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Activités biologiques d'extrait aqueux de Rhanterium adpressum (Asteraceae)

Résumé

Rhanterium  adpressum(Asteraceae) est une  plante  endémique  du
Sahara  Algérien, connu sous le nom «Aarfadj», utilisée en médecine
traditionnelle comme antidiurétique. L’objectif de cette étude est de
quantifier certaines classes des composés phénoliques et d’évaluer les
activités  biologiques des extraits aqueux obtenus selon les modes
traditionnels de  préparation (décoction, infusion et macération) de
Rhanterium adpressum.

Les résultats obtenus ont montré que la décoction présente les
meilleures valeurs de rendement, polyphénols totaux, flavonoides et tanins
condensées et qui sont respectivement (8,4+1,069% ;
21,75+1,32mgEAG/Q ; 4,74+0,49mgER/g ; 2,534+0,134mgEC/qg), tandis
gue la macération a le taux le plus important des acides phénols cependant
qui est de I’ordre de 2,67+0,13mgEAC/g.

L’évaluation de [I’activité anti-oxydante a été effectuée par trois
méthodes différentes: ABTS, DPPH et FRAP. La macération présente les
meilleures  activités inhibitrices de radical cation d’ABTS™ et de radical
DPPH qui sont (3370,63+44,79uMET/g et 4600,90+120,59uMET/q)
respectivement. Le meilleur pouvoir réducteur de fer est enregistré pour la
décoction qui est de I’ordre de 2885,71+566,63uMET/g.

L’évaluation de [I’activité  antibactérienne des  extraits aqueux de
Rhanterium  adpressum  Escherichia coli (bacille Gram-), Proteus mirabilis
(bacille  Gram-) et Micrococcus luteus (cocci  Gram+).Montre que  ces

extrait ont une faible capacité a 1’inhiber la croissance bactérienne.

MOTS-CLES : Rhanterium adpressum, Sahara Algérien, composés

phénoliques, activité antioxydant, activité antibactérienne.



Biological activities of aqueous extract of Rhanterium adpressum (Asteraceae)
Abstract

Rhanterium adpressum (Asteraceae) is an endemic plant of the
Algerian Sahara, known as "Aarfadj" used in traditional medicine as
antidiureticc. The purpose of my study is the evaluation -characterized
by the determination of certain phenolic compounds (polyphenols,
flavonoids, phenolic acids and condensed tannin) and their
antioxidant properties and antibacterial efficiencies. Extracting do this
by water decoction three mode; infusion and maceration.

The results showed that the extract by decoction has the best
performance  value, poly total phenols, flavonoids and condensed
tannins which are respectively (8, 4 = 1.069% =+ 2175 1,32mgEAG / g
474 + 049mgER / g 2,534 + 0,134mgEC / g), however, the phenol
acid that characterized the maceration extract value 2.67 * 0,13mgEAC

/ mg.

Evaluation of the antioxidant activity was determined by the
ABTS method, DPPH and FRAP results shows that the maceration
extract was the best potential anitradicalaire of (3370.63 * 44,79uMET
/ g 4600, 90 + 120,59puMET / g) which concerns the ABTS and DPPH
respectively, in the present decoction extract the Dbest antioxidant
capacity FRAP test with a value of 2885.71 + 566,63uMET / g.

The test of the antibacterial activity of the extract Rhanterium
adpressum  has an  antibacterial  activity @ against  Escherichia  coli
(bacillus  gram), Proteus mirabilis (bacillus gram) and Micrococcus
luteus (Gram + cocci). Which shows the aqueous extract was little
ability to inhibit bacterial growth.

KEYWORDS: Rhanterium adpressum, Algerian Sahara, phenolic compounds,
antioxidant activity, antibacterial activity.



(Asteraceae)Rhanterium adpressumd ball paliiuall (e 4 ol gl Aaisl)

saile

el o 8hd w5 s (Asteraceae) Rhanterium adpressum
Gaa el sl o) A aeS (ga ) Ll 8 endt ) M Al e WA B el gy 5 )
S EGTVON| PENPUR YR | 6 R PR P P 0PGBI | G S - ENCL P SN N R [ PP N
sl (8 p il AW il Wl Sl e Y Al Gl LSy Lgde Jpmal) o5 () AL
.Rhanterium adpressum ¢ (2,4

polyphénols — totaux, ¢ sd yall ar8 Jadl 4l L) o Lgile Janiall gl iill < 5 gLl
+21.757.1.069 + 8.4) J sl e —a s« flavonoides et  tanins  condensées
of o s s(/ MQEC134¢0 + 2534 <5/ mgER49 «0 + 74<4 ¢ / EAG/mg32¢1
5/ EAC#s 0.13 + 2.67 ey acides phénols oo s 5l agl aall

.FRAP DPPHABTS :ialida (5 5 da &5 I A w8280 ol cadl) Tl Gl pr—i (5 )9
—p S DPPHs+ ¢ ABTSg a4 sl i hiadidla a1 J aifa s @

e le (5/ sMICROM 120.59 + 4600.9055 / sSMICROM 44.79 + 3370.63)
566.63 £ 2885.71 (s d—af s st 5 lrd o aall g i3z 30 il da iy sl
.2/ sMICROM

&~—Rhanterium  adpressum J Sl aldi wall L il ol aell Jol Gl ay @i S s 8
DA Ao s bS] e £ ) SO

sEscherichia  coli  (bacille Gram-), Proteus mirabilis (bacille Gram-)
384l AWl palds il of @l 1) Micrococcus luteus (cocci Gram+).

A5l LS alld—— i e ¢l ja——allRhanterium adpressum : A—alidal) el
LSl alcaal) alil) sesansOU salizaall aliil) g



Tables des matieres

Dédicaces
Remerciement
Résumé

Liste des tableaux
Liste des figures

Liste des abréviations
Introduction générale

Chapitre I- Matériel et méthodes

L Matlrie] e 04
[.1.1.- Matériel biologique- - e 04
[.1.1.1.- Matériel v&gétal-- - e 04
a. choix du matériel vEgétal- - 04
b. Description botanmique: -« - e 04
C-SYStEMALIQUE - 05
d-Ré&colte et SEChage -+ -wrmrmrm e 06
[.1.2.- Souches bactlriennes - - - - ceeeeee e 06
[2.- MEthOAES - 06
0 B 0 (1 = Lot 1 ) B 06
[.2.2.- Déterminations de rendement - 07
[.2.3.- Dosage des polyphénols totaux oo 07
[.2.4.- Dosage des flavonoides - - e 07
[.2.5.- Dosage des acides-phénols- - oo 08
[.2.5.- Dosage des tanins CONAeNS@s - - - oo 08

[.2.5.- Détermination des activités biologiques - 08



1.2.6:Analyse statistique-- - eeemeeem e 11

Chapitre II Résultats et discussion

[I.1.-Rendement d’eXtraction - oo 13
2.Teneur en polyphénols totauX - oo 13
3.Teneur en flavonoides: - - oo 15
4.Teneur en acides PhénolS - o oo 15
5. Teneur en tanins CONAENSES: - e e 16
6.Evaluation de 'activité antioXydants - oo 17
TSt A AB TS e 17
Test de DPPH - 20
T St de FRAP oo 22
7. Evaluation de I'activité antibactérienne - 24
COMCIUSTON- e 27

Références bibliographiques

Annexe



Liste des tableaux

Tableau(1) : concentration inhibitrice(ICs) de 50% de radical cation ABTS de différents extraits
aqueux de Rhantherium adpressum

Tableau (2): Concentration inhibitrice (ICs) de 50% de radical cation DPPH des différents extraits
aqueux de Rhantherium adpressum

Tableau (3): Concentration inhibitrice (ICs) de 50% de radical cation FRAP des différents extraits
aqueux de Rhantherium adpressum

Tableau (4) : les activités antimicrobiennes de différents extraits aqueux de Rhanterium adpressum



Liste des figures

Figure 1:Rhantherium adpressum (photo original)

Figure 2: schémas représente Rhunterium adpressum

Figure (3): Rendement de différents extraits aqueux de Rhanterium adpressum.

Figure (4): la teneur en poly phénols totaux de déférents extraits de Rhanterium

adpressum

Figure (5): la teneur de flavonoide de différant extraits aqueux de Rhanterium

adpressum

Figure (6): la tenure en acide phénol de différents extraits aqueux de Rhanterium

adpressum

Figure (7): la teneur en tannais condensés de différant extraits aqueux de

Rhanterium adpressum

Figure (8):l'activité antioxydant évaluée par le test d'ABTS de différant extraits

aqueux de Rhanterium adpressum.

Figure(9): Relation entre linhibition de radical cation d'ABTS et la concentration

de I'extrait obtenu par infusion de Rhantherium adpressum.

Figure  (10): Relation entre [linhibition de radical cation dABTS et |Ila

concentration de I'extrait obtenu par décoction de Rhantherium adpressum

Figure(11): Relation entre I'inhibition de radical cation d'ABTS et la

concentration de I'extrait obtenu par macération de Rhantherium adpressum

Figure (12): l'activitt antioxydant évaluée par le teste de DPPH de différents

extraits aqueux de Rhanterium adpressum

Figure(13): Relation entre l'inhibition  de radical cation d'DPPH et la

concentration de I'extrait obtenu par infusion de Rhantherium adpressum

Figure(14): Relation  entre  l'inhibition  de  radical cation dDPPH et Ia

concentration de I'extrait obtenu par décoction de Rhantherium adpressum

Figure(15): Relation entre l'inhibition  de radical cation d'DPPH et la

concentration de I'extrait obtenu par macération de Rhantherium adpressum

Figure (16): l'activité antioxydant évaluée par le teste FRAP de différents extraits

aqueux de Rhanterium adpressum



Figure(17): Relation entre [linhibition de radical cation

concentration de I'extrait obtenu par macération de Rhantherium adpressum

Figure(18):  Relation entre [l'inhibition de radical cation

concentration de I'extrait obtenu par macération de Rhantherium adpressum

Figure(19): Relation entre linhibition de radical cation

concentration de I'extrait obtenu par infusion de Rhantherium adpressum

de FRAP et

de FRAP et

de FRAP et



Liste des abréviations

ABTS (UMET/g):acide 2, 2 azinobis-(3-ethylbenzthiazoline)-6-sulphonique en
micro molaireéquivalent de trolox par gramme.

DPPH (UMET/g) : 1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl en micro molaireéquivalent de
trolox par gramme.

EAC : équivalente acide gallique.

EP : eau physiologie.

ET : écart type.

ER: équivalente ruttin.

FLV (mg ER/g) : les flavonoides en mg equivalent de rutine par gramme.

FRAP (UMET/g) : FerricReducingAntioxidant Poweren micro molaireéquivalent
de trolox par gramme.

g: gramme
H 3PMo 12 040:acide phosphore -tungstique

H3 PW120 40: acide phosphore molybdique

H: heures.

MV : Matériel végétal.

M : moyenne

min : minute.

ml: millilitre

UMET/g : micrometre équivalent de torolox par gram.
MGEAG/g : méga équivalente acide gallique.

NaOH : hydroxyde de sodium

PPT (mg EAG/g) : poly phénol totaux en mg équivalent d’acide gallique par
gramme.

T.C (mg EC/g) :les tanins condensésen mg équivalent de catéchine par gramme.
IC50: inhibitrice Concentration i a 50%.

mgEAc /g : milligramme équivalent acide caféique par gram.

MgEAG/g : milligramme équivalent acide gallique par gram.

R % : le rendement en pourcentage



Introduction




INTRODUCTION

Au travers des 4ges, I’homme a pu compter sur la nature pour
subvenir a ses besoins de base : nourriture, abris, vétements et également
pour ses besoins médicaux. L’utilisation thérapeutique des extraordinaires
vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de I’homme est
trés ancienne et évolue avec l’histoire de I’humanit¢ (HAMEURLAINE,

2009).

Les plantes médicinales restent encore le  premier  réservoir de
nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme source de matiere
premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires
a la mise au point de futurs meédicaments (HARRAR, 2012).

Une plante n’est pas une recette magique dotée d’une action
unique, mais un ensemble complexe pourvu de principes actifs qui ont une
influence sur les différents systemes de régulation du corps. En associant la
recherche scientifique sur les constituants actifs, 1’observation clinique et
la connaissance traditionnelle des plantes, il est possible de dresser un
inventaire de leurs usages thérapeutiques (BOUHEROUM, 2007).

L’utilisation des plantes pour se soigner date de la préhistoire et
tous les peuples sur tous les continents ont cette vieille tradition. Malgré
les efforts des chimistes synthése de nouvelles molécules, plus de 25 % des
médicaments  prescrits dans les pays développés dérivent directement ou
indirectement des plantes .Cependant, en tant que sources de médicaments,
les plantes restent encore sous exploitées surtout dans le domaine de la
microbiologie médicale (KAROU et al. 2005)

Les plantes du Sahara algérien par exemple, sont des plantes
d’origine terrestre qui au cours de leur évolution se sont adaptées aux
écosystemes arides. Par leur position écologique et évolutive particuliére, il
est possible que ces plantes aient également sélectionné des meétabolites
secondaires  spécifiques avec des caractéristiques chimiques et biologiques
originales (BOUHEROUM .2007)

-



INTRODUCTION

Cette étude est wune contribution a la valorisation de Rhanterium
adpressum, une espéce endémique du Sahara largement  utilisée en
médecine traditionnelle  pour guerir certaines maladies et pour aromatiser

certaines préparations alimentaires.

Ce travail comporte deux chapitres précédés par une introduction.
Le premier chapitre est reportés les protocoles et les techniques d’analyses
utilisés et quelques  caractéristiques  principales des  activités  biologique.
Dans cette  meémoire, nous présentons une  description  botanique  de

Rhanterium adpressum.

Dans le deuxieme chapitre est consacré eu travail  personnel
consistant en  l'extraction et évaluation des activités  antioxydants et

antimicrobiennes de Rhanterium adpressum.

Enfin  une conclusion générale qui résume l'ensemble de résultats

obtenus.
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CHAPITRE I-MATERIEL ET METHODES

Chapitre I-Matériel et méthodes
|.1.-Matériel

I.1.1.- Matériel biologique
1.1.1.1.- Matériel végétal

a. choix du matériel végétal

L’espéce choisie dans cette ¢tude est Rhantherium
adpressum, qui est une espece endémique du nord africain, utilisée
par la population locale dans le traitement des différents problemes
de santé en particulier le diabéete et certaines infections. Comme cette
espéce n’est pas ou trés peu étudiée, I’objectif de ce travail vise a
évaluer  certaines  activités  biologiques des principes actifs extraits
par les modes traditionnels de préparation (décoction, infusion et

macération).
b. Description botanique

Rhantherium adpressum  (Desf) est un  arbuste  tres  ramifié, a
tiges et feuilles revétues de poils Dblanchatres; les feuilles  sont
petites,  alternées, un  peu  dentées, trés  caduques; a  capitules
hétérogames, multifides; a involucres sphériques formés de
plusieurs rangs de bractées, coriaces, lancéolées, achaines
étroits,  prismatiques, cinq cOtés prolongées chacune en une soie
qui  est dilatée et plumeuse dans sa partie terminale. Cette
plante  endémique du nord africain a des fleurs jaunes et
marginale ligulées (FERREI et al., 2001). Ses capitules de 10 a
15 mm de diamétre, a écailles obtuses étroitement appliquées,
réceptacle ne présentant  des paillettes que dans sa  partie

périphérique (Fig. 1).
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c. Systematique

Embranchement
Sous Emranchement
Classe

Sous classe

Ordre

Famille

Sous famille

Tribus

Genre

Espéce

Spermatophyte
Angiosperme
Dicotylédone
Gamopétale

Astérale

Compositae ( Acteraceae)
Tubuliflore

Inulée

Rhantherium

Rhantherium adperssum
(BOUHAROM.M2007)

Figure 1: Rhantherium adpressum (photo
original)

Figure 2: schemas represent Rhanterium
adpressum
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d. Récolte et séchage

La récolte du matériel végétal a été effectuée durant les mois
de mars et avril 2015 dans la region de Hassi Lefhal. L’identification
botanique de Rhantherium adpressum est faite en utilisant: Flore et
végétation du Sahara (OZENDA, 2004). Le seéchage est effectué
dans un endroit bien aéré¢ et a [I’abri de la lumicre directe du soleil
pendant 15 jours. Apres le séchage, le matériel végétal est broyé et

conservé dans des flacons en verre bien fermés.
1.1.2.- Souches bactériennes

Les souches  bactériennes  utilisées dans cette  étude  pour
évaluer  D’activité  antibactérienne  sont:  Escherichia  coli  (bacille
Gram-), Proteus  mirabilis  (bacille  Gram-) et  Micrococcusluteus

(cocci Gram+).
1.2.- Méthodes
1.2.1.- Extraction

L’extraction est effectuée selon les modes traditionnels de

préparation qui sont : la décoction, I’infusion et la macération.

a. Décoction

Le matériel végétal est mélangé avec de I’eau distillée a un
rapport de (1/20: p/v) puis bouillent a 98+2 °C pendant 5 min. Le
mélange est laissé reposer 15 min ensuite filtré.

b. Infusion

Le matériel végétal est melang¢é avec de 'eau  distillée
bouillie a un rapport de (1/20: p/v). Le mélangé est bien agité et
reposé 15 min ensuite filtré.

c. Macération

Le matériel végétal est mélangé avec de 1’eau distillée a un
rapport de (1/20: p/v). Le mélange est laissé macérer pendant 24

heures a la température ambiante, puis filtré.
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Les filtrats obtenus ont été concentrés par le  rotavapor
(Heidolph N°:560-0) pendant 2 heures. Les extraits sont conservés a

+4 °C jusqu’a leur utilisation.
1.2.2.- Déterminations de rendement

Le rendement de [D’extraction est déterminé aprés évaporation
de l'eau a 103+2 °C pendant 24 heures a [I’¢tuve (TRADE RAYPA
N°:53485), il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse

initiale du matériel végétal soumise a I’extraction.
1.2.3.- Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-
Ciocalteau a été décrit dés 1965 (SINGLETON et ROSSI, 1965;
BOIZOT et CHARPENTIER, 2006).Son utilisation s’est largement
répandue  pour caractériser les extraits végétaux d’origine la  plus
diverse. Le reactif est constitué par un mélange d’acide phospho-
tungstique (H3PW1,040) et d’acide phospho-molybdique
(HsPMo012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un
mélange  d’oxydes de tungsttne et de  molybdéne (RIBEREAU-
GAYON, 1968).La coloration bleue produite est proportionnelle a la
quantité des polyphénols présents dans les extraits végétaux. La
mesure de  1’absorbance  est effectuée a 765 nm par un
spectrophotométre  (JENWAY  6315) aprées une heure de repos a
I’obscurité. Une courbe d’étalonnage est effectuée en  prenant
I’acide gallique comme référence. Les résultats sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique pour 1g de poids sec de Rhantherium
adpressum(mg EAG/qg) (TELLI, 2009).

1.2.4.- Dosage des flavonoides

Les flavonoides totaux sont déterminés selon le test colorimétrique de KIM,
JEONG et LEE (2003) avec quelques modifications. L absorbance de développement
de la couleur rose est déterminée a 510 nm par un spectrophotométre (JENWAY

6315). La préparation de la courbe d’étalonnage est faite avec la rutine et les résultats
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sont exprimés en mg équivalent en rutine par 1 g du poids sec d’échantillon (mg
ER/g) (TELLI, 2009).

1.2.5.- Dosage des acides-phénols

L’estimation du taux des acides-phénols est effectuée selon la méthode
D’ARNOW (SZAUFER-HAJDRYCH, 2004). 1 ml d’échantillon est mélangé avec 5
ml de I’eau distillée, 1 ml HCI (0,5 M), 1 ml de réactif D’ARNOWet 1 ml de NaOH
(1 M) et le volume est accompli a 10 ml par I’eau distillée. L’absorbance est mesurée
a 490 nm(JENWAY 6315). La teneur en acides-phénols est exprimée en mg en

équivalent d’acide café¢ique (EAC) par gramme du pois sec.
1.2.5.- Dosage des tanins condensés

La teneur en tannins condensés est effectuée selon la méthode décrite par SUN
et al. (1998). A 0,2 ml d’extrait, 1 ml de réactif de vanilline 1% fraichement préparé
est additionné. Apres incubation pendant 20 min a 30 °C, ’absorbance est mesurée a
510 nm (JENWAY 6315). Les tannins condensés sont calculés en mg équivalent de

(+) catéchine par gramme poids sec.
1.2.5.- Détermination des activités biologiques
1.2.5.1.- Evaluation de I'activité antioxydant
a. Test A’ABTS

L’activité anti-oxydante a été mesurée en utilisant une méthode améliorée
d’ABTS comme décrit par CAI et al. (2004). La solution de radical cation (ABTS™)
est préparée par la réaction d’ABTS (7 mM) et persulfate de potassium (2,45 mM)
pendant 16 heures en obscurité et a 23 °C. La solution d’ABTS™ obtenue est diluée
avec de I’éthanol (80%) afin d’obtenir une absorbance de 0,700+0,02 a 734 nm. A 3,9
ml de la solution d’ABTS™ (0,700+0,02) est additionné 0,1 ml d’échantillon testé et
mélangés vigoureusement. Le mélange réactionnel est laissé reposer a 23 °C pendant
6 min et I’absorbance a 734 nm est immédiatement enregistrée. Une courbe

d’étalonnage est préparée en utilisant le Trolox comme standard a différentes




CHAPITRE I-MATERIEL ET METHODES

concentrations (50 a 500 uM). Les résultats sont exprimés en UM en équivalent de

Trolox par g du poids sec.
b. Test de DPPH

Le test de DPPH est fait selon la méthode de BRAND-WILLIAMS et al.
(1995) avec quelques modifications. La solution de DPPH est préparée par dissolution
de 25 mg de DPPH avec 100 ml de méthanol (80%). La solution utilisée est diluée par
le méthanol afin d’obtenir une absorbance de 1,700+0,02 & 515 nm. Les extraits de
Rhantherium adpressum (100 pl) est réagis avec 3900 ul de la solution de DPPH
pendant 30 min & I’obscurité, puis 1’absorbance de mélange est lu & 515 nm. Le
Trolox est utilis¢ comme standard pour la préparation de la courbe d’étalonnage (50 a

500 uM). Les résultats sont exprimeés en uM ET/g du poids sec.
c. Testde FRAP

Le test de FRAP est fait selon la méthode de Benzie et Strain (1996) avec des
petites modifications. La solution de FRAP est fraichement préparée par mélange de
10 ml de 300 mM de tampon acétate (pH 3,6), 1 ml d’une solution de 10 mM TPTZ
(2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine) et 1 ml d’une solution de FeC13.6H20 et aprés chauffé a
37 °C avant I’utilisation. 150 pl des extraits ont été réagis avec 2850 pl de la solution
de FRAP pendant 30 min a I’obscurité. La lecture de produit coloré (le complexe
tripyridyltriazine ferreux) a été effectuée a 593 nm. La courbe d’étalonnage de Trolox
est linéaire entre 50 et 800 uM. Les résultats ont été exprimés en uM équivalent de
Trolox ET/g du poids sec de matériel végétal.

1.2.5.2 : évaluation des activités anti microbiennes
a- Conservation des souches

Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles

contenant 10 ml de milieu deculture incliné (gélose nutritive).
b- Les milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans 1’essai et selon les souches, je vais
utiliser la gélose Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des

bactéries aux différents extraits.
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c- Préparation de pré cultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites
de pétrie contenant de lagélose nutritive. Apres 24h d’incubation a
37°C, des suspensions microbiennes d’une densit¢é optigue de 0.5
Mc Farland et été préparées, pour chaque microorganisme, dans 5 ml

d’eaudistillée stérile.
d-Tests antimicrobiens

Afin d’évaluer [Dactivité antimicrobienne des extraits de la plante, je
vais utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé, celle-ci permet
de déterminer laconcentration minimale inhibitrice a  partir  d’une

gamme de concentrations d’extrait.
e-Application:

Des disques de papier filtres stériles Whatmann de 6 millimétres de
diamétre sont imprégnésde différentes solutions des extraits

préalablement dissouts dans le diméthylsulfoxyde(DMSO).

A laide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface
d’un  milieu ensemencé (étalé) par une  suspension  microbienne
d’une densité optique de 0.5 McFarland. Aprés diffusion, les boites
sont incubées pendant 24 heures a 37 °C. Apres I’incubation
Ieffetdes extraits se traduit par [Dapparition autour de disque d’une
zone circulaire transparentecorrespondant a ’absence de la
croissance. Plus le diamétre de cette zone est grand plus lasouche est
sensible (Choi et al.,2006).

Les tests ont eté repétes trois fois
f-Expressions des résultats

Les résultats expérimentaux sont exprimés selon la zone d'inhibition




CHAPITRE I-MATERIEL ET METHODES

1.2.7.- Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart type de trois réplicats
analytiques. Le probit a été utilisée comme model afin de déterminer ICso. Pour
déterminer la corrélation entre les méthodes de [D’activité anti-oxydante et la
contribution des différents composés phénoliques a la capacité anti-oxydante, le
coefficient de corrélation de Person a été calculé. Toutes les analyses ont été réalisées
par XLSTAT 2009
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Chapitre I1-Résultats et discussions

1- Rendement d'extraction

Les résultats de rendement d'extraction des différents extraits de
Rhantherium adpressum sont présentés dans la figure (03) . Il ressort de
ces résultats que l'extrait par décoction a le taux le plus élevé
(8,4£1,069%), et que la maceration presente le rendement la plus faible
(2,21+0,34%). La différance de rendement entre les extraits est due aux
techniques des extractions utilisées, qui sont totalement défirent et a la
composition chimique qui différe d'un extrait a l'autre (HARRAR, 2012 ).

I a ¢ét¢ démontré que pour [D’extraction par les solvants a
température  élevée  permettait d’obtenir des rendements plus  élevés  en

extraits secs que lorsqu’ils sont obtenu a température ambiante (Majhenic

etal., 2007) .

10,00
9,00 T
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 1
1,00 -
0,00 -

Rendement d'extraction (%)

Décoction Infusion Macération

Différents extraits aqueux de Rhanterium adpressum

Figure  (3): Rendement de différents extraits aqueux de  Rhanterium

adpressum
2-Teneur en polyphénols totaux

Les résultats de la tenure en poly phénol totaux de différentes
préparations  (infusion, macération et décoction) de Rhanterium adpressum

par I'eau distillé sont présentés dans la figure (4)
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Nous constatons que la teneur des poly phénols se défaire selon le
mode  d'extraction. L'extrait obtenu par le mode décoction présente un
teneur de pp élevé (21,75+£1,32mgEAG/g), suivie par la teneur en infusion
(13,19+2,20mgEAG/g) et macération (4,90+0,81mgEAG/q ).
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Teneur en polyphénols totaux
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Décoction Infusion Macération

Différents extraits aqueux de Rhanterium adpressum

Figure (4): la teneur en poly phénols totaux de déférents extraits de

Rhanterium adpressum

Nos résultats ressemblent a ceux trouvés par(HARRAR.2012)  sur
la méme espéce végétale. En effet, ils ont déterminé 36 mg EAG/ g de

matiére fraiche pour un extraits aqueuse.

La faible spécificitt du réactif de Folin-Ciocalteu est [l'inconvénient
principal du dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a
la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des
composes phénoliques, mais également de certains sucres et de protéines
etc. (Gmez-Caravaca et al. 2006 ; Vuorela, 2005).

Le solvant d'extraction €élu des substances non phénoliques comme
les sucres, les protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute
évaluation phénoliqgue (Djeridane et al. 2007). 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
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composes  peuvent reagir avec le réactif, donnant un taux phénolique

apparent élevé (Tawaha et al, 2007).
3-teneur de flavonoide

Les résultats de la teneur en flavonoide de différents d’extraction
par infusion et décoction (Rhanterium adpressum) par eau distillé  sont

dans la figure (5)

6,00

5,00 1

4,00 -

Teneur en flavonoides (mg ER/g)

Décoction Infusion Macération
Différents extraits aqueux de Rhanterium adpressum

Figure (5): la teneur de flavonoide de différant extraits aqueux de

Rhanterium adpressum

On constate que les extraits de Rhanterium adpressum sont varies ;
I'extrait en décoction est élevé (4,74£0,49 mg ER/g) par rapport I'extrait

d'infusion et de macération qui sont identiques.

Ces resultats ne sont pas corroborés avec ceux obtenus (HARRAR
,2012) sur la méme espéce végétale, teneurs en flavonoides sont de 18 mg

EQ /g de I’extrait aqueuse de la maticre fraiche.
4-la teneur de I'acide phénol

Les résultats de la teneur de l'acide phénol de différentes extraction
de Rhanterium adpressum par l'eau distillé sont présentent dans la figure
(06)
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Figure (6): la tenure en acide phénol de différents extraits aqueux de

Rhanterium adpressum

Nous constatons que les extraits de Rhanterium adpressum  est
déférence selon le mode d'extraction que I'extrait a [l'infusion est élevé
(2,67+£0,13mgeAC/mg), le suit par macération (2,39£0,16mg EAC/mg) et
I'extrait en décoction (2,010+0,12mg EAC/mg) classes le dernier.

Cette  différenciation  justifie que le  différent  type  d'extraction

aqueux et le composant chimique qui influencé par la température

On constat que la concentration de [l'acide phénol a été variée entre

déférente extraction.

En remarque que la teneur est élevé a [l'extrait queue en l'infusion
(2,67mg EAC/mg) ; suivi par macération (2,39mg EAC/mg) ; et [Iextrait en

décoction est vient suspendue par concentration (2mg EAC/mg).

Cette variation entre la concentration dacide phénol est due a |la
défrancisation des modes dextraction et la température, Par exemple a
I'extrait en décoction la concentration de l'acide phénol est basse ou la
température est élevé ; par contre a la [Ilextrait en macération et infusion

c'est-a-dire le facteur de température est influence sur

&
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Il parait clairement que l'eau chaude est le solvant qui permit
davoir un rendement en acide phénol plus elvé, ce qui peut étre explique
par la lise des cellules dans leau chaude et la libration dun maximum de
molécule d'acide phénol (HARRAR 2012)

5-la teneur de tannais condenseées

La figure (07) représente les résultats de la teneur de tannais condensées de

déférant extraction aqueux de I'espece Rhanterium adpressum

3,000

2,500 —

2,000 —

1,000 ———

Teneur en tanins condensés
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n
(=]
(=]

0,500 +—— ———— ———— —

0,000 : : |
Décoction Infusion Macération

Différents extraits aqueux de Rhanterium adpressum

Figure (07): la teneur en tannais condensés de différant extraits aqueux de Rhanterium
adpressum

Nous observant que la teneur de tannais condensées a I'extrait en
décoction est tres elvé (2,534+0,134mgEC/g) par rapport les  autres

extractions (infusion, macération) respectivement.

Cette augmentation de la teneur de tannais condensées a I'extraction
en décoctions peut étre due au contenu chimique et le mode d’extraction,
Ceci est clair dans les résultats obtenus par (BOUSSOUSSA et al. 2014).
L'effet de la température est évident dans la détermination de la teneur de
tannais condensées, ce qui expligue la teneur elvé dans l'extrait de

décoction.

|
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Ces résultats confirment que le Rhanterium adpressum contient le

pigment et sont en accord avec ceux obtenus par (Earp et al.2004)

6- Evaluation activité antioxydant

L’activit¢ anti-oxydante des extraits a été évaluée in vitro par trois
méthodes différentes : ’ABTS, DPPH et FRAP.
6-1-I"activité anti oxydante évalué par le radical ABTS

Les résultats qui reprisant [l'évaluation de [l'activité antioxydant par
le radical ABTS de déférant extraction aqueux de I'espéce Rhanterium

adpressum matérialiser dans la figure (08)

Activité anti-oxydante évaluée
par le test d'ABTS (uM ET/g)

Décoction Infusion Macération

Différents extraits aqueux de Rhanterium adpressum

Figure (08):I'activité antioxydant évaluée par le test d'/ABTS de différant extraits aqueux de
Rhanterium adpressum.

Nous constatons que les résultats de [I'évaluation I'ABTS  sont
variables de [I'extraction a [lautre. L'extrait a [linfusion est tres elvé
(3370,63+44;  79uMET/g), suit par le en macération, et décoctons.
(2893,72+27,07uMET/q) et (2965,43+27,07uMET/qg) respectivement.

La méthode ABTS™ amélioré a été utilisé pour déterminer [I'activité

antioxydant des extraits Rhanterium adpressum examinés dans ce travail.
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Ce dernier est largement utilisé pour évaluer la totale quantité de radicaux

qui peut étre balayé par un antioxydant, a savoir la capacité antioxydant.

Des facteurs comme la solubilitt des radicaux de [I'extrait dans
differents systémes d'essai ont été signalé a affecter la capacité des extraits
de réagir (BOUSSAADA et al., 2008).

Cela a également montré la capacité de [lextrait de Rhanterium
adpressum a piéger les différents radicaux libres, ce qui indique qu'ils
peuvent étre des agents thérapeutiques utiles pour le traitement radical
pathologique liée dégats (SHARIF et.al. 2008).

Détermination d'IC50 de radical ABTS

Pour déterminer la  concentration inhibitrice de 50% de radical
cation d'ABTS™, on a utilis¢é le probit comme moyen statistique. Pour cela,
les pourcentages d'inhibition de radical ont été transformés en probit et les
concentrations en logarithme décimale, ce qui permet détablir I'éguation

des régressions entre le probit et Logio (concentration).

Les résultats obtenus, présentés dans les figures (09), (10) et (11) et
le tableau (01), montrent que la macération aqueuse de Rhantherium
adpressum  presente la valeur la plus faible d'1Csp (1,19 pg/ml) en
comparaison avec les autres extraits et en comparaison avec I'lCsqp de
Standards utilisés (Trolox et acide gallique) qui ont les valeurs suivantes
2,16pg/ml et 7,16 pg/ml respectivement. Ces résultats prouvent I'efficacité
des différents extraits aqueux de Rhantherium adpressum dans [l'inhibition
de I'ABTS®. En effet, (BELYAGOUBI .2011) a montré que plus I'1Cso est
petite plus I'extrait est efficace a inhiber les radicaux libres, et par
conséquent sa richesse en molécules ayant la capacité de réduire [l'effet

nocif les agents aoxydats.

0
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Figure(9) : Relation entre I'inhibition de radical Figure (10): Relation entre l'inhibition de radical
cation d'ABTS et la concentration de I'extrait cation d'ABTS et la concentration de I'extrait obtenu
obtenu par infusion de Rhantherium  par décoction de Rhantherium adpressum
adpressum
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Figure(11): Relation entre I'inhibition de radical
cation d'ABTS et la concentration de I'extrait

obtenu par macération de Rhantherium adpressum

Tableau(01) : concentration inhibitrice(ICsp) de 50% de radical cation ABTS de différents
extraits aqueux de Rhantherium adpressum

Extrait Equation de Coefficient de I1Cso (g/ml)
régressions régressions

Décoction y = 0,409x + 5,849 R?=0,741 7,16

Infusion y =0,3218x + 5,9099 R2=10,6741 2,16

Macération y =0,485x + 6,191 R2=0,875 1,19

6-2-Activité anti oxydante évalué par le teste DPPH

Les résultats de [I'évaluation de [lactivité antioxydants avec le teste
DPPH de  différents  extraits aqueux de  Rhanterium  adpressum  ce

représenté dans la figure (12).
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Figure (12): I'activité antioxydant évaluée par le teste de DPPH de différents extraits aqueux
de Rhanterium adpressum
Nous constatons que les résultats d'évaluation les activités
antioxydants  test¢ par le DPPH de différents extraits aqueux de
Rhanterium adpressum représentes que I'extrait a I'infusion
(4600,90+120,59uMET/q), suit par  décoction (4382,58+61,98UMET/Q), et
macération (4172,46£139,49uMET/qg).

Radical DPPH a été utiliseé comme un radical libre stable a
déterminer  activité  antioxydant des composés naturels. la  méthode est
basée sur la réduction de la solution de DPPH alcoolique dans la présence
d'un antioxydant donneur d'hydrogene (STANISAVLIEVI et al.2009)

.Détermination d'1C50 de radical DPPH

Pour déterminer la  concentration inhibitrice de 50% de radical
cation d'DPPH®, on a utilis¢é le probit comme moyen statistique. Pour cela,
les pourcentages d'inhibition de radical ont été transformés en probit et les
concentrations en logarithme décimale, ce qui permet d'établir I'éguation

des régressions entre le probit et Logio (concentration).

Les résultats obtenus, présentés dans les figures (13), (14) et (15) et
le tableau (02), montrent que [D’infusion aqueuse de Rhantherium
adpressum  présente la valeur la plus faible dI1Cso (1,49 pg/ml) en

comparaison avec les autres extraits et en comparaison avec I'lCsyp de
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Standards utilisés (Trolox et acide gallique) qui ont les valeurs suivantes
8,43 ug/ml et 353 pg/ml respectivement. Ces résultats prouvent I'efficacité
des différents extraits aqueux de Rhantherium adpressum dans [l'inhibition
de I'DPPH®. En effet, BELYAGOUBI (2011) a montré que plus I'ICs, est
petite plus l'extrait est efficace & inhiber les radicaux libres, et par
conséquent sa richesse en molécules ayant la capacit¢ de réduire [I'effet
nocif les agents aoxydats.
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Figure(13): Relation  entre  [linhibition  de Figure(14): Relation  entre  [linhibition  de
. . . . radical cation dDPPH et la concentration
radical cation dDPPH et la concentration , . . .
de I'extrait obtenu par décoction de
de I'extrait obtenu par infusion de Rhantherium adpressum
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Figure(15): Relation entre I'inhibition de radicalcation d'DPPH et la concentration de I'extraitobtenu par

macération de Rhantherium adpressum

Tableau (02): Concentration inhibitrice (ICsp) de 50% de radical cation DPPH des différents

extraits aqueux de Rhantherium adpressum .

Extrait Equation de régressions Coefficient de régressions I1Cso (g/ml)
Décoction y = 0,409x + 5,849 R?=0,741 8.43
Infusion y = 0,3218x + 5,9099 R2=0,674 1.49
Macération y =0,485x + 6,191 R2=0,875 3.53
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6-3-1"activité anti oxydante évalué par le teste FRAP

Les résultats de [I'évaluation de l'activité antioxydants avec le teste
FRAP de  différents  extraits aqueux de  Rhanterium  adpressum  ce

représenté dans la figure (16)
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Figure (16): I'activité antioxydant évaluée par le teste FRAP de différents extraits aqueux de
Rhanterium adpressum
Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
C’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et
facile a exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols a
réduire le fer ferrigue Fe3+ en fer ferreux Fe2+. La puissance de réduction

est I’un des mécanismes antioxydants (Karagozler et al, 2008)

Nous constatons que les résultats de l'expérience de  l'activité
antioxydant évaluée par le teste FRAP de différents extraits aqueux de
Rhanterium adpressum montre que I'activité anti-oxydante dans la
décoction est élevée presque (2885,71+506,63uMET/g), par contre dans la

macération et l'infusion.

.Détermination d'IC50 de radical FRAP

Pour déterminer la  concentration inhibitrice de 50% de radical
cation de FRAP, on a utilisé le probit comme moyen statistique. Pour cela,
les pourcentages d'inhibition de radical ont été transformés en probit et les

23
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concentrations en logarithme décimale, ce qui permet d'établir I'équation

des régressions entre le probit et Logio (concentration).

Les résultats obtenus, présentés dans les figures (17), (18) et (19) et
le tableau (03), montrent que la macération aqueuse de Rhantherium
adpressum  présente la valeur la plus faible d'ICsy (49,60 pg/ml) en
comparaison avec les autres extraits et en comparaison avec [I'lCsp de
Standards utilisés (Trolox et acide gallique) qui ont les valeurs suivantes
188,21pug/ml et 946,22  upg/ml  respectivement.  Ces  résultats  prouvent
I'efficacité des différents extraits aqueux de Rhantherium adpressum dans
l'inhibition de I'FRAP .En effet, BELYAGOUBI (2011) a montré que plus
I'ICso est petite plus I'extrait est efficace a inhiber les radicaux libres, et par
conséquent sa richesse en molécules ayant la capacité de réduire I'effet

nocif les agents aoxydats.
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Figure(17): Relation  entre  [linhibition  de Figure(18): Relation  entre  [linhibition  de
radical cation de FRAP et la concentration
de  l'extrait obtenu  par  macération de
Rhantherium adpressum. de  lextrait obtenu  par  macération de

radical cation de FRAP et la concentration

Rhantherium adpressum

Log C

Figure(19): Relation entre I'inhibition de radicalcation de FRAP et la concentration de I'extraitobtenu par
infusion de Rhantherium adpressum
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Tableau (03): Concentration inhibitrice (ICso) de 50% de radical cation FRAP des différents
extraits aqueux de Rhantherium adpressum .

Extrait Equation de régressions Coefficient de régressions 1Cs0 (g/ml)
Décoction y =1.518x + 6.098 R2=0,886 49.60
Infusion y =1.162x + 5,9099 R2=0,954 946.22
Macération y =0,811x + 5.588 R?=0,836 188.21
7-Activités antimicrobienne
L’antimicrobienne  consiste &  chercher sensibilitt  des  souches,
le tableau ci-dessous rapporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions
manifestées sur les différentes souches étudiées.
Les résultats de l'activitte  antimicrobienne de  différents  extraits
aqueux de Rhanterium adpressum représenté dans le tableau suivant (04)
Tableau (04): les activités antimicrobiennes de différents extraits
aqueux de Rhanterium adpressum
E.coli Proteus Micrococcuslute
mirabili us
S
Infusio | décoctio | macerati | infusio | décoctio | macerati | infusio | décoction macerati
n n on n n on n on
0% | NI NI NI NI NI NI NI NI NI
10% | NI 9mm NI NI NI NI NI NI NI
25% | NI 8mm NI NI 7mm NI NI 8mm NI
50% | NI NI NI NI 7mm | NI NI NI NI
75% | NI mm NI NI 11lmm | NI NI 10mm NI
100 | NI 9mm NI NI mm NI NI NI NI
%
NI : no inhibition
Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits aqueux du
plant Rhanterium adpressumpar la méthode de diffusion des disques sur un

milieu gélosés solides, Mueller-Hinton pour les bactéries.




CHAPITRE II : RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’ activitt antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de
diametre de la zone dinhibition autour des disques contenant les extraits a
tester vis-a-vis de trois souches bactériennes Gram + et Gram -sont les (E.
coli ; Proteus mirabilis ; Micrococcusluteus).

La méthode de disque a permis de déterminer P’action des extraits
de la plante dissouts dans le milieu de culture sur les différentes souches,
celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque
de papier préalablement imprégné de [D’extrait comme témoin de 1’absence
de la croissance bactérienne dans cette zone.

Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactériec a wune autre et
d’un extrait a un autre. La variation de [Dactivité antimicrobienne des
extraits explique les variations de leurs compositions chimiques.

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la
concentration la plus basse rapportée pour donner une inhibition complete
des bactéries testées apres 48 heures d'incubation (BOUDJERF ,2011).

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action
antimicrobienne,  ces  constituants = comprennent les  composés  phénoliques,
les flavonoides, le pouvoir antimicrobien des extraits de plantes est
tributaire de leurs compositions chimiques.

Dans les trois testes de l'extrait on macération avec les trois
bactéries  (E.coli,  Proteusmirabilis;  Micrococcusluteus) ce  caractériser  pas
I'absence des zones d'inhibitions .méme si le [I'extraits on infusion, mais a

I’extrait en décoction en remarque des zone d’inhibition

Cette  différentiation peut é&tre due a la mode d’extraction et la
température  élevée Nos  résultats est corroboré avec 1étude de
(BENBRINS 2012) qui fait sur la méme espéce; L’extrait aqueux n’a,

cependant, produit aucun effet vis-a-vis de toutes les souches testees.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des
principes actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques. Le but
principal de notre travail est d'étudier les activites biologiques de
plante  Rhantherium  adpressum  récolt¢é dans région de Ghardaia
(Hassi lefhal).

La determination de  l'activitt  biologique  d'extrait  aqueuse
utilise des différentes méthodes d'extraction, telles que la
macération, l'infusion et décoction. Le dosage de certain composé
phénoligues montre la variation de la richesse des différents extraits
selon le mode de préparation .en effet, la décoction est riche en poly
phénols totaux, flavonoides et tanins condensés
(21,75£1,32mgEAG/qg ;4,74+0,49mgER/g ;2,534+0,134mgER/g)res
pectivement, alors  que la  macération est riche en acides
phénols(2,67+0,13mgEAC/mQ).

Le potentiel anti radicalaire  des  extraits aqueux a @ été
déterminé par les méthodes d’évolution de Dactivité anti oxydante a
ét¢ effectuée par I’ABTS, DPPH, FRAP. Par ailleurs, la macération
présente la  meilleure capacit¢ anti oxydante dans I’inhibition de
I’ABTS "avec 3370,63+44,79uMET/g et le DPPH avec
4600,90+120,59uMET/g, la décoction présente la plus activité anti-
radicalaire et  réductrice de fer qui concerne le FRAP avec
2885,71+566,63UMET/g. les différents extraits aqueux de
Rhantherium adpressum ont les meilleures pouvoirs antioxydants a
partir la détermination d’ICsp pour I’ABTS, DPPH et le FRAP en
comparaison avec les standards (Torolox et acide galique ).

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test
antimicrobienne  vis-a-vis 3 bactéries Escherichia coli (bacille Gram-
), Proteus mirabilis (bacille Gram-) et Micrococcus luteus (cocci
Gram+).les  résultats obtenus montré que I’extrait aqueuse de
Rhantherium adpressum on a une faible capacité d’inhibition
malgré  trouvé une zone d’inhibition qui caractéris¢ l’extrait en

décoction.

Sl



CONCLUSION

Ce travail nécessite d’autre études approfondies afin
d’évaluer les activités Dbiologiques des extrait aqueuses parce que
chaque plante se caractérise par un réservoir assez important de
métabolites  secondaires avec des  caractéristiques  thérapeutiques et
pharmacologiques particuliéres qui demandent d’ étre exploitées

par les recherches.
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