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Résume

Cette étude a éteé réalisée dans le cadre de la contribution a la valorisation des plantes
médicinales du Sahara septentrional. Parmi ces espéces, nous avons choisi une qui est Oudneya
africana pour évaluer son activité antimicrobienne. La partie aérienne de la plante (feuilles,
fruits, toute la partie aérienne) a été soumise a une infusion par deux solvant I’eau distillée et
I’éthanol. Les rendements d’extraction étaient 1,474% (Décoction des Feuilles), 8,7 % (Infusion
des Feuilles), 0,380 % (Partie Aérienne) et 5,146% (Fruits). La teneur en polyphénols totaux a
été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteau. Elle est de 79,69 (Dc Fe), 91,35 (IF
Fe), 42,34 (PA) et 137,34 (Fr) mg en équivalent d’acide gallique/g du poids sec du matériel
végétal. Les flavonoides ont été évalués par la méthode de KIM et al. (2003). La teneur est
estimée a 7.17 (Dc Fe), 11.74 (IF Fe) ,10.86 (PA) et 21.64 (Fr) mg en équivalent de la rutine/g
du poids sec du matériel végétal. L’activité antimicrobienne a été déterminée sur 6 souches
bactériennes : Escherichia coli E52, Staphylococcus aureus S1, Pseudomonas aeruginosa (CIP
A22), Bacillus coagulans (CIP 6625), Candida albicans (IPA 200), Klebsiella pneumoniae
E40et deux souches des champignons: Aspergillus ochraceus ATCC 3174, Pencillium
expansum selon la méthode de diffusion de disque. Nous avons évalué 1’activité antimicrobienne
d’un seul extrait qui est ’extrait éthanolique de la partie aérienne. Les résultats obtenus ont
montré que cet extrait présente une zone d’inhibition méme a une concentration trés faible 10%
(1 mg/ml).

En conclusion, cette espéce présente une activité antimicrobienne trés importante ce qui justifie

leur utilisation traditionnelle dans le traitement de certaines infections.

Mots CIlé: Oudneya africana, Sahara septentrional, infusion, décoction, polyphénols,

flavonoide, activité antimicrobienne.



Abstract

This study was conducted as part of the contribution to the promotion of medicinal plants of the
septentrional Sahara. Among these species, we chose one which is Oudneya africana to evaluate
its antimicrobial activity. The aerial part of the plant (leaves, fruits, whole aerial part) was
subjected to infusion by two solvents distilled water and ethanol. The extraction yields were
1.474% (Decoction of leaves), 8.7% (Infusion of leaves), 0.380% (Aerial part) and 5.146%
(Fruits). The total polyphenols content was determined using the Folin-Ciocalteau reagent. It is
79.69 (Dc Le), 91.35 (IF Le), 42.34 (AP) and 137.34_(Fr) mg gallic acid equivalent / g dry
weight of plant material. Flavonoids were evaluated by the method of Kim et al. (2003). The
amount is estimated at 7.17 (Dc Le), 11.74 (IF Le), 10.86 (AP) and 21.64 (Fr) mg rutin
equivalent / g dry weight of plant material. The antimicrobial activity was determined on 6
bacterial strains: Escherichia coli E52, Staphylococcus aureus S1, Pseudomonas aeruginosa
(CIP A22), Bacillus coagulans (CIP 6625), Candida albicans (AP1 200), Klebsiella pneumoniae)
and two strains of fungi: (Aspergillus ochraceus ATCC 3174, Pencillium expansum) by the disc
diffusion method. We evaluate the antimicrobial activity of one extract which is the ethanolic
extract of aerial part. The results showed that this extract exhibited inhibition zone even at low
concentration 10% (1 mg/ml).

In conclusion, this species has a very significant antimicrobial activity which justifies their

traditional use in the treatment of certain infections.

Key Word: Oudneya africana, setentrional Sahara, infusion, decoction, polyphenols, flavonoids,

antimicrobial activity.
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Les abréviations
IFe : Infusion des feuilles

DC Fe : Décoction feuille

IFr : infusion fruit

IPA : infusion partie aérienne

ADN : acide désoxyribonucléique

EAG : équivalent acide gallique

PPT : polyphénols totaux

CMI : concentrations minimales inhibitrices
AMP : L'adénosine mono phosphate
ATPase: enzyme adénosine triphosphate
PAF: Platelet Activating Factor

t-PA : tissue-type plasminogen activator
UV : Ultra violet

Pseudo: Pseudomonas aeruginosa

BS: Bacillus coagulans

E. Coli : Escherichia coli

IPA : institut pasteur Algérie (Candida albicans)
Staph : Staphylococcus aureus

AO : Aspergillus ochraceus

PE : Pencillium expansum

OMS : organisation mondiale de la santé.
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Tab.1. - Principales classes des composés phénoliques...............ceviviiiiiiiiininnnn.
Tab.2. - Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides.......................
Tab.3. -Principaux acides Hydroxbenzoique, coumarine, hydroxycinnamiques...............
Tab.4.- Teneur en poly phénols et en flavonoide des extraits obtenus par infusion et
décoction dans ’eau distillée. ...

Tab.5.- Présente le moyen et 1’écart type de 1’extrait de PA.IF/FR.IF.........................

Tab.6. -Activité antimicrobienne de partie aérienne d’Oudneya africana........................

13
16

32
33
35



Fig.1 : Voie de Shikimate (F10SS, 1997)......oiiiriiii e,
Fig.2 : Voie des phénylpropanoide (Hoffmann et al, 2004).............c.cooiiiiininiiiininnn.
Fig. 3: Voie de biosynthése des flavonoides...............cooviiiiiiiiii i,
Fig.4 : Structure chimique deux flavonoides (a : la rutine, b : la saponarine)..................
Fig. 5 : Définition des différents types de flavonoides a partir du squelette flavane...........
Fig.6 : Structure de base d’acide phénolique (BAHAZ M et RACHDI H et al, 2010)........
Fig.7 : Structures chimiques des unités monomeriques constitutives des tanins condenses...
Fig.8 : Situation géographique de la région d’étude Ghardaia ......................ocoeoinni
Fig.9 : Rendement d’extraction des feuilles d’Oudneya africana (infusion/décoction) par
AU ISt .
Fig.10 : Rendement d’extraction par infusion a 1’éthanol de la partie aérienne et des fruits
d’Oudneya affiCana. ... .....ouiiuiit i
Fig.11 :Teneur en poly phénols totaux des extraits de feuille d’Oudneya africana infusé par
AU IStille. . .
Fig.12 : Teneur en flavonoide des extraits de la partie aérienne et de fruit d’Oudneya
africana (infusion\ décoction) par eau distillée................cocoiiiiiii
Fig.13 : Teneur en polyphénols totaux des extraits de partie aérienne et fruit d’Oudneya
africana infusée par éthanol............. ... e
Fig.14: Teneur en flavonoide des extraits des parties aériennes et fruit d’Oudneya africana
INfUSION par €thanOl...... .. .o
Fig.15 : courbe de I’étalonnage d’acide gallique .............ccooviiiiiiiiiininiiieeceeie e,

Fig.16 : courbe d’étalonnage de rutine ..............oouiuinininininiiiiiiiieeeeeeenn,

© o0 o o1 b

14

18

21

30

31

32

33

34



LISTE DES PHOTOS

Photo 1: OUudNeya affiCaNa... ... ... .oeies vt e e et it e et e e e et e e et e e et e e aes s

Phot0.2: OUdNeYaafriCaNa. .........viiiii e e

Photo.3 : Espéce d’Oudneya africana ..............coooiiiiiiiiiiiiiii e,

Photo.4 : Appareil de ROtavapor ..........c.oiiuiiiiii e

Photo.5 : Gamme d’étalonnage des polyphénols totaux ....................

Photo.6 : Gamme d’étalonnages de flavonoides.............................

Photo.7 : Etapes de coulage du milieu de culture dans les boites de Pétri

Photo.8 : Etapes de préparation de I’inoculum...............................

Photo.9 : zones d’inhibition des extraits d’Oudneya africana sur la bactérie Staphylo

coccus aureus & dilution 75%0.......cooeuueeeee e

Photo.10 : zones d’inhibition d’extrait d'Oudneya africana sur bactérie

23

23

23

24

26

26

27

28

36

37



Sommaire

INTrOAUCTION GBNB AL cuuneeitiiiiiiiiitttteeiiiiansseteeeesensssseseessssnnssssecsssennnnsssns

Chapitre 1: Géneralité sur les composés phénoliques

1.-Compose PhENOLIQUE .......oevii i et e
1.1.- Généralité sur les composés phénoliques...........c.ccoveviiniiniiiiiininnannnn..
1.2.- Biosynthése des composés phénoliques ... .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiin e,
1.2.1.- voiede ShiKImate ...........cooveiiiiiiiii e,
1.2.2.- voie des phénylpropanoide ............ccoooiiiiiiiiiiiiie,
1.2.3.- voie de biosynthése des flavonoides................cooovvviiiinnnnn...
1.3. - Classification de composé phénolique..........c.ooviiiiiiiiiiiiiiiiaeennn.
1.3.1.- FIAVONOTUES .. .ot
1.3.10.0.-GeNeralite ..o
1.3.1.2.- Structure de flavonoide..............cccoviiiiiiiiiii,
1.3.1.3.- Les différentes classes de flavonoides...................cooeevvnn.n.
1.3.1.4.- Propriétés biologiques et pharmacologiques des flavonoides .....
1.3.1.5.- Biosynthese, accumulation et classification .........................
1.3.2.- Acide phénolique ........coviviniiii e
1.3.2.1.- Acides hydroxy benzoiques .............ccceviiiiiiiiiiiinnen.n.
1.3.2.2.- Acides hydrox-ycinnamiques ............o.eveerireienennennennnnn.
1.3.2.3.- COUMAIINES ..ovviiiiiiiiisiieiieiee ettt snenrea
1.3.3-TANINS ottt s et
1.3.3.1.- tanins hydrolysables ................ccoooiiiiiiiii
1. 3.3.2.- Tanins CONAENSES .........eeuririenientiiteenteteaiieeeneeaneananns
1.3.3.3.-phlorotaning ..o
1.34.-SHIDENE ..o
1. 3.5 LAZNANES . oivntietiite ettt e e
1.4.- Activités biologique de composé phénolique........c...oovviiiiiiiiiiiiiiii i,
1.5.- Activité antimicrobienne des composes phénoliques..................cccooevenee.
1.5 1-GeNEralites. .. ouvei it

© 00 N N o o AW W w w

N N T e S T e = S S e e N
O O W W W W ~N ~N ~N Ul o1 o M N O



Chapitre 2: Méthodologie Du Travail

2.- Méthodologie du travail.............oiiiiiiiiii e
2.1.- Présentation de la zone d’étude. ..o
2.2.- Matériel biologiqUe. ........oveiri it e,
2.2.1.- Matériel vegétal..... ..ottt
2.2.2.- SOUCNES DACETICNNES. .. ... veeteeeetieee ettt et e
2.3.- MEthOAES. ..o
2.3.1.- Récolte et s€chage et broyage.........ocvvviiiiiiiii i,
2.3 2. -EX raCHION. .ottt e
2.3.3.- Détermination de Rendement d’extraction................ccceoeviininennen
2.3.4.-Méthodes de dosage des polyphénols totaux, des flavonoides.............
2.3.4.1.- Dosage des polyphénols totauX...............cooiiiiiiiiiiiiin..
2.3.4.2.-Dosage des flavonoides...........c.cooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienenn.
2.3.5.-Activité antimicrobienne de I’extrait d’Oudneya africana...............
2.3.5.1.- Préparation du milieude culture ...l
2.3.5.2.- Préparation de I’inoculum.................coooiiiiiiiienn,
2.3.5.3.- ENSeMEeNCeMENt. . ....uuititinteeieti e
2.3.5.4.- Préparation des dilutions des différents extraits....................
2.3.5.5.- DEpOt des diSQUES.....ueuiuiniiniiiii i
2.3.5.6.- Lecture des antibiogrammes..............cooviiiiiiiiiiiein
2.3.5.7. - Determination des CMI.............ooooiiiiiiiiiiiii,



Chapitre 3 : Résultats Et Discussion

3.- Résultats et discussion

3.1- rendement d’extraction

3.1.1- rendement d’extraction pour les feuilles d’Oudneya africana (infusion /
décoction) par eau distillé

3.1.2- Rendement d’extraction pour la partie aérienne et les fruits 4 'Oudneya

africana infusion par éthanol

3.2.- Teneur en polyphénol tautaux et en flavonoides

3.2.1.- Teneur en polyphénol totaux et en flavonoides des d'extraits

d’oudenya africana par infusion et décoction avec 1’eau distillé

3.2.2.- Teneur en polyphénol totaux et flavonoides des I’extraits de la partie

aérienne et de fruit d’oudenya africana obtenu par infusion avec éthanol

3.3.- Evaluation de ’activité antimicrobienne

Conclusion générale

Références Bibliographiques

Annexes

30
30

30

31
32



Introduction

Introduction Générale

L’usage des plantes en médecine est trés ancien. On a méme découvert que les animaux
sauvages utilisent instinctivement certaines plantes pour se soigner ! Aujourd’hui, pour que la
médecine traditionnelle puisse porter ses fruits a une large échelle, et de maniére encore plus

efficace, il lui faut rencontrer la médecine dite «<moderne » (CTA, 2007).

Par ailleurs, selon I’OMS, prés de 6377 espéces de plante sont utilisées en Afrique, dont
plus de 4000 sont des plantes médicinales qui constituent 90% de la médicine traditionnelle. En
2004, prés de 75% de la population africaine & recours aux plantes qui I’entourent pour se

soigner et n’a pas acces aux médicaments dits modernes (DILLO, 2000).

L’étude des extraits des plantes médicinales est le domaine de recherche préféré des
spécialistes de chimie organique .la plupart estiment que c’est un sujet d’étude tout Natural pour
un chimiste.non seulement en raison de 1’abondance des plantes dans un notre environnement,
mais aussi a cause du réle important joué par les plantes dans notre médicine traditionnelle .on
méme suppose que si I’on prenait la peine de découvrir ce qu’utilise I’herboriste et d’en obtenir
les extraits ,on ferait sans aucun doute 1’acquisition de substances nouvelles pour la médicine
moderne .(Bahaz ,2012)

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale méditerranéenne saharienne
et une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartement a plusieurs familles
botanique, ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%)
d‘espéces endémiques ce qui a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable
(OZENDA, 1977).

En Algérie en général, ’industrie pharmaceutique, mais également des médecines et
chimistes cherchent de mieux connaitre le patrimoine des espéces spontanées utilisées en
médecine traditionnelle. Leurs modes d’utilisation, leur indications dans diverse pathologies
ainsi que les principes actifs sont étudies depuis une vingtaine d’années (cherifs et magdouds ,

2011).



Introduction

Dans le Sahara, il y a des especes qui sont peu ou pas étudiees et qui sont caractérisees
par leur endémisme. Il y a méme des espéces qui sont en danger de menacer par les
exploitations agricoles. Une des espéces qui sont trés peu étudiées est 1’Oudneya africana. Dans
ce contexte, ce travail vise a extraire les principes actifs a partir des différentes parties de la
plante, de déterminer le taux des polyphénols et des flavonoides et d’étudier 1’activité

antimicrobienne de ces extraits.
Ce travail comporte deux parties :

» Une premiére partie consacrée a une synthése bibliographique sur les composés
phénoliques et leurs différentes classes.

» Une deuxieme partie consacrée a une étude expérimentale qui renferme deux chapitres :
dans le premier chapitre nous avons décrit les différentes étapes suivies dans ce travail
afin de prouver ’activité biologique de I’espece choisie. Dans le deuxiéme chapitre, nous

avons présenteé les principaux résultats avec la discussion.



Chapitrel Généralités sur les composés phénoliques

1.1.- Généralités sur les composés phénoliques

Les polyphénols ou composes phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
Végetal. lls peuvent étre définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des
plantes (d’ou la dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites
primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans

I'interaction de la plante avec son environnement (Zeghad, 2008).

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composés phénoligues naturels
varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus
hautement polymeérisées (tanins condensés). (Macheix et al, 2005) Avec plus de 8000 structures
phénoliques identifiées et été isolés (Urquiaga & Leighton, 2000).

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides et lipides), les végétaux accumulent fréqguemment des métabolites dits «
secondaires > dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représente une
source important de molécules utilisables par I’lhomme dans des domaines aussi différents que la

pharmacologie ou I’agroalimentaire (Herbert, 1989).

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques trés variés tels les
alcaloides, les terpenes, les composés phénoliques, etc. (Marouf & al, 2000).

1.2- Biosynthése des composés phénoliques

1.2.1- voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un rdle critique

pour controler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide. (Kening et al, 1995) .
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Figure 1 : voie de Shikimate (Floss, 1997).

1.2.2.- Voie des phénylpropanoide

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des

principaux acides phénoliques simples,
salicylique, des précurseurs de lignine, qui est qu

important apreés la cellulose.

coumarines,

Isoflavonoides, flavonoides, acide

antitativement le second biopolymere le plus
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Figure 2 : Voie des phénylpropanoide (Hoffmann et al, 2004)

1.2.3.- Voie de biosynthése des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune et, de ce fait, possédent le
méme ¢lément structural de base, L’étape clé de la formation des flavonoides est la
condensation, catalysée par la chalcone synthéase, d’une unité¢ phényle propanoide avec trois
unités malonyl-CoA. Cette chalcone est I’intermédiaire caractéristique de la synthése des divers
flavonoides (Zeghad. N & al 2008).
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Figure 3 : Voie de biosynthese des flavonoides (Winkel-Shirley, 2001 ; Subsamanian
et al, 2007)

1.3.- Classification de composé phénolique
Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d'atomes de
carbone dans le squelette de base. Les différentes classes principales de ces composés

phénoliques isolées des plantes sont illustrées dans le tableau ci-dessous :



Chapitrel

Généralités sur les composés phénoliques

Tableaul -Les principales classes de composés phénoliques (DAAYF et LATTANZIO, 2008).

Les composés phénoliques

Squelette carboné Classe Exemple Origine
C6 Phénols simples Hydroquinone Busserole
C6-C1 Acides Hydroxbenzoique Acides Hphydroxybenzoique Epice, Fraises
Acides Hydroxycinamiques Acide Pcoumarique Tomates, ail
] ] Carottes,
C6-C3 Coumarines Ombelliferone )
Coriandre
C6-C4 Napthoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénoides Trans-Resvératrol Raisin
Flavonoides Kaempférol Fraises
o Graines de
Isoflavonoides Daidzéine )
soja
Raisin
C6-C3-C6 o
Anthocyanes Delphinidol Cabernet-
Sauvignon
. o Bactéries Inte
(C6-C3)2 Lignanes Entérodiol )
stinales
) ) Bois
o Ether Bconiférylique o
Lignines R ) Fruits a
(C6-C3) n du gafacylglycéro
noyaux
(C6-C3-C6) n Tanins condensés Procyanidol Raisins Kaki

1.3.1.- flavonoides
1.3.1.1.- Généralité

Le nom flavonoide est dérivé du mot « Flavus » en latin, qui signifie jaune. L’intérét

nutritionnel pour les flavonoides date de la découverte de la vitamine C. et proviendrait du terme

flavedo, désignant la couche externe des écorces d'orange, cependant d'autres auteurs

supposaient que le terme flavonoide a été plutdt prété du flavus , (flavus=jaune) (Karaali & al,
2004 , Malesev et Kunti¢, 2007).
Les analyses chimiques ont montré que la fraction active était de nature flavonoidique

.Cette action des flavonoides sur la perméabilité vasculaire a été appelée propriété vitaminique P

(P étant la premiére lettre du mot perméabilité).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais ont éte

réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyi, désignés sous le nom de vitamine P,
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en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette
dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient
pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent aux
flavonoides (NIJVELDT & al, 2001).

Les flavones et flavonols incolores, ont un role de co-pigment et de protection alors que les
flavonoides jaunes (chalcones) et les anthoccyanosides bleus et rouges sont directement visibles.
Certains ne sont visibles que par les insectes ,assurant la signalisation pour les pollinisateurs.les
flavonoide, dissous dans les vacuoles a 1’état d’ahétérosides ou dans des plastes particuliers, les
chromoplastes sont présentes dans la cuticule et les cellules épidermique ,assurant la protection
des tissu contre les rayonnements solaires nocifs.les flavonoides(plus de 3000) ont une origine
biogénétiqgue commune et on peut distinguer les flavonoides sensu des dérivés flavaniques ,des
anthocyanosides et des isoflavonoides. Les flavones et flavonols représentent 80 des flavonoides
sensu stricto (DE RIJKE E & al, 2006).

1.3.1.2.- Structure de flavonoide

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont
reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'nétérocycle (C) (W- Erdman & al,
2007).

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systtme C6-C3- C6
(Emerenciano & al, 2007) .en formant une structure de type diphényle propane dont des
groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux
de cette molécule (Narayana, 2001, Malesev et Kunti¢, 2007).

O-hétéroside C-hétéroside

Eutine

Figure 4 :  Structure chimique deux flavonoides (a : la rutine , b : la saponarine )
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1. 3.1.3.- Les différentes classes de flavonoides

= Naringine
= Hesperitine

e H C— 4
*Okanine l o
=Buteine |
e flavanones _
= Apigenine |

o O | - Nobilétine|
chalcones flavones

l =Quercetine ‘ ™ . | = Pclnrgonidincl

=Nlorine | : | = “yanidine

o
i o
OH

antho-
cyanidines

' = LLeucocyanidine I

“Caechine | navane- navane.
= 3-cles 3.4-diocles

Figure 5 : Définition des différents types de flavonoides a partir du squelette flavane. (Dacosta,
2003, Louis, 2004).

a- Les chalcones et aurones

Gardent la structure de la tétra ou trihydroxychalcone. Le noyau central de la molécule
n’est pas totalement cyclis€é ou se présente sous forme d’un cycle ne présentant que cinqg
sommets Les aurones sont caractérisés par un structure de 2-—benzylidéne coumarone.
(KEBIECHE & al, 2009).

b- Les flavanones

Dérivent des précédentes par une cyclisation au centre du squelette, d’ou un hétérocycle.
Ils se caractérisent par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 par la présence des centres
d’asymétrie. (KEBIECHE, 2009).

c- les flavones

Dérivent des flavanones par une oxydation qui introduit une seconde double liaison dan
I’hétérocycle. Dans plus de 90%, le cycle A est substitué par deux hydroxyles phénoliques en C5
et C7. Par exemple: Glucoside d’apigénine chez le blé et la tricine chez le blé. (KEBIECHE,
2009).
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d- les isoflavones

Dérivent aussi des flavanones mais outre une oxydation centrale, il y a transposition du
cycle latéral du C2 au C4 de I’hétérocycle (KEBIECHE, 2009).
e- les anthocyanes

Le terme <« anthocyanes > a une valeu générale désignant, soit les formes naturelles
glycosylées, soit les molécules non glycosylées. Chez les anthocyanes, en plus de la position 3
qui es toujours glycosylée, il y a aussi préférentiellement la position 5 est glycosylée.
(KEBIECHE, 2009).
1.3.1.4- Propriétés biologiques et pharmacologiques des flavonoides

a-Effets Antiallergiques

Ces effets sont attribués a I’influence des flavonoides sur la production de I’histamine.
Les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMP cyclique phosphodiesterase et ATPase
Ca2+-dépendante, responsables de la libération de 1’histamine a partir des mastocytes et des
basophiles (Di Carlo et al. 1999). Par exemple, I'ATPase Ca?+ dépendante dégrade I'ATP
produisant ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de I'histamine stockée dans les vésicules. En inactivant
cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du cromoglycate de
sodium utilisé comme médicament en empéchant la libération de I'histamine et d'autres
substances endogénes qui causent lI'asthme (Marfak, 2003).

b-Effets Anti-inflammatoires

Sous I’action de la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase, 1’acide arachidonique se

métabolise respectivement en prostaglandines et leucotrienes induisant ainsi des phénomeénes
inflammatoires. Landolfi et son groupe ont montré que certains flavonoides tels la quercétine et
la myricétine, 1’apigénine et la chrysine que sont capables de modifier le métabolisme de
I’acidearachidonique dans les plaquettes en inhibant ces enzymes (Landolfiet al, 1984).

c-Effets Anti-Ulcereux

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercétine et la

naringénine jouent un role important dans la réduction de 1’ulcere et la protection des cellules
gastriques. Il a été suggéré que la quercetine exerce son activité via un mécanisme complexe
impliquant la production du mucus, le pi¢geage des radicaux libres, et également 1’inhibition de
la production de leucotriéenes (HANANE AISSAOUI ,2010).

D’autres études ont permis d’établir une relation étroite entre les propriétés antiulcéreuses

de la quercétine, naringénine, rutine et kaempférol, et la production du PAF qui est un agent

10
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ulcérogéne potentiel. En effet, il s’est avéré que la réduction des dommages gastro-intestinaux
est due probablement a I’inhibition du PAF par ces flavonoides.

d-Effets Anticancéreux

Présente pratiquement dans tous les types de thé et en particulier dans le the vert, la
catéchine a montré une activité anti-tumorale (Bracke & al. 1991). Une telle activité est
attribuée a la capacité de ce flavonoide d’inactiver le t-PA (tissue-type plasminogen activator) en
greffant & celui-ci la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un role
important durant la mort cellulaire. La quercétine inhibe la croissance cellulaire en empéchant
certaines phases du cycle cellulaire et en bloguant les sites récepteurs des hormones (Larocca &
al, 1994).

La croissance cellulaire peut étre inhibée également par d’autres mécanismes, a savoir : la
Stabilisation du collagéne, 1’altération de I’expression des génes, et la réduction de radicaux
libres (Di Carlo & al, 1999). En effet, la catéchine augmente la résistance du collagene et inhibe
’activité de la collagénase.

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant
I’enzyme aldose réductase (Chaudhry et al, 1983). Certains flavonoides peuvent entraver
I’athérosclérose et par conséquent réduisent le risque des maladies cardiovasculaires. Les effets
anti- viraux des flavonoides ont été également démontrés.

e- Autres propriétés des flavonoides

e Protection des plantes contre les radiations UV.

e Sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections

bactériennes et virales

e Agissent comme des pigments ou des co-pigments.

e Modulation de la distribution d'auxine.

e Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries

symbiotiques et les 1égumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire.

e Reégulation de I'élongation des tiges.

e Interviennent dans la maturité des fruits.

e Sont a l'origine des godts amers et astringents afin de repousser les animaux herbivores

(Zeghad et al, 2008).

11
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1.3.1.5- Biosynthése, accumulation et classification

Les flavonoides possedent un squelette de base de 15 atomes du carbone C constitués de
deux cycles en C6 A et B reliés par une chaine enC3.Leur biosyntheése se fait a partir d’un
squelette moléculaire de base la chalcone qui a une origine biosynthétique mixte: d’une part 3
molécule d’acétyle CoA (apporté sous forme de malonyl CoA) pour le cycle A et d’autre pour
une molécule de p-coumaryl CoA pour le cycle B et ’hétérocycle C. I’enzyme clé est la
chalcone synthase CHS qui provoque la condensation séquentielle en formant la naringénine —
chalcone .Cette chalcone de couleur jaune est meétabolisé sous 1’action de I’enzyme chalcone
isomérase en flavanone: naringénine. C’est sur cette derni¢re qu’agie ensuite la flavone synthase
ou la flavanone -3-hydroxylase pour donner les flavones: apigenine, dihydroflvonol, et (2R-3R)-
dihydrokaemphérol respectivement. Les deux enzymes citées fonctionnent difféeremment, la
premiére introduit la double liaison entre les carbones 2et 3, tandis que la deuxiéme catalyse
I’yhdroxylation du C3. Le dihydroflavonol-4-réductase, se métabolise en flavonol, kaempféraol

ou en flvan-3, 4-diol, leucoanthcyanidol.

12
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Tableau 2 : Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides (W-Erdman et al,

2007).
Flavonoides Exemples Aliments Caractéristiques
Flavonols Oignon, poireau, | Le groupe le plus abondant des
Quercétine brocolis,thé. COMpPOsEés
pommes,chou phénoliques.
frisé, vin rouge,
Kaempférol
Lutéoline Persil, céleri. Le groupe le plus abondant Des
Apigénine composes phénoliques, les
Flavones flavones se different des
lavonols seulement par le
manque d'un OH libre en C3, ce
qui affecte ainsi leur
absorption aux UV, mobilité
hromatographique et les
réactions de coloration
Flavanones o Fruits du genre Sont caractérisés par
Naringenine | i l'absence de la double liaison
Rf' Eriodictyol C2-C3, le flavanone le plus
o o ﬁj e abondant est la naringénine,
\Lf j J’ 5 isolée pour la premiére fois &
g \“‘g partir des écorces de citrus.
OH
Genisteine Graines de soja et | Caractérisés par leur
Isoflavones
Daidzeine produits qui en | variabilité structurale dont
dérivent. I'attachement du cycle B se fait
en C3. lIs sont présents dans les
plantes sous forme libre ou
glycosylée
Catéchine Vin rouge, thé Flavan3ols ainsi que flavan3,

Epicatéchine
Epigallocatéc

-hine

noire, thé vert,

cacao, chocolat.

4diols sont tout les deux
impliqués dans la
biosynthése de
proanthocyanidines (tanins
condensés) par des

condensations enzymatiques
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Ra et chimiques
R4
OH O

Q ~
N "
(L L R5

N OH
OH

RY Cyanidine Raisins, vin | Représentent le groupe le

Delphénidine | rouge, certaines | plus important des
variétés de | substances colorées, ces
ceréales. pigments hydrosolubles

contribuent a la coloration

OH des angiospermes.

1.3.2.- Acide phénolique

Les acides phénoliques sont tous les composés organiques possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, dérivés des acides benzoiques (C6-C1) ou des
acides cinnamiques (C6-C3). lls sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et
médicinales, comme exemple: acide chlorogenique, acide caffeique, acide protocatechique, acide
vanillique, acide ferulique, acide sinapique et acide gallique. lls sont considérés comme
substances phytochimiques avec des effets prebiotique, Antioxydant, de chélation et anti-
inflammatoire. Leur toxicité est faible et ils sont considérés Non toxiques.
Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est 1’acide caféique, cet acide et ’acide férulique
empéchent la formation du cancer des poumons chez les souris, I’acide gallique inhibe la
formation du cancer cesophagien chez les rats. (LARAOUI.H, 2007).

~. ~-COOH

[9] R=0OH Acide caféique
[10] R=OCH; Acide férulique

Figure 6 : Structure de base d’acide phénolique (BAHAZ M et RACHDI H et al, 2010).
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1.3.2.1.- Acides hydrox benzoiques

e Ont une structure générale de base de type (C6-C1)

e Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides

e Les acides Hydroxbenzoique les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 2 :
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

1.3.2.2.- Acides hydrox-cinnamiques

Dérivent de I'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3).
Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent une réactivité chimique

importante de ces molécules. (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
1.3.2.3.- Coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydrox cinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale. Les coumarines ont fréeqguemment un rdle écologique ou biologique. (Macheix et
al, 2005).
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Tableau 3 : Principaux acides Hydroxbenzoique, coumarine, hydroxycinnamiques

Structure R1 R2 R3 R4 Acides
phénoliques
Acide
H OH OH H benzoique
o il Acide p-
H OCH3 OH H hydroxy
3 COOF .
Benzoique
OH OH OH Acide gallique
= H OCH3 OH OCH3 |Acide
syringique
OH H H H Acide
salicylique
OH H H OH Acide
gentisique
R1 R2 R3 Acides
phénoliques
R1 OOt '1H H H Acide
cinnamique
H OH H Acide p
coumarique
R2 R3 OH OH H Acide caféique
‘ OCH3 OH H Acide férulique
OH OCH3 Acide
OCH3 sinapique
R6 R7 R8 Acides
phénoliques
H OH H Umbelliférol
)
Os OH OH H Aescultol
cC=
R7 e OCH3 OH H Scopolétol
- OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

16




Chapitrel Généralités sur les composés phénoliques

1.3.3.- Les tanins

Les tanins sont des polyphénols qu’on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
écorces d’arbres, blés fruits (raisin, datte, café, cacao...) et les feuilles de thé. Les tanins sont des

composés phénoliques solubles dans 1’eau et les solvants polaires.

Les tanins ont la propriété de tanner la peau. C’est a dire de la rendre imputrescible , cette
propriété est liée a leur aptitude a se combiner a des macromolécules (protéines,
polysaccharides...) .lls présentent, a coté des reactions classiques des phénols, la propriété de

précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines.

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (MAAMRI et al,
2008).

1.3.3.1.- Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters du glucose (ou de molécules apparentées) et d’acides phénols qui sont :

Soit I’acide gallique, on parle alors de tanins galliques ;
Soit 1’acide ellagique, qui est un dimére de 1’acide gallique, on parle alors de tanins
ellagiques. Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs molécules

d’acide gallique ou plusieurs molécules d’acide ellagique (GHESTEM, 2001).

1.3.3.2.- Tanins condensés

Ce sont des proanthocyanidines, composés phénoliques hétérogénes : dimeéres, oligomeéres ou
polyméres du flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).

Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et les prodelphinidines.
Les monomeres constitutifs des procyanidines sont la catéchine et 1’épicatéchine qui peuvent tre
substituées par 1’acide gallique ou des sucres, généralement en position 3 ou plus rarement en
position 7. Ces monomeéres de prodelphinidines sont la gallocatéchine et 1’épigallocatéchine,
mais on distingue également des monomeéres de quercetine et de myricétine.

En s’hydrolysant, les tannins condensés ne donnent pas de composés simples comme le glucose
ou les acides phénols comme c’est le cas pour les tannins hydrolysables, mais plutdt des

anthocyanidines (HARRAR ABD EL NACER.2012).
17
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Flavanols R3 R; Rz
(+)-catéchine H OH H
(-)-épicatéchine H H OH
(+)-gallocatéchine OH OH H
(-)-épigallocatéchine OH H OH

Figure 7. Structures chimiques des unités monomériques constitutives des tanins condensés.
1.3.3.3. -Les phlorotanins

Les phlorotanins se trouvent dans les algues brunes, ils ne possédent pas les groupes ortho-
phénoliques typiques des tanins condensés et hydrolysables.

1.3.4.- Stilbéne

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

1.3.5.- Lignanes

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

composés ont été isolés dans environ soixante-dix familles (Mogode Debete Judith.2005).
1.4-Activité biologique des compose phénolique

L’activité biologique des acides —phénols dépend de plusieurs critere .le premier critere est le
nombre de groupements hydroxyles greffés sur la molécule. Les compose phénoliques présentent
une activité antioxydant supérieure aux composé€s monophénoliques, ainsi 1’acide gallique
possede une activité plus importante que I’acide protocatechéique

(CUVELIER ,1992&TERAO, 1993). Le deuxiéme critére est la présence ou non d’un
18
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groupement méthoxyle sur le cycle aromatique. Les présences d’des ou deux groupements
méthoxyle en ortho par rapport a un hydroxyle va permettre d’augmenter l’activité d’une
molécule. Cette substitution en ortho par un groupement méthoxyle va, en effet, permettre, grace
a sa propriété électro donneuse, d’augmenter la stabilité du radical arloxyle aprés 1’oxydation de

la molécule, et donc d’augmenter son activité antioxydant (TERAO ,1993).

Enfin, les dérivés de 1’acide cinnamique présentent une meilleure activité antioxydant que
leurs homologues dérivés de 1’acide benzoique (CUVELIER ,1992). Cette différence d’activité
serait due a la double liaison de la chaine latérale des dérives cinnamiques .celle-ci aurait un effet
stabilisateur du radical phénoxyl par un effet de résonance comme les chalcones, les acide-
phénols sont des composé connus pour leurs propriété antioxydants .cette capacité a piéger les
radicaux libres leur permet d’intervenir dans de nombreux phénoménes biologique .certains
études ont montré que les propriétés antioxydants de ces composé permettent de protéger la
cellule contre un stress oxydant .des composés tels que 1’acide gallique et D’acide
protocatechéique sont capables d’augmenter le taux de survie de cellules de la peau soumises a
un stress oxydant important (SARNI-MANCHADO.P &CHEYNIER.V,2006) les acides-
phénols ne sont pas seulement connus pour leur activitéantioxydant.des études ont montré qu’ils
présentent également des activités anti-inflammatoire et anticarcinogéne .certains acides
phénolique particuliérement 1’acide caféique ,exercent une activité anti-inflammatoire en
inhibant de maniére spécifique la synthése des leucotriénes .ces composes, impliqués dans
’initiation des phénomeénes inflammatoires ,sont synthétisés a partir d’un lipide membranaire
particulier. L’acide arachidonique.l’acide caféique bloque la synthése de ces composes en

inhibant de maniére spécifique 1’enzyme responsable de leur biosynthése, la 5-lipoxgénase.

L’activité anti-carcinogéne des acides-phénols a été démontrée a plusieurs reprises lors
d’études réalisées in vitro et in vivo.une de ces études a montré que ’acide protocatechéique
(acide 3,4-dihydroxybenzoique), administré oralement, peut diminuer le pouvoir carcinogene
qu’exerce le diéthylnitrosamine sur les cellules hépatiques de rat (MOKRINI.R ,2006).
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1.5.-Activité antimicrobienne
1.5.1.- Généralité

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais
on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits entiérement
synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer
habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les distingue des
antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995). La prescription a grande échelle et
parfois inappropriée de ces agents a entrainé la selection de souches multi-résistantes d’ou
I’importance d’orienter les recherches vers de nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont
toujours constitué¢ une source d’inspiration de nouveaux médicaments (Billing et Sherman,
1998). Qualité alimentaire. S. Typhimurium est largement répandue dans les différents réservoirs
animaux (porcs, bovins, volailles...) et dans certaines denrées destinées a ’homme (Medjbar,

2008).
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2.- Méthodologie du travail

2.1.- Présentation de la zone d’étude

La Wilaya de Ghardaia se situe au centre de la partie Nord de Sahara. Elle est issue du
découpage administratif du territoire de 1984.
La Wilaya de Ghardaia est limitée :
» Au Nord par la Wilaya de Laghouat (200 Km) ,
» Au Nord Est par la Wilaya de Djelfa (300 Km),
» A I’Est par la Wilaya d’Ouargla (200 Km).
» Au Sud par la Wilaya de Tamanrasset (1.470 Km).
» Au Sud- Ouest par la Wilaya d’Adrar (400 Km).
» A 1’Ouest par la Wilaya d’El-Bayadh (350 Km).

WILAYA DE GHARDAIA N

LIMITES ADMINISTRATIVES
WILAYA

WiILAYA LA

LAGHOUAT

WIEAYA
EL-BAYADH

—

WiLAYa
OUARGLA

METLILI

WILAYA
D'ADRAR

WILAYA el Bews o Wik s

TAMANRASSET Chel Bow do Commune

Figure 8 : Situation géographique de la région d’étude Ghardaia (ATLAS, 2005 in BEN
SEMAOUNE).
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2.2.- Matériel biologique
2.2.1.- Matériel végétal
A.- Description d’Oudneya africana R.Br

Le genre Oudneya appartient a la tribu Brassiceae (S.1. Warwirk et al 1993). Il comporte

une seule espéce, africana africana (P. Ozenda Flore du Sahara, 1977).
B.- Aspect botanique

Les buissons d’Oudneya africana R.Br. mettent ¢a et Ia, au bord des oueds et les rocailles
la note vive de leurs fleurs d’un beau rose violacé. Les fleurs épanouies parmi les gousses des
fruits sont dressées en grappes distinctives.

e Floraison : hiver-printemps
e Habitat : rocailles, terrains gypseux, Sahara septentrional
e Aire géographique : endémique, Algérie-Tunisie

e Etymologie de la plante : endémique de Sahara.
Cette plante est qualifiée d’ ‘africaine’.

C.- Place dans la systématique
e Embranchement : Spermaphyte.
e Classe : Dicotylédone.
e Ordre : Pariétale.
e Famille : Brassicaceae ou Cruciférae.
e Sous-famille : Brassicoideae.
e Tribu : Brassiceae
e Genre : Oudneya
e [Espeéce : Oudneya africana

e Synonyme : Henophyton deserti (Coss. & Dur.)
D.- Description botanique

Oudneya africana R.Br. est un arbrisseau rameau atteignant plus de 1.50 m de hauteur, a
feuilles longues de 2 a 3 cm, charnues, 1égérement spatulées et d’un vert foncé , a fleurs grandes

a quatre sépales dressés et quatre pétales onguiculées d’un rose violacé vif, a veines plus foncées
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, & six étamines (dont deux plus courtes) a antheres jaunes autour du pistil et a fruits siliques

dressées, longues, a bec court et plutét charnu, a graines largement ailées (Figure 1, 2, 3).

Photo 3 : Espéce d’Oudneya africana (SBF, 2011)

D.- Usage traditionnelle

Oudneya africana, connue sous le nom arabe "Hannet [’ibel", est largement exploitée en
Algérie et au Maroc. L’utilisation de cette espéce en Phytothérapie est relativement ancienne au
Maroc, elle est consommée comme bon traitement pour les maladies de [D’intestin
(BELLAKHDAR, 1997). Au sud Algérien, elle est indiquée pour les maladies de la peau en
usage externe, sous forme de pate, mélangée avec du Henné (Lawsonia inermis) (SMADI
,2008).
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2.2.2.- Les souches bactériennes

Escherichia coli E52, Staphylococcus aureus S1, Pseudomonas aeruginosa (CIP A22), Bacillus
coagulans (CIP 6625), Candida albicans (IPA 200), Klebsiella pneumoniae E40 ,et les deux

souche champignon (Aspergillus ochraceus ATCC 3174, Pencillium expansum).
2.3.- Méthodes
2.3.1.- Récolte et séchage et broyage

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de la plante Oudneya africana R.Br
récoltée a Metlili en 30 mars 2013. Les échantillons sont séchés a I'abri de la lumiére et de
I’humidité, a température ambiante. Les différentes parties séchées séparément ont été broyées

et stockées soigneusement dans un endroit sec.
2.3.2.-Extraction

L’extraction des principes actifs de 1’espece étudiée est effectuée par infusion et décoction
on basant sur le mode traditionnel de préparation. Pour les feuilles, nous avons fait une décoction
et une infusion avec 1’eau distillée, alors que pour la partie aérienne et les fruits, nous avons
effectué I’infusion avec 1’éthanol avec un rapport poudre végétale/solvant de 1/10 : p/v. Apres
30 min les extraits ont subit a une filtration. Les extraits obtenus sont ensuite concentrés par le
Rotavapor (HEIDOLPH) a 45°C pour éthanol et 55°C pour I’ecau distillée. Les extraits

concentrés sont conservés dans des flacons sombre a + 4 °C.

Photo 4 : Appareil de Rotavapor (originale )
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2.3.3.- Détermination de Rendement d’extraction

Le rendement en compose phénolique est le rapport entre de poids de extrait et le poids de
la biomasse végétale a traiter. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculer par la

formule donné par (Falleh et al, 2008) suivants :

R= (Pe/Pv) x 100

Oou:
R : Rendement d’extraction en % ,
Pe: Poids d’extrait en gramme ,

Pv: Poids de la biomasse végétale.

2.3.4.-Méthodes de dosage des polyphénols totaux, des flavonoides
2.3.4.1.- Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteau a été déecrit dés 1965
(SINGLETON et ROSSI, 1965 cités par BOIZOT et CHARPENTIER, 2006). Son utilisation
s’est largement répandue pour caractériser les extraits végétaux d’origine la plus diverse. Le
réactif est constitué par un mélange d’acide phospho-tungstique (H3PW12040) et d’acide
phospho-molybdique (HsPM01204). 11 est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes de tungsténe 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 spectrophotomeétre (JENWAY 6315) apres
une heure de repos a I’obscurité. Une courbe d’étalonnage est effectuée en prenant 1’acide
gallique comme référence. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique pour 1

g de poids sec d’Oudneya africana (TELLI, 2009).
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Photo5 : Gamme d’étalonnage des polyphénols totaux (original).

2.3.4.2.-Dosage des flavonoides

Les flavonoides totaux sont déterminés selon le test colorimétrique de KIM, JEONG et
LEE (2003). L’absorbance de développement de la couleur rose est déterminée a 510 nm par un
spectrophotometre (JENWAY 6315). La préparation de la courbe d’étalonnage est faite avec la
rutine et les résultats sont exprimés en mg équivalent en rutine par 1 g du poids sec d’échantillon
(TELLI, 2009).

Photo 6 : Gamme d’étalonnages de flavonoides.

2.3.5.-Activité antimicrobienne de I’extrait d’Oudneya africana

L’activité antimicrobienne d’Oudneya africana a été effectuée par la technique de
diffusion sur I’agar (la méthode de disque) selon la méthode décrite par Falleh et ses
collaborateurs (2008) vis-a-vis de huit souches bactériennes Les différentes especes( Escherichia
coli E52, Staphylococcus aureus S1, Pseudomonas aeruginosa (CIP A22), Bacillus coagulans
(CIP 6625), Candida albicans (IPA 200), Klebsiella pneumoniae E40), et les deux souches
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champignon (Aspergillus ochraceus ATCC 3174, Pencillium expansum). Sont d’abord repiquées
par la méthode des stries dans des boites de Pétri contenant le milieu gélose nutritive, puis
incubées a 37 °C Pendant 24 h. Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées
et transférées dans 1’eau physiologique stérile. Un prélévement a partir de cet inoculum sert a
ensemencer de nouvelles boites de Pétri contenant la gélose nutritive par technique
d’écouvillonnage. Des disques de 6 mm de diamétre ont été préparés a partir de papier Wattman

n03, puis stérilisés par UV pendant 15 min.

2.3.5.1.-Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est la gélose nutritive préparée comme suit
Dissoudre (10 g peptone ,5g extrait de viande, 5g de NaCl, 20g agar). Dans un litre d’eau
distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15
minutes a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri. (Photo7).

a: Fondre les milieux au b : Remplissage des boites ¢ : Refroidissement de milieu

bain-marie Pétri de culture

Photo 7 : Etapes de coulage du milieu de culture dans les boites de Pétri.

2.3.5.2.-Préparation de I’'inoculum

A partir d’une culture jeune, on préleve a I’aide d’une anse de platine deux a trois
colonies pures et bien isolées qu’on décharge dans un tube contenant 20 ml I’eau physiologie

stérile. L enrichissement dure pendant 2 a 3 heures (photos 08)
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a : Boite des souches testees b : Décharge les colonies dans un tube
renferme 1’eau physiologique

Photo 8 : Etapes de préparation de 1’inoculum

2.3.5.3.- Ensemencement

Sur des boites contenant la gélosé nutritive on introduit 3 @ 5 ml d’inoculums. On obtient
ainsi, un étalement uniforme en nappe. L’excés du liquide est aspiré a 1’aide d’une pipette

pasteur et rejeté dans un bac d’eau de javel.

2.3.5.4.- Préparation des dilutions des différents extraits

Les extraits d’Oudneya africana ont été dilués avec I’eau ou 1’éthanol selon le solvant

utilisé pour I’extraction. Les dilutions préparées sont : 100%, 75%, 50%, 25%, 10% et 0%.
2.3.5.5.- Dép6t des disques

Les disques sont préleves a 1’aide d’une pince stérile, puis imbibés avec I’extrait
d’Oudneya africana jusqu’a imprégnation total du disque, puis séchés pour faire évaporer le

solvant. Les disques ainsi traités sont déposés sur la surface de la gélose inoculée.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
(témoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats
des extraits testés et les disques Wattman imprégnés d’éthanol et de 1’eau distillée (témoin
négatif). En fin, les boites préparées ont été incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures pour les
bactéries et 48 heures pour les champignons.
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2.3.5.6.- Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos

d’inhibitions au tour des disques.
2.3.5.7.- Détermination des CMI

Pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI), Il s’agit de déterminer les plus
petites concentrations auxquelles les extraits présentent encore une activité antibactérienne

visible a 1’ceil nu.
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3.- Résultats et discussion
3.1.- Rendement d’extraction

3.1.1.- Rendement d’extraction pour les feuilles d’Oudneya africana (infusion /décoction)
par eau distillé

L’extraction des principes actifs a partir des feuilles est effectuée par 1’infusion et la
décoction par I’eau distillée. Le rendement d’extraction des deux extraits est présenté dans la

figure 09.

Rendemnt d'extraction (%)
O FRP N WP, UILOoO N OO
1

IF Fe Dc Fe

Extrait des feuilles

Figure 9 : Rendement d’extraction des feuilles d’Oudneya africana (infusion/décoction) par eau

distillée.

Il est a noter que le rendement d’extraction par infusion est supérieur a celui de
décoction et qui sont 8,7 et 1,47% respectivement. Bien que la température élevee fait amollir les
tissus qui sont sec et solide, elle peut aussi favoriser la dénaturation des molécules ce qui conduit
a leur association en particules trés volumineuses et que ne passent pas a travers le papier filtre.
Par contre, I’infusion est une technique d’extraction douce n‘entraine pas I’altération des

molécules, ce qui explique le rendement le plus €levé dans ce type d’extraction.
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3.1.2.- Rendement d’extraction de la partie aérienne et des fruits d’Oudneya africana

(infusion par éthanol)

Concernant la partie aérienne et les fruits, nous avons fait ’extraction par infusion mais
avec I’éthanol. Les résultats obtenus, donnés par la figure 10, montrent que I’extrait des fruits a
le rendement le plus élevé (5,14%), tandis que 1’extrait de la partic aérienne a le rendement le
plus faible (0,38%).

N w ) (2} (o)}
L

L A

PA Fr

Rendement d'extraction (%)

Extrait éthanolique de la partie aérienne et les fruits

Figure 10: Rendement d’extraction par infusion a 1’éthanol de la partie aérienne et des fruits

d’Oudneya africana.

Cette différence peut étre due a la quantité de fruits dans la partie aérienne (la partie
aérienne contient de : feuille, fruit (grain et enveloppe), fleur et tige), donc le rendement de

I’extrait de fruit infusé par éthanol est plus élevé par apport I’extrait de la partie aérienne.
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3.2- Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

3.2.1.- Teneur en polyphénol tautaux et en flavonoides des extraits d’Oudenya
africana obtenus par infusion et décoction avec I’eau distillée

Tableau 4: Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits obtenus par infusion et

décoction de feuilles de la plante d oudenya africana .

Extrait IF.Fe DC.Fe
Teneur Teneur en | Teneur en | Teneur en | Teneur en
ppt(mg flavonoides (mg | ppt(mg flavonoides (mg
EAG/g) ER/Q) EAG/qg) ER/g)
91.35 9.88 79.69 0.98
1395100 .
O
X 90,00
T4}
£
= 85,00 -
&
S 80,00 -
3
S 75,00 -
[t
70,00 .
IF Fe DC Fe
Extrait des feuilles

Figure 11 : Teneur en poly-phénols totaux des extraits des feuilles d’Oudneya africana infusées

par 1’eau distillée.
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Teneur en Flavonoides (mg ER/g)

IF Fe

DC Fe

Extraits des feuilles

Figure 12:

Teneur en flavonoides des extraits de feuille d’Oudneya africana infusion /

décoction par eau distillé.

La teneur en polyphénols dans la plante Oudneya africana étudiée varie d’un extrait a un

autre. L’extrait de feuille par infusion avec I’eau distillée renferme la plus grande quantité de

polyphénols totaux (91.35mg)- En comparaison avec 1’extrait des feuilles par décoction a un

teneur variable de (76mg). Cette différence peut étre due par le fait que les composés

phénoliques sont des molécules thermolabiles et que la décoction fait dégrader ces molécules,

par conséquent, la teneur en polyphénols soit faible dans les extraits des feuilles obtenus par la

décoction. Par contre, I’infusion n’altére pas ces composés car les feuilles sont mises en contact

avec 1’eau chaude et non bouillée.

3.2.2.- Teneur en polyphénol totaux et flavonoide des extraits de la partie aérienne

et de fruit d’oudenya africana obtenu par infusion avec éthanol

Tableau 5 : Teneur en polypheénols totaux et en flavonoides des extraits obtenue par
infusion avec éthanol de la partie aérienne et de fruit.

Extrait IF. PA IF .Fr

Teneur Teneur en | Teneur en | Teneur en | Teneur en
ppt(mg flavonoides (mg | ppt(mg EAG/g) | flavonoides
EAG/g) ER/Q) (mg ER/g)
42.34 5.20 137.34 17.72
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140,00 ~

120,00 -~
100,00 -

80,00 -
60,00 -

40,00 -
20,00 -~

Teneu en PPt (mg EAG/g)

0,00 : :
IF PA IF Fr

Extaits éthanoliques de la partie aérienne et des fruits

Figure 13: Teneur en polyphénols totaux des extraits de la partie aérienne et de fruit d’Oudneya

africana infusés par 1’éthanol.

La teneur en polyphénols dans la plante étudiée (Oudneya africana) varie d’un extrait a
un autre. L’extrait par infusion avec 1’éthanol des fruits renferme la plus grande quantité de
polyphénols totaux (environ 140 mg EAG/g du poids sec), alors que I’extrait de la partie aérienne
présente une teneur faible (40 mg), ce ci peut étre due a la richesse des fruits en comparaison avec la

partie aérienne qui renferme les différentes parties de la plante mais avec des proportions faibles.

21,64

25,00

20,00 - 10,86

15,00 -
10,00 ~

5,00 -

Teneur en Flavonoides (mg ER/g)

0,00 : .
PA Fr

Extraits de la partie aérienne et des fruits

Figure 14 Teneur en flavonoide des extraits des parties aériennes et fruit 4'Oudneya africana
infusion par éthanol.
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La teneur en flavonoides dans la plante Oudneya africana étudiée varie d’un extrait 4 un autre.
L’extrait fruit infusion par éthanol renferme la plus grande quantité de flavonoide (21.64mg). La
faible teneur en flavonoide avec (10.86mg) est observée dans le cas d’extrait de partie aérienne par
infusion. Ce qu’indique la présence d’une quantité trés importante de flavonoides dans I’extrait de
fruit infusé par éthanol, par contre a la faible quantité de flavonoides dans 1’extrait de la partie

aérienne infusé par éthanol.
3.3.-Evaluation de P’activité antimicrobienne

Nous avons évalué I’activité antimicrobienne des extraits aqueux de Oudneya africana par la
méthode de diffusion en milieu solide, cette activité a été révélée sur souches bactériennes
(Escherichia coli, staphylocoques aureus, Pseudomonase ,bacillus subtili , condida albicans ,
klabcella )et deux levures ( Aspergillus ochraceus ATCC 3174, Pencillium expansum) et une
souche fongique (Candida albicans), nous avons mesuré¢ les diameétres des zones d’inhibition de
croissance des cultures microbiennes. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, les zones
d’inhibition des différents extraits ont été mesurées. Les résultats obtenus sont donnés dans

tableaux suivants :

Tableau 6 : Activité antimicrobienne de partie aérienne d’Oudneya africana (diamétres des

zones d’inhibition de croissance des cultures microbiennes en mm)

Dilution Partie aérienne
10% (L] 25% 50% 75% 100%
;ﬁgﬁg‘gienn mg/ml) | (25mg/ml) | Gmg/ml) | (7.5mg/ml) | (10mg/ml)
Pseudo | 12 19 23 22 26
BS 13 17 17 19 21
E.Coli |/ 19 24 28 31
IPA ] 17 12 20 22
Staph | 8 12 14 21 25
K 9 11 14 / 25
AO ] 14 13 / 16
PE 9 9 14 16 ]
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Elle s’effectue par la mesure des diametres d’inhibition d’ou :

Diameétre =6 mm : absence d’activité.
Diamétre entre 6 et 10 mm : activité faible.

Diameétre entre 10 et 16 mm : activité moyenne.

YV V VYV V

Diamétre > 16mm : activité tres forte.

Photol0 : zones d’inhibition des extraits des Photo 09 : zones d’inhibition des extraits de
plantes étudies sur la bactérie Staphylococcus plantes étudient sur la bactérie

aureus a dilution 75% Staphylococcus aureus a dilution 100%

La méthode classique utilisée pour évaluer I’activité antimicrobienne de différents agents
antimicrobiens est par la détermination de la concentration inhibitrice minimale a dilution 10% |,
soit par le bouillon dilution ou par la méthode de diffusion en gélose , en note un effet sur la
croissance de certaines souches (Staphylocoques aureus ATCC 25923, Pseudomonase
aeruginosa ATCC27853, Bacillus subtilis, klabcella, Pencillium expansumne) activement
moyenne par rapport a certaines souche bactrienne (condida albicane. E.coli) et souche
champignon (Aspergillus ochraceus ATCC 3174, Pencillium expansum) qui n'‘ont pas connu

aucun effet par I’extrait de partie aérienne.

A dilution 25% I’effet est activement faible pour le champignon et effet activement
moyenne pour les quatre souches bactrienne. Cette activité contre les souches n’est pas due a
des composants phénoliques est de voir les autres composants ne sont pas connus .conclu que la
faible valeur de la teneur en polyphénols totaux 42.34g et des flavonoides10.86 dans le partie

aérienne.
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Conclusion générale

Conclusion Générale

Ces derniéres annees, il y a eu un intérét croissant pour l'utilisation des antimicrobiens
naturels. De nombreux chercheurs ont été intéressés par les composées biologiquement actifs

isolés des extraits de plantes.

Ce travail avait pour objectifs d’évaluer 1’activité antimicrobienne des extraits Oudneya
africana appartiennent a la famille Brassicaceae (Cruciferae).cette espéce n’est pas beaucoup
utilisé dans la flore algérienne .Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux
en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteau révele la présence des quantités variable
importantes en polyphénols. De méme nous avons dosé les flavonoides par la rutine qui nous
meéne a conclure que cette plante contient une quantité variable de flavonoides. Il ressort de ces

analyses que les extraits d’Oudneya africana sont riches en polyphénols et en flavonoides.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antimicrobien vis-a-vis 6
bactéries et 2 champignons, les résultats microbiologiques ont montré que les extraits d’Oudneya

africana ont une action importante sur les champignons et les especes bactériennes testées.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’€tre exploitées par les

recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

o Faire une étude biochimique sur les fruits d’Oudneya africana.

e Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

e Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d’une activité anti-

oxydante.
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ANnexes

I.-Préparation de milieu de gélose

Préparation de milieu de culture pour 1000 ml :
- Peser 10 g de peptone dans un bécher de 1000 ml.
- Ajouter 5 g d’extrait de viande, 5 g de Na Cl.
- Dissoudre les ingrédients I’un apres 1’autre dans 1000 ml d’eau distillé avec un 1éger
chauffage sous agitateur constant.
- Ajusterlepha?7.2

- Ajouter 20g de I’agar-agar versé 1’extrait dans le flacon.

Porter les flacons pour stériliser par I’autoclave pendant 20minute a 120°c

I1. Courbe d’étalonnages d’acide gallique et de rutine

1,4 +
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1 R?2=0,9562
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Figure 15: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure 16: Courbe d’étalonnage de rutine.
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