurs et feuilles.

Les chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs. Ce sont des
pigments naturels au méme titre que les chlorophylles (couleur verte) et les caroténoides
(nuances jaunes et orangges). Leur fonction principale est la pigmentation des plantes
(aspect esthétique). Quand ils ne sont pas directement visibles, ils contribuent a la coloration
par leur role de Co-pigments (certaines flavones et flavonols) (Grace ef al, 1996). Les
flavonoides, en particulier les anthocyanes, sont les seules molécules du regne végétal
capables de produire une vaste gamme de couleurs, susceptibles de donner des teintes allant
du jaune-orang¢ au bleu, en passant par le pourpre et le rouge (Luigia et Giuseppe, 2006) .
Les flavones, aurones et chalcones donnent plutot des couleurs jaune, beiges voire blanche,
ou participent aux nuances produites par les anthocyanes et les caroténoides (Grotewold,

2006). Un des roles de la couleur chez les plantes est d'attirer les insectes et les oiscaux, qui
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Jouent un rdle majeur dans la pollinisation et la dispersion assurant ainsi la reproduction de
lespece (Jaime ef al, 2007). Les flavonoides, dissous dans les vacuoles a I'¢tat d'hétérosides,
s’accumulent dans les cellules épidermiques, assurant la protection des tissus contre les
rayonnements solaires nocifs. On préte a certains flavonoides (phytoalexines), un role de

défense contre les prédateurs et les pathogenes.

I1.6.Les tanins

I1.6.1. Définition

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphénoliques tres répandus dans le regne
vegétal, (Ghestem ef al, 2001, Khanbabae et Ree, 2001), ayant une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Da. Insolubles dans les solvants organiques apolaires et solubles
dans I'eau (Aguilera-Carbo ef al, 2008). Ils s'integrent dans la défense des végétaux contre
les herbivores, en particulier pour les plantes se développant dans les zones difficiles
(Zimmer et Cordesse, 1996).

Les tanins (ou tannins) représentent une classe tres importante de polyphénols utilis€s pour
tanner les peaux, a coté des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les
alcaloides, la g¢latine et d’autres protéines (Cowan, 1999 ; Haslam, 1996). Ils se combiner

aux protéines, ces combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités

(Karamac, 2009 ; Zakkad, 2017). Grace a leurs fonctions phénoliques, qui ont un fort
caractére nucléophile, les tannins sont d’excellents pi¢geurs de radicaux libres (Huang et
Ferraro, 1991), ils possédent d’autres propriétés telles que 'aptitude a la précipitation des
alcaloides, de la g¢latine et d’autre protéines (Dibong ef al, 2015).A la base de leur
caractéristique structurale, Ils sont divisés en deux groupes, les tanins hydrolysables et les
tanins condensés. Les tanins hydrolysables sont a base d'acide gallique, tandis que les tanins
condenses plus nombreux sont dérives de monomeres flavonoides (Amara et Melouk,

2016).
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Le role biologique des tanins dans la plante est lié a sa propre protection contre les
infections, les insectes et les animaux herbivores (Khanbabae et Ree, 2001). En plus de la
protection contre les attaques fongiques et bactériennes. (Peronny, 2005). Les tanins
montrent plusieurs activités biologiques ils ont un effet anti-diarrhéique, vasoconstricteurs,

antiseptique, (Okuda ef al, 1983), antioxydants antiparasitaires, antimicrobienne
I1.6.2. Propriétés biologiques

- La plupart des propriétés biologiques des tanins sont dues a leur pouvoir de se combiner
avec les macromolécules en particulier les protéines.

- Les tanins exercent un effet antidiurétique et antiseptique.

- IIs favorisent la régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de brulures.

IIs ont la propriété de coaguler les protéines de salive, ce qui rend les tissus riches en tanins
peu consommables par les herbivores.

- De méme, la teneur ¢levée en tanins rencontrée chez les plantes parasitées joue un role de
défiance contre les bactéries et les champignons en précipitant les enzymes extracellulaires

sécrétées par les microorganismes (Guignard, 2000).

IL.7. Quinones

IL.7. 1. Définition

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 'oxydation de dérivés aromatiques avec
deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés 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 regne végétal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999).
I1.8. Les anthraquinones
L’anthraquinone est une molécule dérivée de DPanthracene, elle appartient aux

hydrocarbures aromatiques polycycliques. L’anthraquinone existe dans les plantes, les

champignons et les insectes. On peut la trouver dans les racines, tiges vertes et les graines.
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L’anthraquinone fait partie des quinones naturelles, c’est une substance oxygénée engendrée

par l'oxydation des composés aromatiques (Gérard Gomez, 2015).
I1.9. Les stérols

Les stérols, appelés phytostérols, sont des composés naturellement présents dans les
membranes cellulaires des plantes et jouent un role tres important dans la perméabilité de
celles—ci et aussi dans la prolifération cellulaire (Kartal, 2005) .Les principaux stérols dans
les plantes, les champignons et les algues sont caractérises par la présence, sur la chaine
latérale, d’'un méthyle (ou éthyle) attache au carbone C-24. Plusieurs ¢tudes ont démontre

que les phytostérols réduisent 1'absorption du cholestérol dans l'intestin gréle.

I1.10. Les Saponosides

I1.10.1. Définition

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces composes
moussent une fois agités avec de Peau. Ils sont des métabolites secondaires hétérosidiques
présents dans de nombreuses plantes et quelques organismes marins (Belfadel, 2013). Ils se
composent d’aglycones non polaires liés a un ou a plusieurs sucres. Cette combinaison
d’¢léments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules explique leur
comportement moussant en solution aqueuse (Vincken ef al, 2007). L’hydrolyse d’une
saponine, par Paction d’un acide ou d’enzyme, produit un sucre ou plusieurs (dont souvent
le glucose) et un aglycone nommé sapogenine selon que cette dernicre ¢tant, soit un
triterpene, soit un stéroide. On distingue les saponines friterpeénes et les saponines
stéroidiques, certains auteurs distinguent une troisicme catégorie de saponines ; celles des
amines stéroidiques qui sont traitées par d’autres comme des alcaloides steroidiques. (Saihi

2007),
I1.10.2.Propriétés biologiques

Les saponines ont des activités . antiallergique, antivirale, hypoglycémiantes, antifongique et

anti-tumorale. Elles ont aussi une action sur le systeme cardiovasculaire, le systtme nerveux
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centrale et le systeme endocrinien (Harborn, 1971). Ils manifestent des proprictés

hémolytiques, antimicrobiennes, insecticides et molluscicidales (Vincken ef al, 2007).
II.11. Les stéroides

Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de carbone,
synthétisés a partir d'un triterpene acyclique Chez toutes les plantes on trouve ces composés
lices avec un groupement alcool qu'ils nommés les stérols ; prenant une forme plane,
glycosylée, analogues du cholestérol qui ne different de celui-ci que par leur chaine latérale

comme : B-Sitostérol, Stigmastérol (Hopkins, 2003).

II.12. Les Terpénoides

I1.12.1. Définition

Le terme terpene inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de ’arbre de terebinth .
« Pistacia Terebinthus » (Ayad, 2008). Le terme de terpénoide désigne un ensemble de
substances présentant le squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques
(alcool, ald¢hyde, cétone, acide, lactone ...etc.); et attribue a tous les composes possédant
une structure moléculaire construite d’'un monomere a 5 carbones appelé isoprene, ces
composes sont majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les
plantes, organismes marins, les champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011). Les
terpenoides sont une vaste famille de composés naturels pres de 15000 de molécules
différentes et de caractere généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au nombre
de base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon la variation de
nombre n, dont les composés monoterpenes, sesquiterpenes, diterpénes, triterpenes, (Wichtl
et Anton, 2009). IIs sont les plus représentés dans la constitution chimique des huiles
essentielles (Brunetton, 1999). Les térpenoides sont utilisés selon leurs qualités aromatiques.

En thérapeutique, ils jouent le role d’antioxydant, d’antibactériens, d’antinéoplasique.
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I1.12.2. Structure des terpenoides

Les terpenes sont des hydro carbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte : leur formule brute est (C5HX) n dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes
qui peuvent atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I'isoprene de

formule C5H8 (Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011).

R YN

Figure 07 . structure de base de I'isoprene (Khenaka, 2011).

I1.12.3. I’intérét des triterpenes

L’utilisation industrielle et 'intérét thérapeutique des triterpenes et stéroides représentent
un enjeu capital dans le domaine de la recherche des substances naturelles. Les propriétés
pharmacologiques diverses attribuées a ces composés ont permis leur classement en tant
qu’un groupe de métabolites secondaires de grande importance.
Ces composés manifestent entre autres .

» Des potentialités thérapeutiques dans les différents domaines . cytostatiques, anti-

inflammatoires, analgésiques, insecticides, molluscicides, .....Etc.
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» Un intérét considérable dans le secteur de 'industrie pharmaceutique
particulicrement la production de médicaments stéroidiques ayant des propriétés -
contraceptifs, anabolisants, anti-inflammatoires,. . .etc.

> Un intérét thérapeutique concernant l’extraction des molécules bioactives, pour
I’obtention des formes galéniques simples ou pour celle de préparation phytothérapique.

» Une importance économique du fait de leur utilisation dans les industries

Agroalimentaires (Bouzghaia, 2013).
I1.12.4. Propriétés biologiques

Lutilit¢ des terpenes a ¢té démontrée pour la chimiothérapie de plusieurs maladies, comme
le taxol et lartémisinine (Jennewein et Croteau, 2001). Et aussi pour des propriétés
antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires, antivirales, antioxydants, antiallergenes,
antispasmodiques, antihyperglycémiques, anti-inflammatoires et immunomodulatrices

(Paduch etal, 200 7).

I1.13. Les alcaloides

I1.13.1. Généralités

Les alcaloides constituent un des groupes de métabolites secondaires d'origine végétale
retrouvent dans environ 20% de toutes les especes de plantes (Zhang et Bjoérn, 2009). Les
alcaloides sont des substances organiques azotées, a propriétés basiques ou amers, d’origine
naturelle, avec une structure complexe et ayant des proprié¢tés thérapeutiques ou toxiques
(Dellile, 2007; Bruneton, 2009). Ils sont des composés organiques de faibles poids
moléculaires et de structures complexes, plus ou moins basiques et hétérocycliques avec un
atome d’azote comme hétéro atome (Bruneton, 1999 ; Zenket Juenger, 2007).0n les trouve
principalement chez les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez certains micro-
organismes. Selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les
alcaloides peuvent étre divisé en plusieurs groupes tels que des phénylalanines, des

alcaloides isoquinoléiques, des alcaloides quinol¢iques,des alcaloides pyridiques et
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pipéridiques, des alcaloides dérivés du tropane et des alcaloides stéroides (Mauro, 2006).
Bien que beaucoup des alcaloides soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine),
certains sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgesiques (la morphine, la
codéine), antipaludéens (quinine, chloroquinine), anticancéreux (taxol, vinblastine,

vincristine) et antimicrobiennes.
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Figure 08 . Des structures alcaloidiques (Badiaga, 2011).

I1.13.2. Intéréts des alcaloides

Fonctions au niveau du producteur

Comme pour beaucoup d'autres métabolites secondaires, on ne sait pratiquement rien du
rOle des alcaloides dans les végétaux. La toxicité de certaines, laisse supposer des roles de
protection contre les prédateurs (Krief, 2003). Certains auteurs estiment que ce sont des
métabolites terminaux «déchets inutiles». D'autres les désignent comme des métabolites
intermédiaires (Bruneton, 2009).

Actions pharmacologiques

Leurs propriétés pharmacologiques concernent des domaines variés;

Dépresseurs (morphine, scopolamine) ou stimulants (caféine, strychnine) au niveau
du systeme nerveux central.

Sympathomimétiques (€phédrine), parasympathomimétique (pilocarpine) au niveau

de systeme nerveux autonome.
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Anesthésiques  locaux  (cocaine), antipyrétique (quinidine), —anti-tumoraux

(cllipticine), antipaludiques (quinine)... etc. (Bruneton, 2009).

I1.13.3. Propriétés biologiques

- Les alcaloides sont des substances particuliecrement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés
- Au niveau du systeme nerveux central, qu’ils soient antidépresseurs (morphine,

scopolamine) ou stimulants (strychnine, caféine);

- Au niveau du systeme nerveux autonome : sympathomimétiques (€phédrine) ou
sympatholytiques, parasympathomimétiques, anticholinergiques et ganglioplégiques.
- On note aussi I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux, d’antifibrillants, d’anti

tumoraux, et d’antipaludiques (Bruneton, 1999).
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I .Activité antibactérienne

I.1. Généralités

Un microorganisme ne peut se trouver que dans deux états : la vie ou la mort (incapacité de
se reproduire), sa destruction est donc un phénomene de tout ou rien. En revanche, une
population de microorganismes mise en contact d'un agent antimicrobien comporte, au
début uniquement, des microorganismes vivants puis un meélange de microorganismes
vivants (survivants) et de microorganismes tués. Leur destruction ne sera en aucun cas
instantanée (Meyer ef al, 2004).

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car ils
ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue des autres organismes
unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).Elles sont
divisées en bactéries proprement dites (Bactéria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les
bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bactéria.

Les bactéries ont généralement un diametre inférieur a Iuym. On peut les voir au

microscope optique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique

(cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de

leur structure ne sont visibles qu’en microscopie ¢lectronique (Nauciel et Vildé, 2000).

L’activit¢ antibactérienne est réalisée par la méthode de I'aromatogramme (Hammoudi,

2009 ; Benkherara et al, 2011).
I.2.Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base d’extraits
ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides (bouillons) ou
solides. La solidification des milieux et obtenue par ’addition de ’agar, un extrait d’algues
qui a la propriété¢ de fondre a I’ébullition et se solidifier a des températures inférieures a

40°C.
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En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par
un trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de bactéries
est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a former un amas de
bactéries visible a I'ceil nu, que I'on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop €levee
dans I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et forment une nappe.). L’emploi
de milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un échantillon
(Nauciel et Vildé, 2000).

1.3. Les antibiotiques
L’¢limination des microorganismes pathogenes fait appel a des substances dites
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des
champignons). Ils ont la capacit¢ soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou
d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique).

* Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre d'action, la
cible, ou la famille chimique. Cette dernicre celle-ci est la plus fréquemment rencontrée. Les
principales familles chimiques des antibiotiques sont. Béta lactamines. pénicilline et
céphalosporines;  Aminosides:  streptomycine, gentamycine; Chloramphénicol et
thiamphénicol;  Cyclines. tétracyclines, doxycycline. Macrolides et apparentés,

érythromycine, oléandomycine. (Cohen et Jacquot, 2001).

II. Activité antioxydante
IL.1. Stress oxydatif et les antioxydants

I1.1.1. Généralité

L’oxydation de divers substrats endogenes : les phospholipides des membranes cellulaires,
les protéines et PADN, conduit a la formation des radicaux libres ou des especes réactives

oxygénées (ERO). La formation des ERO est un processus tout a fait naturel et joue un role
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essentiel dans lorganisme . efficacité de ’apoptose, prolifération cellulaire normale,
régulation de la pression sanguine, état redox normal pour ’expression des genes, efc....
(Rousseau, 2004).

Dans ensemble des tissus sains, la balance antioxydants/pro-oxydants est en ¢quilibre, cet
¢quilibre est important pour ’lhoméostasie de 1a cellule, le stress oxydant résulte d’un
déséquilibre entre les systemes de défense antioxydants et la production des radicaux libres
qui peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le métabolisme
cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: protéines, lipides et acides nucléiques (Wolin,
1996 ; Wolin ef al, 2005).

Ce déséquilibre peut étre di a un déficit nutritionnel en antioxydants, a une surproduction
endogéne ou a une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Collard,
2014).

La recherche fondamentale du stress oxydant s'efforce a déchiffrer les bases moléculaires
des agressions oxydatives provoquées par les ERO, ainsi que les systemes physiologiques de
protection et de réparation des Iésions d’origine oxydatives (Enoiu, 2001).

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action . ¢liminateurs de radicaux libres,

chélateurs d’ions métalliques, pi¢geurs d’oxygene dans des systemes fermés.
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EXPOSITION CHRONIQUE 1::) Strass oxydant

(Alterations lipidques, proldguts avec perle de
tanctaons, mutations sur FADN...]

PRODUCTION AIGUE :> Réle physiologique des ERO

F 'I T ‘.{nﬂ".'l";l I'_J |H' {Modification transitore des proteines ¢f sagrabisaton cefulaire)

.

Concent-ation en ERD

..
Temps

Figure 09 : La rupture d’équilibre a I'origine du stress oxydant (Delattre ef al, 2005).

I1.1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques neutres ou chargées présentant dans leur
orbite électronique externe un ¢lectron non apparié dit célibataire. Le radical libre est
instable et tres réactif et pour devenir stable il doit apparier son électron ou bien céder le
sien a une autre molécule. Chacune de ces réactions aboutit a la formation de nouveaux
radicaux libres.

Les radicaux peuvent réagir avec des composants cellulaires (ADN, lipides, protéines...)
aboutissant a des 1ésions cellulaires irréversibles, mais dans des conditions physiologiques
agissent comme des substances de signal importantes en plus de 'utilité dans la défense chez
les bactéries (Chahine, 2014).

Il peut étre formé par la perte ou le gain d’¢lectrons a partir d’un composé non radical. 11
peut aussi apparaitre au moment de la rupture symétrique d’une liaison covalente apres
laquelle chaque atome conserve un électron et devient un radical libre. Lorsque cet électron
célibataire est situé sur un atome d’oxygene, on parle alors « d’especes réactives de
l'oxygene » (ERO) ou « réactive oxygen species » (ROS) (Haliwell et Gutteridge, 1989 ;

Tessier et Marconnet, 199 5).
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I1.1.3. les principales formes des radicaux libres

I1.1.3.1. Radicaux libres oxygenes (ROS)

Ion superoxyde : O2°-

L’ion superoxyde (O2°-) est un dérivé tres réactif de Poxygene. Il est produit au cours du

métabolisme mitochondrial a la suite de la réaction suivante.

0-0° +e ¥ 00 (O)
Relativement stable, il n’est pas treés toxique pour l’organisme. Mais il est a ’origine de

cascades de réactions conduisant a la production de molécules tres nocives.
Radical libre hydroxyle . OH®

Le radical libre hydroxyle (OH®) est tres réactif. Son temps de demi-vie en milieu aqueux est
de 10-6 secondes. Il peut réagir avec de nombreuses molécules comme ’ADN, les glucides,
les nucléotides, les protéines et étre a ’origine de 1ésions de nécrose. C’est un dérivé de ion
superoxyde. Il peut étre produit a la suite de diverses réactions. Nous en citerons deux a titre
d’exemple, comme :

- la réaction d’Haber-Weiss

07 +H +H0+Fe ————» HO® +H0 +Fe™
- la réaction de Fenton .
H:0:+Fe" +H —  ®F¢ +H.0+HOP
L’oxygene singulet . 1’0,
Lorsque de I’énergie est apportée a 'oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente
la forme activée. C’est une forme tres énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de

nombreuses molécules. Il est formé a partir de "ion superoxyde selon la réaction suivante .

= " 1. oceny gl
20-0F ——— =~ O, (sous I"action de la lumuiere)
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Le radical peroxyde est considéré comme une espece réactive dérivée de I'oxygene (ROS)
méme s’il n’a pas une structure radicalaire car il est capable d’initier ou de propager des

dommages oxydatifs. Il peut étre produit au cours des mécanismes illustrés par les équations

suivantes :
O+ H S HO,®
puis 2 HO;® g H,0:+ O

Le peroxyde d’hydrogene (H,O,)
Le peroxyde d'hydrogene est produit a partir du radical superoxyde en solution aqueuse.
Cet ion provoque la dismutation de l'eau pour former du peroxyde d'hydrogene et du

dioxygene (Halliwell ef 2, 1984) catalysée par le superoxyde dismutase (SOD).

200" 72— H0, 70
Le peroxyde d’hydrogene est moins réactif que 'anion superoxyde, mais il possede une

capacité de diffusion importante (Jacques et André, 2004).
I1.1.3.2. Radicaux libres azotés (RNS)

L’oxyde azotique NO° est principalement produit par un systeme enzymatique, la NO
synthase, qui transforme ’arginine en citrulline en présence de la NADPH (1.5 équivalent).

(Radi, 2004).
L- Arginine + O2 - L-Citrulline + NO°

Il est aussi possible de le produire par réduction des nitrites en nitrates sans 'aide d’enzyme.
Le NO° peut réagir avec les fonctions thiols en donnant naissance aux S-nitroso thiols
(RSNO), avec les métaux de transition (fer, cuivre) et avec Panion superoxyde pour former le
peroxynitrite. La forme acide du peroxynitrite (ONOOH) est un oxydant fort, dont la

rupture produit deux oxydants puissants (NOZ °, OH®). Il peut €galement s’additionner au
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CO2 pour donner un adduit instable, qui donne par la suite les radicaux NO2 ° et CO3°-.

(Eiserich etal, 1998).
I1.1.3.3. Radicaux libres soufrés

IIs ont comme origine l'oxydoréduction a un électron du couple disulfure/ di thiol de
protéines ou de petits peptides. Le principal disulfure cellulaire est le glutathion, qui est un
tripeptide dont la concentration dans le cytosol peut aller jusqu’au mm. Dans le milieu
intracellulaire réducteur, il est présent a I’état réduit thiol (GSH). Lors d’une attaque
oxydante, il se dimérise pour donner GSSG, tout en passant par le radical thiyle (GS°) qui est

un oxydant fort, puis un disulfure (GSSG°-). (Houée Levin, 2005).

e 2H -
— £
IGSH & mmmm— e 0g? = G5'=SC  —=— GSSG
Larmidee LIV o Ayikices
Iy 3, — O, l
fhoagine singulel frrygdne

Supomnyde

3 .1|-.||||.|I.1-¢';/"
L \' B rpclon

Arginine._ j_,-"'-{’ SIATIPH o l a

"’/..r' Fa™

L T lmlr L}

Mosaoxyde o ozate Lrriesy sanperox e
ONOCY I e | {VHL
et it ide Foexclivvid bl i
4 \ // N
E v -y
Mitratiom des Artivatinn U wilation Perowydatinn vl Bl alas
proicimes des cascades des protéines lipi digguee I"ADN
e Kinases

Figure10 . Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de

l'oxygene impliqués en biologie (Favier, 2003).
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I1.1.4. Les sources des ERO
Les principales sources des radicaux libres sont soit endogenes ou exogenes
I1.1.5. Les conséquences biologiques du stress oxydatif

L’accumulation des EOR a pour conséquence "apparition de dégats cellulaires et tissulaires
souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines les

lipides et I'acide désoxyribonucléique (Valko ef al, 2006).

|
. Mn®
NG / 0, B Métaux de transition
e 3 Oyt

\/ \Dhmuumnspmm& S e L)
| + etou enzymatique TN dﬂf‘ﬂ“@“
. H.O — & métanx

ONOO™ 22 0,

J H}WM'“V Mol :

2 : e, Cu’

@ +""Roo - rOOH )

ocl . ]
" OH
. 5 ' RO’
* ] l s —
i T o ; Proteines (dégradation,
ADN (modification Lipides (peroxydation, fragmentation, peroxydation,
| des bases, cassures) perte des acides gras) | o | Lodecokon ‘macth':;tim]
| | '
| — e —+—

Figure 11 . Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR
(Kohen et Nyska, 2002).
I1.2. Les antioxydants
L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des EOR est particuliecrement fragile. Le

maintien d’un niveau non cytotoxique de ces derniers est assuré par des systemes

d’antioxydants. (Boyd ef al, 2003 ; Berger, 2006).
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I1.2.1. Définition

Les antioxydants sont l'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de l'oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un
compos¢ stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003). Les
antioxydants servent a controler le niveau des especes réactives pour minimiser le dommage

oxydatif.

I1.2.2. Les types d’antioxydants
1. Antioxydants enzymatiques

a- Les superoxy des dismutases (SOD)

La famille des superoxydes dismutases comporte trois isoformes (SOD, SOD,, SOD3) dont le
rOle est la dismutation de deux anions superoxyde en especes oxygénées moins réactives que
sont H2Z02 et O2Z (Antwerpen, 2006).

. SOD
20,7+ 20 > H0: +0

b- Les catalases

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les peroxysomes.
Elle catalyse la réaction de détoxification du H,O; (généralement produit par la SOD). Elle

est surtout présente au niveau des globules rouges et du foie. (Soulére ef al, 2002).

EHJOJ {_rﬂtﬂlﬂﬁf > ZH]O'i'D]

c-La glutathion peroxydase et réductase (GSHPx)

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries e role de
glutathion peroxydases (GPy) est de déduire d'une part le peroxyde d'’hydrogene en molécule
d'eau, et d'autre part les hydropreoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de cette

réaction, qui demande l'intervention de deux molécules de glutathion (GSH), Celles-ci se
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transforment en glutathion-dissulfure (GSSG) (Marfak, 2003).La glutathion réductase (GR),
quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG au cours de cette réaction, la

glutathion réductase utilise un cofacteur, le NADPH .

GR
GSSG +NADPH +H- ————— = 1 G5SH + NADP~

Cette réaction produit du NADP*qui sera regénéré en NADPH pour une utilisationultérieur,

par une autre enzyme ; le G6PD (glucose-6-phosphate-deshydrogénase), (Curtay et Robin,

2000).
GEPD
NADP "= NADPH
o 5 SOy CA'l
Oy—» 0 ——— P> H0,— P H:0+20;

GSH «  » NADI
i

.-I |)

GPx l GR] | G6PD
I \ FAN i

Ho € »gssG 7 —NaprH <€

Figure 12 . Principales étapes de la défense enzymatique contre les especes réactives de
loxygene.
d) Les thiorédoxines (TRx) et 1a thiorédoxine réductase (TRxR)

Les thiorédoxines sont des enzymes a activité antioxydant intrinseque comme toutes les
protéines a groupement thiol (-SH). Elles jouent aussi un role important dans la régulation
du systeme immunitaire. Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par la thiorédoxine
réductase (TRXR) qui est une enzyme possédant un groupement s¢lénocystéine dans son site
actif. La TRxR intervient aussi dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du peroxyde

d’hydrogene et dans la régénération du radical ascorbyl en acide ascorbique (Hattori ef al,

2003).
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2. Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques se divisent en deux principales catégories, les
endogenes (molécules issues de la biosynthese), et les exogenes (vitamine, oligoéléments) La
glutathion réduit (GSH), 'ubiquinone, le cytrochrome c et les vitamines E et C (Blandine,

2006).

a- Glutathion

Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogene et/ou les peroxydes organiques
grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il peut aussi réduire les
radicaux formés par l'oxydation des vitamines E et C, baissant ainsi les niveaux de
peroxydation lipidique. Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est
souvent utilis¢ comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H202 est
important, plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion oxydé augmenté.
b-Acide Urique

Il s’agit d’un produit issu du catabolisme des bases puriques. Comme pour tout couple
acido-basique 'une ou lautre des formes est prépondérante selon le pH du milieu . au pH
physiologique la forme ionisée, l'urate, est prépondérant. Il agit comme un donneur
d’¢lectrons capable ainsi de stabiliser les radicaux hydroxyl HO®, peroxyl ROO®, et 'oxygene

singulet (Powers et Jackson, 2008).

3. Les antioxydants exogénes

a- Vitamine E ou a-tocophérol

Elle prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux
peroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales, les noix, les amandes, les graines, le lait,

les ceufs et les 1égumes a feuilles vertes (Ahmet, 2003).
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b-Vitamine C ou acide ascorbique

L’acide ascorbique et ses dérivés; Il peut €tre d’origine naturelle (fruits et 1égumes) ou
synthétique. 1’acide L-ascorbique (vitamine C) et son dérive le palmitate d’ascorbyle, ils sont
des antioxydants utilisés en synergie. Il possede un caractere acide et intervient dans les
¢changes d’oxydoréduction grace a sa fonction ene-diol. L’acide ascorbique s’oxyde en acide
déshydro ascorbique, prévenant ainsi loxydation d’autres substances moins réactives
(Portes, 2008).

T-OH + AGPI-O0° - T-O° + AGPI-OOH
Asc-H- + T-O° - T-OH + Asc
La vitamine C est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présents dans les fluides

intra- et extracellulaires (compartiments hydrophiles). (Vertuani ef al, 2004).
c- Les caroténoides

Se sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés en deux
grandes familles . les carotenes et les xanthophylles. L’activité antioxydant de ceux-ci est liée
a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO°, HO®,
02°, R° par simple addition électrophile et transfert d’¢lectron. Ils permettent, en
particulier, de neutraliser I'oxygene singlet (Valkoet aZ, 2006).

d-Les oligoéléments

Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans la
défense contre le stress oxydant. Ces oligoéléments jouent le role de cofacteur pour
maintenir activité catalytique des enzymes antioxydants.

e- Les antioxydants exogenes phénoliques

Une grande partie de ces molécules est présente dans les plantes. Les plus connus sont les
acides phénoliques (benzoique ou cinnamique), les flavonoides, et les tanins. Les stilbénes et
le lignan sont moins connus (Dai et Mumper, 2010) ; ils sont capable de pi¢ger des ROS,

d’inhiber le peroxyde lipidique en réduisent le radical hydroxyle, superoxydes et
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peroxydes ; capable aussi de piéger les ions métallique, car ils ont des propric¢tés chélatrices.
f-Les flavonoides

Les effets protecteurs des flavonoides contre les oxydants dans les systemes biologiques
peuvent étre attribués a différents procédés soit par transfert direct d'¢lectrons du radical
libre aux flavonoides, soit par voie indirecte par la chélation des ions métalliques,
l'activation des enzymes antioxydants, ou l'inhibition des oxydases (Prochazkova ef al,

2011).
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Maiériel et Méthodes

Matériel et Méthodes

L’¢étude expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire de pédagogique, Université
Abbés laghrour-Khenchela- a partir le 28 avril 2018 jusqu’a 29 Mai 2018.Elle comporte
deux parties :
La 1%°partie

Préparation de Pextrait méthanolique de la partie aérienne de la plante médicinale
Afriplex halimus.L, analyse phytochimique qualitative et dosages des polyphénols totaux, et
des flavonoides.
La 25™partie

[’évaluation de lactivité antibactérienne par la méthode de diffusion des disques sur
un milieu solide et la détermination des concentrations minimales inhibitrices.

Etude de Pactivité antioxydante de cet extrait par la technique de piégeage du radical

libre DPPH.

I. Matériels

L.1. Matériel végétal
a. Récolte de la maticre végétale
La partie aérienne d'Afriplex halimus L. a été récoltée avant les périodes de floraison, la
récolte de la plante a été réalisée entre 04 a 18 Avril,2019, de la région de M’ Toussa(une
commune de la wilaya de Khenchela en Algérie (les coordonnées: 35° 35' 58" Nord, 7° 14'
42" Est).
b. Séchage
Apres la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la bonne
conservation de notre plante, un séchage a l'air libre et a 'obscurité pendant une dizaine de
jours a été réalisé. Elle est, ensuite, broyée par un broyeur électrique, et conservée dans des

fioles en verre.
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I.2. Matériel de laboratoire
L’appareillage utilisé est le suivant .

Spectrophotométre UV-visible (SP-UV 2005 Spectrum).

Rota vapeur (Hahapeur : KIT / LAB) HS- 2005-N).

Balance de précision.

Agitateur (SCILOGEX MS7-H550-Fro).

Bain-marie (Memmert C).

pH metre (pH 211 microprocassor).

Vortex

Chambre UV (254/365)

1.3. Réactifs
Plusicurs réactifs chimiques et solvants ont ¢té utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits : Eau distillée, eau physiologie, folin-ciocalteu, trichlorure de fer (FeCI3),
trichlorure d’aluminium (AIC13),Méthanol (MeOH), butanol (BuOH), chloroforme(CHCI3),
Acide sulfurique(H2504), Anhydre acétique, Liqueur de Fehling A , Liqueur de Fehling B,
Hydroxyde d’ammonium(NH4OH),soude (NaOH), Acide chlorique, Wagner,
Mayer(Chlorure de mercure(HgCI2) 1, 36 g + 5g de lodure de potassium + 100ml eau
distille), DPPH(2,2-Diphéxnyle-1-picrylhydrazyl ), NaZHPO4 (Hydrogeno phosphate de
sodium), KHZPO4(dihydrogéno phosphate de potassium), NaCl, KCI, acétone.

II. Méthodes

IL. 1. Préparation de P’extrait méthanolique
La préparation d’extrait méthanolique est réalisée par épuisement a froid de 20 g de la
poudre végetale, dans 100 ml d’une solution hydro-alcoolique, méthanol/eau distillce (8/2,
v /v) pendant 24h avec agitation continue a température ambiante et a I’abri de la
lumiere(le bécher doit €tre couvert par papier Aluminium). Apres filtration a I'aide papier

filtre, Pextrait brut obtenu est soumis a une évaporation de solvant a sec sous pression
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réduit a 40°C a Paide d’un évaporateur rotatif , extrait sec obtenu est en suit stocké a une

température de +4° C.

On a fait une deuxi¢me macération avec la méme quantité et le méme volume.

Photo 01 . Photo de filtration de Pextrait brut

Photo 02. Photo d’un évaporateur rotatif utilis¢ pour sécher 'extrait méthanolique.
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% Calcule de rendement d’extraction

Le rendement d’extraction de 'extrait méthanolique est déterminé par le rapport du poids
de lextrait sec apres évaporation sur le poids de la maticre végétale seche utilis¢ pour
Pextraction, multipli¢ par 100%

R % - (m1 x 100) /mO

m1- masse en gramme de extrait sec

mO - masse en gramme de la maticre végétale seche

Rd- rendement

% Les dilutions

Pour réaliser ce travail, nous avons utilis¢ trois (03) concentrations de [Dextrait
méthanolique : la premicre c’est la solution mere a 100% (1mg/1ml), la deuxic¢me est €gale a

70 % (0,7mg/1ml) et la derniere concentration est €gale a 20% (0,2 mg/1ml).

11.2.Etudes phytochimique

I1.2.1. Tests préliminaires de 1la composition chimique
Les recherches ont porté sur la recherche des principaux groupes chimiques (alcaloides,
tanins, flavonoides, saponines,) par des réactions en tubes.
a. Tanins
Dans un tube a essai, nous avons introduit 2 ml de Pextrait a analyser avec 0,5 ml d’une
solution aqueuse de chlorure de fer (FeCl3) a 1%. La présence des tanins est dévoilée par une
coloration verdatre ou bleu-noiratre.
b. Flavonoides : test de Shinoda
Macérer 10 g de la poudre seche dans 150 ml d’HCI dilué a 1% pendant 24h, filtrer et
procéder au test suivant . prendre 10 ml du filtrat, le rendu basique par I'ajout du NH+OH
.Un test positif est révélé par I'apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure de

tube a essai.
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c. Coumarines : Fluorescence UV

Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 ml d’extrait avec 0,5 ml de I’hydroxyde
d'ammonium (NH40H) a 10%. Un deuxie¢me tube non trait¢ par NH4OH a été préparée pour
servir comme témoin. Apres dépot d’une goutte sur un papier filtre, apparition d’une
fluorescence intense, sous lumicre ultra-violet (366 nm) indique la présence des
coumarines.

d. Quinones libres

Dans un tube a essai, nous avons ajouté¢ 5 ml de I'extrait a 0,5 ml de soude (NaOH) a 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet révele la présence des quinones
libres.

e. Anthraquinones

Dans un tube a essai, nous avons introduit 5 ml de ’hydroxyde d'ammonium (NH4OH 10%)
avec 5 ml d’extrait. Apres agitation, la présence des anthraquinones est indiquée par une
coloration violette.

f. Alcaloides

La mise en ¢évidence des alcaloides a ¢ét¢ effectuée par une réaction de précipitation en
présence des réactifs des alcaloides (Mayer et Wagner). A 1 ml d’extrait, nous avons ajouté
quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCl 1%), puis la solution est divisée en deux
volumes égaux. Nous avons introduit 0.5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube, et 0.5
ml de réactif de Wagner dans le deuxieme tube. La formation d’un précipité blanc ou brun
respectivement dans les deux tubes révele la présence des alcaloides.

g. Stérols et triterpenes : Test de Liebermann-Burchard

A 5 ml d’extrait, nous avons ajouté 0,5 ml d’anhydre acétique et 0,5 ml d’acide sulfurique.
Apres incubation de 15 min, apparition d’une couleur mauve, verte ou violette indique un

test positif.
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h. Terpénoides : Test de Salkowski

Dans un tube a essai nous avons introduit 5 ml d’extrait, 2 ml de chloroforme et 3 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a
I'interphase, indique la présence des terpénoides.

i. Saponosides: Test de mousse

Dans un tube a essai, ml d’extrait ont été agité énergétiquement pendant 15 secondes puis
laiss¢ au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm
indique la présence de saponosides.
j. Composés réducteurs

Un volume de 1 ml d’extrait a ét¢ mélange avec 2 ml de la solution de Fehling (1 ml de la
liqueur de Fehling A et 1 ml de la liqueur de Fehling B), puis incubé¢ au bain marie bouillant
pendant 8 minutes. Un test positif est indiqué par 'apparition d’un précipité rouge-brique.
I1.2.2. Analyses quantitative de 'extrait
I1.2.2.1. Dosages des polyphénols totaux

a. Principe

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué¢ par une méthode adaptée de
singleton et Ross en (1965), avec le réactif de folin-Ciocalteu. En milieu alcalin, le réactif de
Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses
hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu. (Daels-rakotoarison, 1999).

b. Mode opératoire

Ce dosage a ¢té réalis¢ selon la méthode décrite par Wong C (2006). Le taux de polyphénols
totaux dans nos extraits, a été calculé a partir d’'une courbe d’étalonnage linéaire, établie
avec des concentrations précises d’acide gallique comme standard de référence, dans les
mémes conditions que P’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgramme

d’¢quivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait ugk AG/mg .
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200 pL de P’extrait (Img/ml) + 1ml de
réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué

}

4 minutes d’incubation a la température ambiante

800 pl de la solution de carbonate de
sodium Na2CO3 (75 g /1)

Incubé pendant 2 heures dfs Pobscurité et température ambiante

L’absorbance des extraits a été mesurée par
un spectrophotométre a 765 nm

Figure 13 . Mode opératoire de dosage des polyphénols
11.2.2.2. Dosage des flavonoides
La détermination quantitative des flavonoides d’extrait méthanolique des est ¢laborée par la
méthode colorimétrique de trichlorure d’aluminium.(Dejdanne et af, 2006).
a. Le principe
La méthode colorimétrique de dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces composés
a former des complexes chromogenes avec le chlorure d’aluminium (AICI3), qui donne a la
solution une coloration jaunatre dans I’absorption maximal et la longueur d’onde a 448 nm,
contre un témoin préparé dans les mémes conditions et ne contenant pas 'extrait de
IAfriplex Halimus L.
b. Mode opératoire

Le protocole de dosage est présenté dans la figure suivante -
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1 ml d’extrait (1mg/ml de
méthanol)

T

+1ml d’AICI3 a 2%

/

Agitation puis incubation a I’obscurité
pendant 10 mn température ambiante

!

Lire I’absorbance a 430 nm

Figure 14 : Mode opératoire de dosage des flavonoides (Dejdanne ef al, 2006).

Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire

(y-a x+b) réalisée par un standard étalon "la quercétine" a différentes concentrations dans

les mémes conditions que DIéchantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’¢quivalent de quercétine par milligramme d’extrait (mg EQ/mg).

I1.2.2.3. Criblage phytochimiques par chromatographie sur couche mince (CCM)

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur
force de migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de solvant, adapté
au type de séparation rechercher, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut étre
un gel de silice ou de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas suffisantes
pour identifier un produit mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal- Rf - et
coloration) susceptibles d’orienter vers une hypothése de structures. Les analyses par CCM
ont été effectuées avec des plaques a gel de silice, sur support rigide en aluminium.
[’échantillon a séparer est solubilis¢ dans le méthanol (0,1g/ml), il est dépose sur la plaque a

I'aide d’une micropipette (10 pl) d’une fagcon perpendiculaire et linéairement, on peut
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effectuer plusieurs dépdts successifs du méme analyse en méme endroit, cette pratique
permet de concentrer Panalyse (Sine, 2003).
1. Phase mobile
Six systemes de solvants organiques a polarités différentes ont été essayés:
Systéme 1 . Acétate d'¢thyle/ Acide formique/Acide acétique /eau (100:11:11.26)
Systeme 2 . Butanol/ Acide acétique/eau (4:5:5)
Systeme 3 . Ac¢tone/ecau (1:1)
Systéme 4 : Butanol/ Acide acétique/H20 (2: 3:5)
Systéme 5 . Acétate d'¢thyle/Acide acétique glacial/Acide formique/H20
(100:3:11:25)
Systéme 6 . Chloroforme/Acide acétique glacial/ Méthanol/ H20 (16:8:3:2)
2. Développement des plaques
Dans la cuve recouverte et préalablement saturée par les vapeurs du systeme solvant
appropri¢ ; Chaque plaque est déposée en position verticale ou légerement inclinée. La
phase mobile entraine par capillarité les échantillons a étudier vers le haut de la plaque
(Sine, 2003).
3. Expression des résultats
Apres développement, les plaques sont séchées, puis visualisées séparément par une
révélation physique sous lampe UV a 254 nm et 365 nm. Pour chaque spot on a calculé le
facteur de rétention qui est égal a la distance parcourue par le constituant sur la distance
parcourue par le solvant et les rapports frontaux des spots, ainsi l’identification des
constituants de différents extraits (Vuorela ef al, 2005).
Rf - d/D

Dont . d. Distance parcourue par le constituant. D. Distance parcourue par le solvant.
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I1.3. Activités biologiques

I1.3.1. Activité antibactérienne
L’¢tude du pouvoir antibactérien par cette technique a ¢été identique a celui de
L’antibiogramme, nous avons utilisé la technique de diffusion en milieux gélosés sur boites
de pétri en adaptant la méthode de disques.
I1.3.1.1. Préparation de milieu de culture

a. Gélose Muller Hinton

suspendre de 19¢ du milieu dans 500 ml d'eau distillée, bien mélanger et dissoudre par
chauffage avec agitation fréquente, porter a ¢bullition pendant une minute jusqu'a
dissolution complete. verserdansunrécipientappropriéetstériliserenautoclaveal21°cpendant
15 minutes.
b. Gélose nutritive
Suspendre 14,5 g dans 500 ml d’eau distill¢, chauffer jusqu’a la dissolution totale.

Autoclaver a 121°C pour 15 minutes.

Photo 03 . Préparation des milieux de culture

I1.3.1.2. Les souches bactériennes utilisées
Afin de tester le potentiel antibactérien d’extrait méthanolique, trois souches ont été

utilisées .
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Tableau 03 : Les souches utilisées dans la présente expérimentation

Espéce bactérienne Caractéristiques Maladies provoquées
FEscherichia coli Bacille,  mobile, = Gram | Diarrhées, infection
négatif, pathogene. urinaire, méningite,
septicémies.....
Staphylococcus Aureus Cocci, immobile, Gram | Infections cutanées
positif, disposés en amas ou | suppurees (furnocles, abces
en grappe de raisin. a localisation varieés........)
toxi- infection alimentaire.
Listeria monocyftogenes Gram positif, pathogene | Listeria peut causer la

pour I’homme, bacille de

petite taille, mobile

listériose, une maladie

grave, mais rare qui peut

enfrainer dans certains cas
une infection du cerveau et

méme la mort.

I1.3.1.3.Repiquage
Couler 20 ml de la gélose nutritive dans chaque boite de pétri et laisser solidifier. Prendre
une goutte de la suspension bactérienne étaler la goutte de suspension a la surface du milieu
de culture sur boite de pétri a ’aide d’une anse de platine stérile et incuber a 37 c° pendant
24 heures.

I1.3.1.4.Préparation de la suspension bactérienne
Apres le repiquage racler a aide d’une anse de platine quelques colonies, décharger ’anse
dans 10 ml d’eau physiologique, prendre avec une pipette Iml de la suspension bactérienne
et ajouter 9 ml d’eau physiologique stérile, cette dilution est effectuée pour chaque type de

la suspension bactérienne.
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I1.3.1.5. Ensemencement
L’ensemencement a €t¢ faite sur un milieu Geloses Muller Hinton (MH), coulées en boites de
Pétri sur une épaisseur de 4 mm (Les g¢loses sont séchées avant emploi), les €tapes de
I’ensemencement sont résumées comme suivant .

v" Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

v' L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum ;

v Frotter ’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées

v' Répéter opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter ’écouvillon sur lui-méme. Finir Pensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose ;

v Une série de dilutions (1/1,1/2,1/4 et 1/8) de Textrait méthanolique dans le
diméthylsulfoxide (DMSO) est réalisée a partir d’une solution mere 200mg d’extrait
méthanolique préalablement dissouts dans un ml DMSO.

I1.3.1.6. Dépdt des disques et des extraits
L’opération d’application des disques au niveau de boites de Pétrie est résumée dans les
¢tapes suivant .

v' Des disques de papier filtre de 6,0 mm de diametre (Wattman n° 1) sont imprégnés
individuellement avec 15 pl d’extrait a différentes concentrations ;

v' A Taide d’'une pince stérile on applique les disques a la surface des milieux déja
ensemences ;

v Un disque de P'antibiotique (Gentamicine 30pl) est placé dans la boite de Pétri
comme controle positif ;

v" Un disque imprégné de 5 pl de DMSO est utilisé comme témoin négatif ;

v" Chaque test est réalisé en trois répétitions ;
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v" Les boites sont fermées et incubées a température ambiante pendant 20 min, ensuite

dans une étuve a 37 °C /24 h.
I1.3.1.7. Lecture

La lecture se fait apres 18 a 24 h d’incubation a 37°C, 'obtention d'un halo clair autour du
disque indique 1'inhibition de la croissance microbienne. Le diametre de la zone d'inhibition
est mesuré¢ en mm incluant le diametre du disque.
Cette sensibilité est classée selon (Ponce ef al, 2003) comme suit :

» Non sensible pour un diametre inférieur a 8 mm ;

> Sensible pour un diametre de 9-14 mm ;

» Tres sensible pour un diametre de 15-19 mm ;

> Extrémement sensible pour diametre supérieur a 20 mm.

Photo 06 . Les différentes étapes de Pactivité antibactérienne.

I1.3.2. Activité antioxydante

L'activit¢ antioxydante ne doit pas étre conclue sur la base dun seul modele de test
antioxydant et en pratique, plusieurs essais in vifro sont menés pour évaluer lactivité
antioxydant avec les échantillons d'intérét. Un test a été utilisé pour évaluer Dactivité

antioxydants des extraits. le test de DPPH (2,2-diphényl-1 -picrylhydrazyl).
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11.3.2.1.Test scavenger du radical libre DPPH
Dans cette analyse la capacité antioxydante est déterminée par l'activité du balayage des
radicaux libres en employant le radical libre stable DPPH (C1sH12N506) qui est I'un des
essais principaux employés pour explorer l'utilisation des extraits d'herbes comme
antioxydants.
a. Protocol
Le DPPH- (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH-est réduit
et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a
calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH-, qui est proportionnel au pouvoir anti
radicalaire de ’échantillon.
b. Mode opératoire
Cette méthode  spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de
capteurs de radicaux libres, et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine. Ceci permet de
suivre la cinétique de décoloration a 517 nm. Pour cela ’effet de chaque extrait sur le DPPH
est mesuré par la procédure décrite par (Benariba ef al2013) avec quelques modifications.
Cent microlitres (100 pl) de chaque dilution de I'extrait ont ét¢ mélanges avec 900ul de la
solution de méthanol de DPPHs a 0.004%. Apres 30 min d'incubation a la température
ambiante et a obscurité, 'absorbance a été mesurée a 517 nm. Le controle négatif est
compos¢ de 100 ul de méthanol et de 900 ul de 1a solution de DPPHe. Le controle positif est
représenté par une solution d'un antioxydant standar; 1'absorbance de 'acide ascorbique est

mesurée dans les mémes conditions que celles de ’extrait.
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c. Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits a €t€ calculé comme suit -

Absgjane: absorbance du control négatif lue a 517 nm

1% = ((AbS Blanc'Abs test)/Abs Blanc) x 100

ADsS (o5: absorbance de 1’échantillon lue 4 517 nm

La concentration inhibitrice de 50 % de P’activité du DPPH (IC50) de chaque extrait a €t¢ par
la suite calculée a partir de ’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction
de la concentration de I'inhibiteur. Elle a été exprimée en mg / ml et comparée avec celle du

acide ascorbique.

d. Calcul de Pactivité anti radicalaire
PAR ou activit¢ anti radicalaire qui est inversement proportionnel a la concentration
d’inhibition médiane (ICso).

PAR = 1/ ICso0
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Résultats et Discussion

Notre travail porte sur I'étude phytochimique et ’évaluation de 'activité antioxydante et
antibactérienne de 'extrait méthanolique de la partie aérienne d Afriplex halimus L.

1. Détermination du rendement d’extraction

Le tableau 04 montre le rendement de ’extraction méthanolique de la plante étudiée.

Tableau 04 : Le rendement de U'extrait méthanolique d’ Afriplex Halimus L.

Le poids du matériel Couleur et Poids Rendement
La plante
Végétal en (g) Aspect de extrait ~ d’extraction en (g) en (%)
Atriplex
40¢g Vert foncée 2,4¢ 6%
halimus 1

Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en poudre,
les résultats ont ¢t exprimés en pourcentage (P/P).

R% = 2,4g /40g x100 = 6%

Photo 05 : La couleur de I'extrait méthanoique sec.

Le rendement n’est pas relatif ; il varie en fonction de Pespece végétale, 'organe utilis¢ dans
Pextraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espece en métabolites (de son

métabolisme) et de la nature du solvant utilisé dans P’extraction. En outre, le rendement
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varie d’une plante a une autre, semble étre liée aux différents facteurs, propriétés génétiques
de la plante ainsi qu’a I'origine géographique.
2. Tests phytochimiques

L’analyse phytochimique de Pextrait d’'une plante médicinale est une étape préliminaire et
d’une grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants bioactives
responsables des vertus thérapeutiques. Elle permet de déterminer les différentes familles de
composés qui existent dans 'extrait méthanolique de FPAfriplex halimus L. par des réactions
qualitatives de caractérisation, la mise en évidence de ces derniers nous permet d’avoir une
bonne idée sur les activités pharmacologiques que possede la plante. Ces réactions sont
basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a
chaque famille de composés, les résultats obtenus sont consignés dans le tableau -

Tableau 05 : Résultats des tests phytochimiques de ’extrait méthanolique I’Atriplex halimus L.

Phytoconstuants Réactifs Observation Résultat
Tanins FeCl3 1% Coloration verdatre +
. HCI dilué a 1% Apparition de couleur

Flavonoides _ s

NH40OH jaune
. L’apparition de
Coumarines NH4O0H +
fluorescence
) ) . Couleur jaune, rouge ou
Quinones libres NaOH a 1% . +
violette
Anthraquinones NH4O0H a 10% Coloration violette -
Mayer Précipité blanc -

Alcaloides (+HCI)

Wagner Précipité brun -
. o Anhydre acétique Couleur mauve, vert ou
Stérols et triterpenes : : : -
Acide sulfurique violette
o Chloroforme 2 phases (couleur marron
Terpénoides _ _ o +
Acide sulfurique a 'interphase)
Saponosides Agitation Mousse persistante ++
Liqueur de Fehling

Composés réducteurs A+Liqueur de Précipité rouge brique ++

Fehling B

(++) : Présence forte, (+) . présence faible, (-) . absence
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Un screening phytochimique de la plante nous a permis de connaitre les composants
majoritaires présents. tanins, flavonoides, coumarines, quinones libres, terpenoides,
saponines et des composés réducteurs.

En revanche, on note l'absence des:. anthraquinones, alcaloides, stérols et les triterpenes.
Plusieurs recherches ont été effectuées sur lanalyse chimique des extraits et des huiles
essentielles de I'Afriplex halimus L. par mieux ceux de (Bemhamou et al, Z009), et de
(Belhadj-Tahar, 2018), dont les résultants de cette derni¢re révelent que I’évaluation
préliminaire de la composition chimique des différentes parties traitées mettre en évidence
la présence de quelques groupes chimiques : Saponines, Tanins, Flavonoides, Alcaloides,
Stérols et triterpenes. Ce qui est comparable a nos résultats, a ’exception des alcaloides.

La composition chimique d’un végétal varie selon les especes et au sein méme d’une espece.
Elle dépend des conditions de culture (qualité du sol, climat, irrigation, traitements
phytosanitaires) et de la période de récolte (précoce ou tardive).

La nature des principes chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique laisse
prévoir des activités pharmacologiques intéressantes de la plante étudiée. I s’agit
essentiellement des -

Flavonoides . souvent présentés comme antiallergiques, antiartherogeniques, anti-
inflammatoires, = hépato-protecteurs,  antimicrobiens,  antivirale,  antibactériens,
anticarcinogénique, antithrombotique, cardioprotecteurs et vasodilatateur.

Tanins . considérés comme des anti-nutriments grace aux divers effets nuisibles a savoir la
digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilit¢é des micronutriments et les
dommages du foie Ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par lequel on explique
leurs propriétés vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques.

Saponosides : Les saponosides possedent des propri¢tés anti-inflammatoires et

antioedémateuses.
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3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est fait par la méthode de Folin-Ciocalteu. La
quantification des composés phénoliques a ¢été faite en fonction d’une courbe d’¢talonnage
lin€aire (y-ax+ b) réalis¢ par une solution etalon (’acide gallique) a différents concentration.
La teneur en polyphénols totaux est exprimée en microgramme d’équivalents d’acide
gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

La figure 15 représente les résultats obtenus de la variation concentrations des

polyphénoles par rapport aux différentes concentrations de l'extrait:
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Figure15 : Teneurs en polyphénols pour les différentes concentrations.

Les résultats obtenus indiquent que Pextrait méthanolique d’ Afriplex halimus L. possede une
teneur en polyphénoles totaux égale a 16,86 nug EAG/ mg pour la premiere concentration, et
3,61 ug EAG/mg pour une concentration égale a 0,7 mg/ml et pour la troisicme
concentration (0,2 mg/ml) un teneur €gale a 1 ug EAG/mg.

Les teneurs en polyphénoles totaux, trouvées par Benhammou, (2009), chez lextrait des
tiges d’ Atriplex halimus L. sont (3.77 mg EAG/ g) et (10,12 mg EAG/ g) chez I'extrait des
feuilles de la méme plante.

La variabilité des résultats est due a la faible spécificit¢ du réactif de Folin-Ciocalteu qui est
l'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la

réduction de tout les groupes hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques,
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mais ¢galement de certains sucres et de prot¢ines ... .etc. (Gomez-Caravaca
et al, 2006).
Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique
(Djeridane ef al, 2006). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous
les composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais
beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent
¢leve (Tawaha ef al, 2007). Aussi, la variabilit¢ des teneurs en polyphénols chez les especes
végétales est influencée par la composition phénolique de Uextrait, les facteurs
génotypiques, les conditions biotiques, espece, organe et ’étape physiologique et abiotiques
(facteurs édaphiques), la nature du sol et le type du microclimat et aussi les ¢tages
bioclimatiques ou pousse la plante.

4. Dosage des flavonoides
Les flavonoides comme 63 composés les plus intéressants des polyphénoles sont aussi
déterminés dans ce travail par la méthode du trichlorure d’aluminium. La teneur en
flavonoides de I'extrait méthanolique d’ Afriplex halimus L. est exprimée en g équivalent de
quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

L'histogramme suivant montre les résultats obtenu de teneur en Flavonoides.
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La figure 16 représente les résultats obtenus de la variation concentrations des Flavonoides

par rapport aux différentes concentrations de l'extrait:

Concentration des Flavonoides
pg EQ/mg

1 0,7 0,2

Concentrations de I'extrait (mg/ml)

Figurel6 : Teneurs en Flavonoides pour les différentes concentrations.

D’apres les résultats illustrés ci-dessus, nous avons observé la teneur en flavonoides dans

Pextrait méthanolique, égale a 29,8 ug EQ/mg, 22,9 ug EQ/mg, et 8,81 ug EQ/mg, pour des

concentrations respectivement égale a 1mg/ml, 0,7mg/ml, et 0,2mg/ml.

L’¢tude faite par Belhadj-Tahar, (2018), a montré que I'extrait meéthanolique a une teneur
en Flavonoides égale 40,120+ 0,003 mg EQ/g MS, Ces faibles valeurs qui n’est pas similaire
a notre résultats, peuvent étre liées aux récolte, qui est effectuée en mois de Juin qui
correspond au commencement de la chaleur dans la région du Sahara, donc la plante
soumise a différents types de stress comme la sécheresse, la chaleur, les rayons ultraviolet, la

pollution de ’air et les attaques des agents pathogenes.

5. Criblage phytochimiques par chromatographie sur couche mince (CCM)
La chromatographie sur couche mince est une technique permettant d’identifier les

différents phyto composés de 'extrait méthanolique.
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Tableau 06: Résultats d'analyse par CCM

Suggestion des
Spots: Re (Couleur) classes des
(UV a 365nm) flavonoides
(Markham, 1982)

Sp1.0,3 (jaune-vert) Flavonols

Anthocyanidine-3-

Eluants

Sp3: 0,9 (rouge)

glucoside

Flavonols, ou
Flavonones, ou
Sp2: 0,4 (violet) Isoflavones, ou

Flavones

Flavonols, ou
Flavonones, ou
Sp2:0,2 (violet) Isoflavones,ou
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glucoside




Résultats et Discussion

Fluant1 Eluant2 Eluant3

Fluant4 Eluant5 Eluant 6

Figure 17 . Les résultats de plaque CCM.
D’apres les suggestions des classes des flavonoides proposées par Markham (1982),
I'identification des composés phénoliques de notre plante nous a permis de mettre en

¢vidence la présence de composants; flavones, flavonones ou les isoflavones en plus des
flavonols, et I’anthocyanidine -3-glucoside dans I’extraits méthanolique d’Atriplex halimus L.

Nous avons remarqué en particulier que certains flavonoides étaient tres répandus chez la
plante étudiée comme Anthocyanidine-3- glucoside. L’extraits méthanolique de I’Atriplex

halimusL .est plus riche en composés phénoliques, ces résultat sont été confirmés en par le

dosage des polyphénals.

6. Activités biologiques

a. Activité Antibactérienne

Les résultats de I’évaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait sont présentés ci-dessous
dansletableau 07:
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Tableau 07 : valeurs de diametres des zones d'inhibition (mm)

Dilutions Témoin
Souches Sm 1/1 1/2 1/4 1/8 Témoin négatif

positif DMSO

Escherichia coli — mm - -~ — 30mm
(ATCC 25923)

Staphylococcus Aureus - 7mm 8mm - - 32mm
Listeria monocyftogenes 8mm 9mm - - 30mm
(ATCC 7644)

*Sm: Solution mere (200 mg E-MOH/ 1ml DMSO)

Les résultats obtenus montrent une faible activit¢ antimicrobienne de ’extrait de IAfriplex
halimus L. par rapport a celui de la gentamicine utilisée comme antibiotique de référence.

L’extrait méthanolique n’a, cependant, produit aucun effet vis-a-vis toutes les souches
testées. Alors que, et selon Shani (1972), ' Afriplex halimus L. renferme des substances
polyphénoliques qui ont un effet antibactérien, notamment sur les bactéries Gram négatif.
De plus, les travaux de Bennejma (2017), surlAfriplex inflata FMuell (Chenopodiaceae),
décrient que l'extrait de n-BuOH et du les composés isolés, présentaient une activité
inhibitrice contre le Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Le résultat négatif pour ces especes bactériennes, peut signifier la résistance de ces dernieres
vis-a-vis Pextrait méthanolique d’Afrilex halimusl. Sachant que certains microorganismes
peuvent d’ailleurs dégrader les composés phénoliques qui leur servent alors des substrats

carbonés et favorisent ainsi leur croissance.
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La figure 18 suivante montre les zones d'inhibitions d'extrait méthanolique

d'Atriplex halimus L.

Listeria Staphylococcus Antibiotique-Listeria

Figure18 . Les zones d’inhibitions de 'extrait méthanolique d’ Afriplex halimus L.

b. Détermination de Tactivité anti-radicalaire par la méthode de DPPH,
(Effet scavenger)

Le radical DPPH. est 'un des substrats les plus utilisés généralement pour I’évaluation rapide
et directe de Iactivité antioxydante en raison de sa stabilité¢ en forme radicale et la simplicité
de lanalyse (Bozin ef al, 2008). L’activit¢ antioxydante est déterminée par la diminution de
I’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH. a 515nm, qui est du a sa réduction a une
forme non radicalaire DPPH-H par les antioxydants (AH) donneurs d’hydrogenes présent
dans Iextrait végetal ou par une autre espece radicalaire (Maisuthisakul ef al, 2007 ; Da
Silva Pinto ef al, 2008).

Les résultats de Pactivité antioxydante exercée sur le radical libre DPPH sont exprimés par le
parametre 1C50.Ce parametre a été employé par plusieurs groupes de chercheurs pour
présenter leurs résultats, il défini la concentration efficace du substrat qui cause la perte de
50% de lactivite de DPPHe (IC50), Plus cette concentration est faible plus I'effet antioxydant

est tres ¢leve (Brand-Williams ef al, 1995; Atoui ef al, 2005)
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Figure 19 . Pourcentages d’inhibition du DPPH.en fonction des différentes
Concentrations de l'extrait.
D’apres les résultats ci-dessus, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre

augmente significativement avec augmentation de la concentration.

> Calcul d’ICs9
La concentration inhibitrice mediane (IC50) est inversement li€e a la capacité antioxydante
dun compos¢, car elle exprime la quantit¢ d'antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre a 50%. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus activité
antioxydante d'un compos¢ est élevée (Pokornyef al, 2001).
La concentration d’¢chantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a été
calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations d’extraits.

IC50 = 0,40 mg/ml

> Calcul de la PAR
Un autre parametre calculé a partir de la concentration efficace, c’est l'activité anti
radicalaire. Plus ces valeurs ne tendent pas et s’¢loignent du zéro, plus la puissance

antioxydante augmente.

PAR =1/ 1Cso PAR - 2,5
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Les valeurs de I'ICs, trouvées dans Les travaux de BELHADJ-TAHAR (2018), pour I'Afriplex
halimus L sont inférieures a nos résultats. Selon les études, les polyphénols sont des supports
majeurs de l'activité antioxydante. Le profil antioxydant in vitro et in vivo d’'un grand
nombre de polyphénols est d¢ja largement étudié. Cette activité est directement lice a la
structure phénolique qui confere a la molécule la capacité de générer des radicaux libres
stabilisés par résonance. En effet, la formation des radicaux peut modifier les réactions
oxydatives radicalaires générées chez les humains. Les polyphénols empéchent la formation
de telles molécules oxydantes tres réactives et provoquent leur élimination avant

d'endommager les constituants de la cellule.
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Conclusion

Notre travail, est focalisé sur I’étude phytochimique et biologique a partir du fractionnement
de Pextrait méthanolique brut de la plante médicinale Afriplex halimus L. de la famille des
chénopodiacées, choisies sur la base de leurs usages traditionnels. L’objectif de notre travail
est ’¢tude de quelques caractéristiques de " Afriplex halimus L. par 1’étude phytochimique,
I’évaluation de sa teneur en flavonoides et polyphénols, la chromatographie sur couche
mince ainsi que Pestimation in vifro des activités antioxydante et antibactérienne de cette
plante. Les analyses ont ¢té réalisées sur ’extrait méthanolique.

L'extraction des composés phénoliques des feuilles de la plante a permis d'obtenir des
rendements (6 %). Suite au criblage préliminaire des différentes familles des métabolites
secondaires contenues dans la plante investie . tanins, flavonoides, coumarines, quinones
libres, terpenoides, saponosides, composés réducteurs ont ét¢ mis en évidence. Cependant les
anthraquinones, les alcaloides, les triterpenes et les stérols sont absents dans ’extrait. Ainsi,
le criblage par la CCM de l’extrait méthanolique a révélé la présence des différentes classes
flavonoiques susceptibles d’exprimer les différentes activités recherchées.

L’extrait obtenu a ét¢ analysé quantitativement par spectrophotometre UV-visible, ce qui
nous a permis de déterminer les teneurs en phénols totaux, et en flavonoides.

L’évaluation de lactivité antibactérienne selon la méthode de diffusion en milieu gélosé
(antibiogramme) a révéle que Pextrait méthanolique n’a, cependant, produit aucun effet
vis-a-vis les trois souches bactérienne testées.

L’activit¢ antioxydante de 'extrait méthanolique d’ U Afriplex halimus L. a ét¢ évaluée in
vitro par la méthode de réduction de radical libre DPPH. Nos résultats montrent que effet
de Plactivit¢ antioxydante est tres ¢levé avec un IC50-0.40 mg/ml et une activité

antiradicalaire (PAR) égale a 2.5.
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Perspectives

Nos perspectives d’avenir sont -

» L¢tude de plusieurs extraits séparément puis lisolement et I'identification des
différents composés qui sont responsables des différentes activités biologiques de la plante.

» L¢tude quantitative pour déterminer les quantités de chaque métabolite secondaire
existé dans la plante.

> Lutilisation de divers techniques notamment la chromatographie et les méthodes

spectrales pour I’élucidation structurale des métabolites qui sont responsables de ces

activités biologiques.
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Résumé

LAtriplex halimus L est une plante médicinale appartenant a la famille des
chénopodiacées, cette espece connue sous le nom de « G'taff ». Ce travail porte sur I’étude
phytochimique de Tespece Afriplex halimus L. ainsi que D’évaluation de [Pactivité

antibactérienne et ’activité antioxydante.

L’extraction méthanolique des parties aériennes de cette plante par macération permet a

lobtention d’un rendement égal a 6%.

Les tests phytochimiques basant sur lutilisation des techniques physicochimiques et
spectroscopiques, montrent la présence des tanins, des flavonoides, des coumarines, des

quinones libres, des terpenoides, des saponines et des composés réducteurs.

Les résultats du dosage des polyphénols et des flavonoides montrent que extrait
méthanolique a une teneur en phénols totaux égale ale6, 86 ug EAG/ mg, 3,61 ug EAG/mg
et 1 ug EAG/mg et une teneur en Flavonoides égale a29, 8 ug EQ/mg, 22,9 ug EQ/mg, et
8,81 ug EQ/mg pour les dilutions 100%, 70% et 20 % respectivement.

Une investigation de lactivité antibactérienne, par la méthode de diffusion par disques,
contre trois souches bactériennes, montre que L’extrait méthanolique n’a, cependant,

produit aucun effet antibactérien face toute les souches testées.

L’¢évaluation quantitative du pouvoir pié¢geur des extraits vis-a-vis le DPPH confirme que

notre extrait est plus actif, avec un ICsq de Pordre de 0,40 mg/ml.

On peut dire que la partie aérienne de I’Afriplex halimus L. est caractérisée par une activité

antioxydante, vu de leur richesse en composés phénolique

Mots clés . Afriplex halimus L. flavonoides, polyphénols totaux, activité antibactérienne,

activité antioxydante, DPPH.
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