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Evaluation de P’activité anti-oxydante et antibactérienne de différents extraits d’Anvillea
radiata récoltée dans la région de Ghardaia

Résumé

Dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel, on a intéresse a une espece de
la famille d’Asteraceae « Anvillea radiata » provenant de la région de Ghardaia, ayant un fort
potentiel d’activit¢ du fait de leurs usages traditionnels largement répandus. La démarche
poursuivie dans la réalisation de cette mémoire consiste a faire des extractions avec des solvants
de polarité différente (methanolique, butanolique, acétate éthylique et dichlorométhanique) de la
partie aérienne, suivie par des analyses qualitatives et quantitatives de différents composés
chimiques doués des activités anti-oxydantes et antibactériennes. Les résultats de criblage
phytochimique confirment la richesse de la plante en composés phénoliques (tanins, flavonoides,
coumarines, quinones libres...etc.), azotés (alcaloides) et terpéniques (saponosides et steroides).
Le méthanol a été le meilleur extracteur des polyphénols totaux et flavonoides avec des teneurs
de 39,11+9,52 mg EAG/g et 17,60+1,78 mg ER/g respectivement. La teneur en acides phénols la
plus importante est enregistrée pour ’extrait d’acétate d’éthyle (283,87£30,54 pg EAC/Q).
L’extrait de n-butanol est le plus riche en tanins condensés (4,63+5,85 mg EC/g). L’évaluation
de I’activité anti-oxydante des différents extraits a été réalisée par deux tests (ABTS et FRAP).
Le pouvoir inhibiteur du radical cation ABTSe+ le plus important est obtenu avec I’extrait
méthanolique, avec une Clsg égale a 0,178+0,04 mg/ml, qui est supérieure a celle de
I’antioxydant standard (Trolox). Les extraits d’acétate d’éthyle (Cl 5o =0,251+£0,02 mg/ml), de
dichlorométhane (ClI 50 = 0,417+0,02 mg/ml) et de butanol (Cl 50 = 0,461£0,01 mg/ml) ont une
forte capacité réductrice de fer plus importante que celle de Trolox. L’activité antibactérienne
qui a été évaluée par la méthode de diffusion sur milieu solide montre que I’extrait
dichlorométhanique a le meilleur effet inhibiteur vis-a-vis la majorité des souches pathogénes
testées. Par ailleurs, 1’extrait butanolique a la forte activité vis-a-vis de S. aureus et E. coli avec
des CMI inférieures a 7,03 pg/ml. En conclusion, les résultats obtenus peuvent justifier
I’utilisation traditionnelle de cette espece pour traiter les maladies inflammatoires et infectieuses.

Mots clés : Anvillea radiata, criblage phytochimique, polyphénols, activité anti-oxydante,

activité antibactérienne



Evaluation of antioxidant and antibacterial activity of different extracts
of Anvillea radiata collected in Ghardaia region

Abstract

In order to valorise our natural patrimony, we are interested in a species of the family of
Asteraceae “Anvillea radiata” collected in region of Ghardaia, having a high potential of activity
because of their widespread traditional uses. The approach pursued in the realization of this
memory consists of making different extractions (methanolic, butanol, ethyl acetate and
dichloromethane) of the aerial part, followed by qualitative and quantitative analyzes of various
chemical compounds endowed with antioxidant and antibacterial activities. The results of
phytochemical screening confirm the richness of this plant in phenolic compounds (tannins,
flavonoids, coumarins, free quinones...), nitrogen (alkaloids) and terpene (saponins and steroids).
Methanol was the best extractor of total polyphenols and flavonoids with contents of 39.11+9.52
mg EAG/g and 17.60+1.78 mg ER/g respectively. The highest phenolic acid content is recorded
for the ethyl acetate extract (283.87+30.54 ug EAC/g). The n-butanol extract is the richest in
condensed tannins (4.63+5.85 mg EC/g). The evaluation of the antioxidant activity of the various
extracts was carried out by two tests (ABTS and FRAP). The most important inhibitory power of
the ABTS'" cation radical is obtained with the methanolic extract, with an IC so equal to
0.178+0.04 mg/ml, which is greater than that of the standard antioxidant (Trolox). The ethyl
acetate (ICso= 0.251+0.02 mg/ml), dichloromethane (ICso = 0.417+0.02 mg/ml) and butanol
(IC50=0.461+0.01 mg/ml) extracts have a high iron reducing capacity which are more important
than that of Trolox. The antibacterial activity, which was evaluated by the solid medium
diffusion method, showed that the dichloromethane extract has the best inhibitory effect against
the majority of pathogenic strains tested. In addition, butanolic extract has the highest activity
against S. aureus and E. coli with MIC below 7.03 pg/ml. In conclusion, the obtained results

may justify the traditional use of this species to treat inflammatory and infectious diseases.

Keywords: Anvillea radiata, phytochemical screening, polyphenols, antioxidant activity,
antibacterial activity
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Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes ont toujours utilisé les plantes pour se soigner, se
nourrir et se parer (Catier et Roux, 2007). Ils sont guidés par I’expérience pour se soigner avec

les plantes qu'ils avaient a leur disposition (Chevallier, 2001).

Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne (Développement
du médicament de synthese et le progres de la pharmacologie) (Chevallier, 2001), plus de 70%
des médicaments produits actuellement sont d’origine végétale (Chaabi, 2008). En effet, il est
difficile d'imaginer le monde sans la quinine employée contre la malaria (dérivée du genre
Cinchona), sans la digoxine (du genre Digitalis), un traitement du cceur, ou encore 1'éphédrine
(du genre Ephedra), principes actifs essentiel dans de nombreuses prescriptions contre les
rhumes (Chevallier, 2001).

Pourqguoi se soigner par les plantes ? Parce que se soigner par les plantes, c'est se soigner
de maniere naturelle, synonyme de « sans danger », en respectant le corps et surtout le cerveau ;
parce que cela est plus doux et plus profond a la fois (Scimeca, 2006), et en raison d’une
conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les drogues modernes,
beaucoup de personnes cherchent les remedes sans effets secondaires et bien sir moins chers que
la médecine conventionnelle (Saoud, 2016). Au XIX® siecle, les médecins se contentaient,
pratiquement, de puiser dans la « pharmacie du bon Dieu » pour soulager les maux de leurs
contemporains (Chevallier, 2001). C’est ce que 1’on entend aujourd’hui sous le terme de
phytothérapie : c’est une thérapeutique qui utilise les plantes ou formes galéniques dérivées de
plantes (du grec phyto : plante et therapeia : soin), excluant les principes (actifs) d’extraction
purs isolés et les plantes toxiques (sur listes) (Catier et Roux, 2007). Elle est I’art de se soigner
par les plantes ; mais pas n’importe quelles plantes, les plantes médicinales. Ce sont toutes les
plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou

qui sont des précurseurs dans la synthese de drogues utiles.

Selon I'OMS (2000), la phytothérapie est la somme des connaissances, compétences et
pratiques qui reposent sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont
utilisées pour maintenir les étres humains en bonne santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer,
traiter et guérir des maladies physiques, mentales ou le déséquilibre social. Elle est reliée a une
expérience pratique et a des observations faites de génération en génération, et transmises de

facon orale ou écrite.

La phytothérapie est profonde, douce et respectueuse du corps. L’action de la plante selon

Scimeca (2006) est : pharmacologique et rationnelle, car ¢’est par la présence de molécules trés
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Introduction

complexes que la plante agit ; systémique et holistique, car une plante n’agit pas sur un seul
organe ou une seule cellule mais sur un organisme entier ; et globale par cette notion de totum qui
est le terme propre a la phytothérapie pour indiquer que dans une plante, tout agit. La plante
entiere a toujours une action plus douce, plus large et plus profonde que la substance dite active
isolée (Belbachir, 2017). Ainsi, des chercheurs ont démontré que les principes actifs de nombreux
végetaux, agissent de maniére complexe et combinée pour produire un effet thérapeutique global
(Chevallier, 2001).

La drogue végétale est la substance de plante fraiche ou desséchée. On retrouve parfois la
plante entiere, mais le plus souvent ce sont des parties de plantes comme les fleurs, les fruits, les
feuilles, les racines et 1’écorce. On retrouve également les exsudats comme le latex, le baume et
la gomme, mais qui ne doivent avoir subi aucun traitement. Leur qualité est garantie si les
conditions de culture, récolte, séchage et stockage sont respectées (Adouane, 2016). Les
préparations a base de drogues végétales se présentent en extraits, huiles, poudres, sucs exprimes
par pression. Leur production met en ceuvre des opérations de fractionnement, purification ou
concentration. Cependant, les constituants isolés chimiquement définis ou leur mélange ne sont
pas considérés comme des préparations a base de drogues végeétales. Des substances, telles que
des solvants, diluants et conservateurs peuvent entrer dans la composition des préparations a
base de drogue végetale, la présence de ces substances doit étre indiquée (Adouane, 2016). La

phytothérapie comporte différents types :

e L’aromathérapie : C'est une thérapeutique qui utilise les huiles essentielles, qui sont des
produits complexes a utiliser souvent a travers la peau (Libbey, 2012 ; Belbachir, 2017).

e La gemmothérapie : Qui consiste en l'utilisation d'extraits embryonnaires végétaux
(bourgeons et jeunes pousses). Elle permet un drainage de I'organisme alors que notre corps est
de plus en plus gorgé de substances chimiques (médicaments, alimentation, pollution) (Halfon,
2011).

e L'herboristerie : C’est la méthode la plus classique. Elle se sert de la plante fraiche ou
séchée, soit entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur
des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Elle existe
aussi sous forme plus moderne de gelules, de poudre, de plante séche que le sujet avale (Libbey,
2012).

e L'homéopathie : elle est basée sur le trépied conceptuel d'Hahnemann : similitude,
globalité, infinitésimalité. 11 s’agit de 1’administration a des doses tres faibles ou infinitésimales
de substances susceptibles de provoquer, a des concentrations différentes chez I'homme en bonne
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santé (pathogénésie), des manifestations semblables aux symptomes présentés par le malade
(Sarembaud et Poitevin, 2011). Les trois quarts de principe actif sont d'origine végétale, le reste
étant d'origine animale et minérale (Strang, 2006 In Belbachir, 2017).

e Phytothérapie pharmaceutique : ou la pharmacognosie, une pratique basée sur les
avancées et preuves scientifiques recherchant les extraits actifs des plantes qui, une fois
identifiés sont standardises pour avoir une action soutenue et rapide (Daoudi et al., 2015). Ils

sont présentés sous forme de sirop, gouttes, gélules et lyophilisats (Belbachir, 2017).

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes. Depuis
le XVIII° siécle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler les substances
chimiques qu'elles contiennent, on consideére les plantes et leurs effets en fonction de leurs
principes actifs (Chevallier, 2001). Ces remedes naturels sont bien souvent tres efficaces avec
moins d'effets secondaires que les médicaments de synthése, mais peuvent néanmoins étre

mortels ou toxiques pour l'organisme lorsqu'ils sont mal utilisés (Bougandoura, 2011)

Comme tous les médicaments, les plantes médicinales doivent étre employées avec
précaution. Il est recommandé de n'utiliser une plante que sur les conseils d'un spécialiste.
Toutefois, lorsqu'un traitement a base de plantes est suivi correctement, les risques d'effets

secondaires sont fort limités (Chevallier, 2001).

D'aprés la FAO (1996), le professeur Auguste Chevalier premier explorateur botaniste du
Burkina Faso déclare qu’il n'y a pas une plante sur la terre qui n'ait quelques rapports avec les
besoins de I'homme et ne serve quelque partie a sa table, a son vétement, a son toit, a ses plaisirs,
a ses remedes ou au moins a son foyer. Cette affirmation prouve qu'il est nécessaire de
comprendre les relations des populations avec l'environnement et plus précisément avec les

plantes.

C'est dans cette optique que s'inscrit ce travail qui vise essentiellement la mise en
évidence de l'importance relative liée a I'utilisation des plantes spontanées Sahariennes en

pharmacopée traditionnelle dans la région de Ghardaia.

En premiére approximation, on peut définir le Sahara comme la région limitée au Nord
par les rides méridionales de 1'Atlas (Anti-Atlas marocain, Atlas saharien d'Algérie) et au Sud
par une ligne allant de I'embouchure du Sénégal au lac Tchad en passant au nord de la boucle du
Niger. La bande désertique ainsi déefinie prend en écharpe tout le continent africain d'Ouest en
Est, c'est-i-dire qu'elle va du littoral atlantique jusqu'a celui de la mer Rouge (Ozenda, 1977).
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Le Sahara est le plus grand des déserts, mais également le plus extréme, c’est a dire celui
dans lequel les conditions désertiques atteignent leurs plus grandes apretés (Ozenda, 1977). La
veégétation des zones arides est tres clairsemée ; leur aspect est en général nu et désolé. Les
arbres y sont aussi rares que dispersés, et les herbes n'y apparaissent que pendant une breve

période de I'année, quand les conditions deviennent favorables (Chopra et al., 1960).

Selon Ozenda (1991), le mode d'adaptation a la sécheresse des plantes sahariennes
permet de différencier deux catégories: Plantes éphémeéres, appelées encore "achebs",
n‘apparaissent qu'apres la période des pluies et effectuent tout leur cycle végétatif avant que le
sol ne soit desséché. La longueur de ce cycle est trés variable d'une espece a une autre et est
généralement d’un a quatre mois et plantes permanentes ou vivaces, ou l'adaptation met ici en
jeu, a c6té de phénomeénes physiologiques encore mal connus, un ensemble d'adaptation
morphologiques et anatomiques qui consistent surtout en un accroissement du systéme absorbant

et une réduction de la surface évaporante (Chehma, 2006).

Les ressources végétales spontanées comptent environ 500.000 espéces de plantes sur
terre, dont 80.000 possedent des propriétés médicinales (Quyou, 2003 In Bouziane, 2017 ;
Cowan, 1999). Le Sahara septentrional, avec sa grande superficie, compte environ 500 espéces
de plantes spontanées supérieures (Ozenda, 1991). Parmi les plantes du Sahara algérien
énumérées par M. Cosson, un peu plus du tiers consiste en especes endémiques (environ 36 pour
100) (Grisibach, 1878). Ces plantes médicinales sont tres peu étudiées du point de vue

ethnobotanique (Bouallala et al., 2014) et pharmacologique.

Les plantes médicinales constituent une banque de molécules caractérisées par des
structures riches, complexes et fort variées que les chimistes auraient bien du mal a synthétiser
dans leurs laboratoires (Graham et Depovere, 2002 In Beddou, 2015). Environ 170 000
molécules bioactives ont été identifiées (Chaabi, 2008), qu’ils sont d'intérét multiple mis a profit
dans I’industrie, alimentation, cosmétologie et en dermopharmacie (Bahorun, 1997). A c6té des
métabolites primaires classiques, glucides, protides, lipides, ils accumulent fréquemment des
métabolites secondaires (Macheix et al., 2005). Le pouvoir de guérison des plantes provient des
effets de ces métabolites (Cowan, 1999), qui ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultent de réactions chimiques ultérieures. Ils se trouvent dans toutes les
parties des plantes mais ils sont distribués selon leurs réles défensifs. Cette distribution varie

d'une plante a I'autre (Seghiri, 2009).
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Leurs roles sont encore mal connus, mais il est clair qu’ils interviennent de maniere
interactive dans les relations entre la plante et son environnement : molécules servant a la
défense contre des prédateurs ou des agents pathogénes, a la prédation, a 1’adaptation de la plante
a son environnement (ex : les molécules piégeant les métaux lourds pour que la plante puisse
pousser sur un terrain minier), a la communication, etc. lls sont les éléments essentiels de la
coévolution des étres vivants ce qui explique leur tres grande diversité et leur intérét particulier
pour la recherche de nouveaux médicaments (Beddou, 2015). Certains d’entre eux assurent une
protection contre les radiations solaires et d’autres encore facilitent la dispersion du pollen et des
graines. Ils sont en revanche trés nombreux et variés (>100.000) mais produits souvent en tres
faibles quantités (Hopkins, 2003 In Baba Ouyoub, 2017).

IIs peuvent étre classés en plusieurs grandes familles dont les plus importantes en termes
de nombre de structures connues (Beddou, 2015) sont les composés aromatique ou polyphénols
(Hopkins, 2003), les composés azotés, avec en particulier les alcaloides, et les composés
terpéniques (Beddou, 2015). Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de

composés qui possédent une trés large gamme d'activités en biologie humaine (Mansour, 2009).

Le corps humain est le siége constant de la synthése d’espéces oxygénées réactives dont
la production contrdlée est indispensable au bon fonctionnement de I’organisme. (Van
Antwerpen et al., 2006). Ils sont générés en permanence, en quantités limitées, soit en tant que
coproduits de la respiration mitochondriale, soit pour remplir une fonction bien précise
(Holevinsky et Nelson, 1995). Ils préviennent la maladie par I’implication du systéme
immunitaire, médiation de la signalisation cellulaire, jouant un role essentiel dans 1’apoptose
(Fang et al., 2002), la fécondation de I’ovule, le fonctionnement de certains neurones... etc.

(Favier, 2003).

Cependant dans de nombreuses pathologies, il arrive qu’une production exagérée et/ou
incontr6lée de ces espéces aboutisse a des dégats oxydatifs (Van Antwerpen et al., 2006). Quand
I’homéostasie de 1’oxygéne n’est pas maintenue, I’environnement cellulaire devient
oxydativement stressé (Singal et Petkau, 1988 In Chaabi, 2008). La production excessive de
radicaux libres provoque des 1ésions directes de molécules biologiques (oxydation de I’ADN, des
protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions secondaires dues au caractére
cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de 1’oxydation des lipides.

L'organisme peut aussi réagir contre ces composes anormaux par production d'anticorps, qui
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malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque

chimique (Favier, 2003).

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies chroniques humaines
comme facteur declenchant ou associé a des complications, telle que le cancer, le diabete, la
maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires et neurodégénérative,

inflammation, et vieillissement (Bidie et al., 2011), et les ischémies (Baba Ouyoub, 2017).

La protection contre les effets déléteres induits par ces radicaux oxygénés s’effectue a
I’aide de trois types d’agents différents : les protéines non enzymatiques, Les enzymes tels que
les superoxyde-dismutases et les glutathion-peroxydases et enfin les antioxydants d’origine
nutritionnelle tels que les caroténoides, les tocophérols (vitamine E), 1’acide ascorbique
(vitamine C) et les polyphénols qui sont des antioxydants essentiels pour [’homme

(Bouhadjra,2011)

L'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques décroit. Les bactéries et les virus
se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus (Chevallier, 2001).
Récemment, I’acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de santé et de
développement de la résistance microbienne a I’antibiotique disponible a mené des auteurs a
étudier I’activité antimicrobienne des plantes médicinales (Nostro et al., 2000), cherchant a
traiter la faiblesse qui favorise I'apparition de la maladie en essayant de la resituer dans le
contexte général de la vie du patient. Les herboristes identifient plusieurs facteurs responsables
de la maladie. lls ne prennent pas seulement les symptdmes physiques comme indicateurs

principaux, mais aussi les facteurs alimentaires, émotionnels, voire spirituels (Chevallier, 2001).

En général, I’activité antimicrobienne des plantes est inférieure a celle exercée par les
antibiotiques d’origine microbienne (Tegos et al., 2002). Mais ils ont développé plusieurs
stratégies pour controler les infections bactériennes. La synthése d’un grand nombre de
molécules faiblement actives, plutdt que de puissants antibiotiques, en fait partie. Elle semble
d’ailleurs utilisée pour diminuer la pression sélective, qui favorise le développement des
résistances. Toutefois, ’activité de ces antibactériens peut étre potentialisée lorsqu’ils agissent en

synergie avec d’autres molécules (Stermitz et al., 2000)

Parmi les milliers de plantes médicinales recensées a ce jour, ceux de la famille des
Asteraceae (composées) (Seghiri, 2009), Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation

avec la forme de la fleur. Ils sont une famille appartenant aux dicotylédones comprenant plus de
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1500 genres et plus de 25000 espéces décrites dont 750 endémiques (Crete, 1965 In Saoud,
2016). Une famille cosmopolite, distribuées principalement dans les zones tempérées du globe
(Barkely et al., 2006). En Algérie, il en existe 109 genres et 408 espéces (Makhloufi, 2010); et en
France 111 genres et 638 espéces (Berra, 2015). Les Astéracées sont economiquement
importantes, vu que plusieurs de ses plantes sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le
tournesol, le topinambour, la laitue, la chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes

décoratives (les dahlias, les asters, les rudbeckies, les gaillardes, etc) (Mahdjar, 2013).

Cette famille présente des caractéeres morphologiques divers: végétaux a port
extrémement varié constitués d’arbustes et parfois d’arbrisseaux. Généralement, ce sont des
herbes annuelles ou bisannuelles plus ou moins pérennes. Ils possédent des lianes herbacées
grimpantes ou rampantes. Les feuilles tres polymorphes petites sont sans stipules, alternes ou
opposées et en rosettes. Elles sont simples, entieres ou dentelées et parfois divisées en plusieurs
segments plus ou moins grands. En revanche, cette famille est trés homogeéne au niveau de ses
inflorescences trés caractéristiques : le capitule. Les fleurs serrées les unes a c6té des autres, sans
pédoncules, placées sur I’extrémité élargie d’un rameau ou d’une tige et entourées d’une

structure formée par des bractées florales appelée involucre.

Le fruit est un akéne généralement surmonté d’un pappus provenant du calice apres la
fécondation. Son r6le est de favoriser la dispersion des graines par le vent (anémochorie)
(Barkely et al., 2006), avec souvent des racines charnues : rhizomateuses, tubéreuses ou
pivotantes (Saoud, 2016). Le genre Anvillea contient deux espéces présentes en Afrique du Nord
et au Moyen-Orient. Anvilleina Maire est réduit a un synonyme d'Anvillea et les deux nouvelles
combinaisons suivantes sont faites : A. platycarpa (Maire) et A. garcinii. ssp. radiata. Le nombre

de chromosomes 2n = 14 de Garcinii ssp. radiata est signalé (Anderberg, 1982).

Anvillea radiata a fait I'objet de quelques études phytochimique et pharmacologique. Ces
auteurs ont mis en évidence la présence de quelques groupes chimiques des différents extraits et
fractions de la plante. Ceci a été confirmé par une analyse quantitative basée sur le dosage des
polyphénols totaux, des flavonoides, des flavonols et des tanins condensés. Suivant par
I’évaluation, in vitro, de I’activité antioxydante, antimicrobienne et antifongique par différentes
méthodes. Ainsi qu’antidiabétique, allélopathique, cytotoxique, antitumoral, anti-inflammatoire
et anticancéreuse. En plus, une identification de certains composés phénoliques par
chromatographie (EI Hanbali et al, 2006 ; Beddou, 2015 ; Saoud, 2016 ; Moghtet et al., 2017)
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Avant tout ¢a, une large étude botanique a été réalisée par Anderberg (1982) sur les
différentes parties de I’espece. En 2004, El Hassany et son équipe ont isolé de sa partie aérienne
provenant du Maroc un nouveau parthénolide (C15H1804), avec deux autres germacranolides
déja connues : parthénolid-9-one et9-a-hydroxyparthénolide. Ce dernier a été démontré qu’il
possede une activité cytotoxique significative contre cing lignées de cellules cancéreuses
humaines et un pouvoir antimicrobien contre Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus vulgaris

et Streptococcus C.

Enfin, la caractérisation de I’huile essentielle extraite de la partie aérienne a fait 1’objet
d’une scule étude (El Hanbali et al, 2007). L’analyse chimique par CPG/SM de cette huile révéle
une prédominance en 6-oxocyclonérolidol (66.6%) et en 6-hydroxycyclonérolidol (11.4%). Ces
auteurs rapportent également que ces huiles essentielles possédent une excellente activité

antibactérienne vis-a-vis des microorganismes testés.

C’est dans ce cadre d’augmenter les chances d’isoler de nouvelles molécules et/ou de
nouvelles voies d’application thérapeutiques (ou cosmétiques), il est plus judicieux de choisir des
especes qui ont été peu ou pas étudiees jusque-la. Cependant, le scientifique averti pourra
également faire des découvertes dignes d'intérét en investiguant une plante largement étudiée
sous un angle nouveau : autre organe ou extrait, technique analytique nouvelle, cible biologique
différente, etc. Dans tous les cas, une recherche de littérature approfondie devra précéder le

début des processus d'extraction.

Pour le présent travail, en tenant compte de tous ces critéres, on a sélectionné la plante
médicinale saharienne « Anvillea radiata » nouvellement étudié dans la région de Ghardaia,
ayant un fort potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus.
Comme on ne dispose d’aucun travail qui différencie I’activité biologique de la partie aérienne
de différents extraits (méthanolique, buthanolique, acétate éthylique et de dichlorométhane) de
cette espéce végétale. On a choisi de mener notre étude sur celui-ci, ainsi qu’on a attaché a

utiliser les différentes méthodologies développées ultérieurement.

Apres cette premiére partie consacrée a la description botanique de la famille
d’Asteraceae, a des notions sur la phytothérapie, le stress oxydatif et la résistance

antimicrobienne, ce travail s’articule aux deux chapitres :
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Le premier est consacré a la présentation de la méthodologie du travail qui renferme le
choix et la description botanique du matériel végétal étudié, les techniques d’extraction et

d’analyses utilisées ainsi que les protocoles des tests biologiques.

Le deuxieme chapitre sera réservé a la présentation de tous les résultats obtenus dans

notre étude et de leur discussion.

Une conclusion générale viendra achever le présent travail dans laquelle différentes

perspectives de recherches seront évoquees.



Chapitre I :

Matériel et méthodes
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I.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal
a. Choix de la plante

L’espéce choisie dans cette étude est Anvillea radiata, qui est une espece endémique du
nord-africain, utilisée par la population locale dans le traitement plusieurs maladies en particulier
I’hypertension, les troubles digestifs et certaines infections. Comme cette espéce n’est pas ou tres
peu étudiée, I’objectif de ce travail vise a évaluer certaines activités biologiques des principes

actifs extraits par des solvants de polarité différente.

b. Description botaniques et systématique

Anvillea radiata est un arbrisseau buissonnant de 40 a 60 cm de haut (Figure 1), a tiges
dressées et tres rameuses, ligneuses a la base (Ozenda, 1991). Cette plante est reconnue par ses
feuilles de couleur bleu-verte sous la forme d'un triangle allongé et avec bord denté, ses
inflorescences disposées en larges capitules jaune-orange et entouré de feuilles radieuses (Figure
2), qui passent progressivement aux bractées résistantes et épicées (Moghtet et al., 2017). La
période de floraison est en avril a mai (Chehma, 2006). Elle dégage, comme la plupart des

plantes de la famille des Asteraceae, une forte odeur aromatisée (Quézel et Santa, 1963).

2 Sl
P2 L

Figure 1 : Anvillea radiata (Dobignard, 2008). Figure 2 : Fleur et feuilles d’A. radiata
(Dobignard, 2008).

10



Matériel et méthodes

D’aprés Quézel et Santa (1963), la classification qu’occupe Anvillea radiata Coss. &

Dur. est la suivante :

Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Anvillea

Espeéce : Anvillea radiata Coss. & Dur.

Nom vernaculaire en Arabe : Nougd, Arfej, Herf, Ain Bagra et chadjeret el-dhab, en
langues berberes : kramoch, Tahtit et Aktkal, et en Targui : Akadkad (Halimi, 1997 ; IUCN,
2005 ; Qadah, 2013)

c. Ecologie et répartition géographique

Cette plante vivace a longue vie accepte une grande variété de conditions de sol. Elle
pousse sur des sols graveleux d'oueds, sur les regs environnants (plateaux rocheux parsemes de
petits cailloux) et dans les dayas (petites dépressions sablo-argileuses). Il prospere dans des
conditions climatiques séveres avec moins de 100 mm précipitations par année (IUCN, 2005).

C’est une plante endémique de Sahara (IUCN, 2005), distribué dans les steppes de
I'Afrique du Nord particulierement en Maroc et Algérie (El Hanbali et al., 2006 ; Hamada et
Ladjel, 2015). En Algérie, cette espéce est trouvée dans les régions de Ouargla (Oueld EI Had et
al., 2003), El Djelfa, Bechar, Nadma (Djellouli, 2013 ; Beddou, 2015 ; Saoud, 2016), El Golia
(El Hassany et al., 2004), Ghardara (Chehma, 2006) et les monts Tassili (IUCN, 2005).

d. Usage thérapeutique

Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.
L’infusion de cette espece est utilisée pour traiter la diarrhée, les troubles gastro-intestinaux, le
diabete et la faiblesse cardiaque (Halimi, 1997 ; Chehma, 2006 ; Azzouz, 2007 ; Djellouli, 2013).
Les graines broyées mélangées avec 1’huile d'olive, du miel ou des dattes broyées (pour masquer

I'amertume) sont excellentes pour le rhume (IUCN, 2005).

11



Matériel et méthodes

Cette espéce peut étre utilisée sous forme des suppositoires en mélange avec le nigelle, le
cresson et le Maerua crassifolia dans le traitement de I’influenza aussi. Cette préparation est
déconseillée aux enfants et aux femmes enceintes (IUCN, 2005). D’autre part, 1’infusion de la
partie aérienne (feuilles et tiges) est utilisée dans le traitement des pathologies broncho-
pulmonaires (Maiza et al., 1993 In Beddou, 2015). En plus, cette espéce est considérée comme
bon paturage, en particulier lorsqu'elle est a la floraison, car elle améliore la performance
zootechnique et favorise la croissance. Elle est considérée par les bergers comme tonique et
stimulant (IUCN, 2005). Azzouz (2007) a signalé également 1’utilisation et 1’efficacité

d’Anvillea radiata dans le traitement de piqdre de scorpion.

e. Récolte

La récolte du matériel végétal (partie aérienne) a été effectuée durant le mois d’avril 2017
dans la région d’El Guerrara. L’identification botanique d’Anvillea radiata est faite en utilisant :
Flore et végétation du Sahara (Ozenda, 2004).

f. Séchage et broyage

Le matériel végétal fraichement collecté a été seché a I’air libre et a I’abri de soleil et
d’humidité pendant trois semaines, afin de préserver au maximum 1’intégrité des molécules et de
garder toutes les propriétés thérapeutiques. Puis, ce matériel a été broyé a I’aide d’un broyeur
électrique pour obtenir une poudre fine. Cette poudre ainsi récupérée a été conservées dans des

flacons en verre, en vue de procéder aux différentes manipulations.

1.1.2. Souches bactériennes testées

Pour évaluer I’activité antibactérienne des différents extraits de la plante, trois souches
bactériennes sont testés : E. coli (ATCC.25922), S. aureus (ATCC.25923) et P. aeruginosa
(ATCC.27853) ont été fournies par le laboratoire d’analyses médicales d’hopital de Metlili
(Ghardaia).

1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction

L’extraction des principes actifs est effectuée par macération. Elle consiste a laisser le

matériel végetal en contact prolongé avec le solvant. Quatre solvants de polarité différente sont
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utilisés pour I’extraction, qui sont le méthanol, le n-butanol, [P’acétate d’éthyle et le
dichlorométhane. Une quantité de 10 g du matériel végétal (MV) est mise en contact de fagon

discontinue avec ces solvants a un rapport solide/liquide de 1/10 : p/v pendant 24 heures.

Apres filtration sur papier Whatmann N°1, les extraits obtenus sont concentres par le
rotavapor (Heidolph) aux températures 40 °C, 65 °C, 35 °C et 35 °C pour le méthanol, le n-
butanol, I’acétate d’éthyle et le dichlorométhane respectivement. Les extraits concentrés sont

conservés a +4 °C jusqu’a leur utilisation.

1.2.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement de 1’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait

sec obtenu et la masse de MV. 1l est calculé via 1’équation suivant :

R (%) = (PSe/ PSmv) * 100

R (%) : Rendement d’extraction en (%)

PSe : Poids sec d’extrait (g)

PSmv : Poids sec de matériel végétal (Q)

1.2.3. Analyses chimiques

1.2.3.1. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique est un ensemble des tests qui consistent a mettre en évidence
la présence ou I’absence des différentes classes des métabolites en se basant sur les propriétes
physico-chimiques de ces métabolites (Annexe 1). Le tableau 1 illustre les différents groupes

chimiques recherchés et les réactifs spécifiques utilisés ainsi que les résultats positifs.
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Tableau 1 : Différents tests de criblage phytochimique

Groupes chimiques Réactifs et résultats positifs

Tanins -Galliques : FeCls — Coloration bleue-noire/ bleue-verte (Trease et
Evans, 1987).
-Catéchiques : Réactif de Stiasny — Précipité de couleur rose claire.
Flavonoides -Anthocyanes : HCI-NH4sOH — Couleur rouge-bleue.
-Flavonoides libres : Réaction a la cyanidine — Couleur rose/rouge.
-Leucoanthocyanes/ Catéchols : Réaction a la cyanidine sans Mg —

Couleur rouge/brune (Mibindzou Mouellet, 2004).

Coumarines -NaOH (10%) — Couleur jaune (Diallo, 2000).
Quinones libres -NaOH (1%) — Couleur vire au jaune, rouge ou violet (Dohou, 2004).
Alcaloides -Méthode 1 : Réactif de Mayer — Précipité brun/blanc.

-Méthode 2 : Réactif de Wagner — Précipité blanc/brun (Benzahi,
2001 ; Chaouch, 2001).
Terpénoides -Méthode 1 : Test de Libermann-Burchard — Couleur mauve/violette.

-Méthode 2 : Test de Slakowski — Interphase marron (Kablan et al.,

2008).

Stéroides -Anhydride acétique-H2SO4 — couleur violette vire au bleu puis vert
(Harborne, 1998).

Saponosides -Détermination de I’indice de mousse (Im*) : test positif si Im > 100

(Dohou et al., 2003).

Composeés réducteurs  -Réactif de Fehling — Précipité rouge briqué (Trease et Evans, 1987)

Im* : est le degré de dilution d’un décocté aqueux de la drogue végétale qui, dans les conditions déterminées, donne
une mousse persistante

1.2.3.2. Quantification de certaines classes des composés phénoliques
a. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a €té fait par la méthode de Folin-Ciocalteau décrite
par Singleton et Rossi (1965). Ce réactif est formé d’acide phosphomolybdique (Hz3PM01204) et
d’acide phosphotungstique (HsPW12040) qui est réduits par I’oxydation des phénols en oxydes
bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO3z) (Saoud, 2016).

Chaque extrait (40 ul) ou I’acide gallique (0-800 pg/ml) est mélangé avec 1,8 ml de
réactif Folin-Ciocalteau (dilué 10 fois). Apres un repos de 5 min, 1,2 ml de la solution de

14



Matériel et méthodes

NaCOs (7,5 %) est ajouté au mélange. Aprés une homogénéisation vigoureuse puis un repos de
60 min a D’obscurité, a température ambiante, 1’absorbance est mesuré a 765 nm par un
spectrophotometre UV-Visible. Les résultats sont exprimés en mg en équivalent d’acide gallique
EAG/g de poids sec (PS) de mateériel végétal (Shui et Leong, 2006).

b. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides est effectuée selon la méthode de Kim et al. (2003). Le
principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par le trichlorure d'aluminium
(AICI3) et la soude (NaOH), entrainant ainsi la formation d’un complexe rose qui absorbe a 510
nm (Beddou, 2015).

Apres la dilution quatre fois de 1 ml de I’extrait, 0,3 ml de solution de nitrite de sodium
NaNO2 (5%) est ajouté. Aprés 5 min, 0,3 ml de solution d’AICI3 (10%) est ajouté. Le mélange
est laissé au repos pendant 5 min, puis 2 ml de solution de NaOH (1 M) sont additionnés. Le
volume de ce mélange est complété a 10 ml avec de I’eau distillée. Aprés agitation, 1’absorbance
est mesurée immediatement. La gamme étalon est préparée avec la rutine (0,05-0,5 mg/ml) et les
résultats sont exprimés en mg équivalent de rutine ER/g de poids sec de matériel végeétal.

c. Dosage des acides phénols

L’estimation des acides-phénols est effectuée selon la méthode d’Arnov (Szaufer-
Hadjrych, 2004). Un volume de 1 ml d’échantillon est mélangé a 5 ml de I’eau distillée, puis 1
ml d’HCI (0,5 M), 1 ml de réactif d’ Arnov (solution aqueuse de molybdate de sodium 10 (p/v) et
nitrite de sodium 10% (p/v)) et 1 ml d’hydroxyde de sodium (I M) ont été¢ additionnés. Le
volume du mélange réactionnel est complété a 10 ml avec de I’eau distillée. La lecture de
I’absorbance est faite a 490 nm par un spectrophotomeétre UV-Visible. L’acide caféique a été
utilis¢é comme référence pour la préparation de la courbe d’étalonnage avec des concentrations
allant de 0 a 200 pg/ml. Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide caféique EAC/g de

poids sec de matériel végétal.
d. Dosage des tanins condensés

La méthode décrite par Sun et al. (1998) est celle de la vanilline-HCI. La méthode

consiste a dépolymériser les tanins en milieu acide, et apres réaction avec la
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vanilline, a les transformer en anthocyanidols de couleur rouge facilement analysables a 510
nm (Beddou, 2015).

A 0,2 ml de I’extrait, 1 ml de la solution fraichement préparée de vanilline 1% (p/v) en
acide acétique glacial et HCI (98 : 2, v/v) est ajouté. Aprés incubation & 30 °C pendant 20 min,
I’absorbance est mesurée. L’étalonnage est réalisé¢ avec de la catéchine (de 0 a 1 mg/ml) et le
taux des tanins condenses est calculé en mg en équivalent de catéchine EC/g de poids sec de
matériel végeétal (Telli, 2017).

1.2.4. Evaluation des activités biologiques

L’efficacité des différents extraits d’Anvillea rdaiata est déterminée par 1’évaluation de

deux activités biologiques ; activité anti-oxydante et activité antibactérienne.

1.2.4.1. Activité anti-oxydante

L’efficacité d’un anti-oxydant peut-étre définie comme sa capacité a fixer les radicaux
libres, donc a arréter la propagation de la réaction en chaine (Boulkroune, 2012). En effet, Les
anti-oxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes : transfert d’électron
ou d’atome d’hydrogene (Belkheiri, 2010).

Dans ce travail, I’activité antioxydante des différents extraits d’A. radiata est évaluée en
utilisant deux méthodes, a savoir : le test a I’ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid), et celui de FRAP (ferric reduccing antioxidant power).
a. Test ABTS

En effet, cette méthode joue sur le transfert d’électron et d’atome d'hydrogéne a la fois,
c’est selon la structure des anti-oxydants ou la nature du milieu réactionnel, ou le radical
« ABTS™ » doit étre généré par une réaction enzymatique ou chimique. Parce que ce test est
simple, il est utilisé dans beaucoup de laboratoires. L’ABTS™" réagit rapidement avec les anti-
oxydants et peut étre utilisé sur une large gamme de pH. Il est soluble dans 1’eau et les solvants
organiques et n’est pas affecté par la force ionique, il peut donc déterminer la capacité anti-

oxydant lipophile et hydrophile (Belkheiri, 2010 ; Beddou, 2015)
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Le radical ABTS™ est formé par arrachement d’un électron a un atome d’azote de
I’ABTS. En présence de Trolox (ou d’anti-oxydant donneur de H"), I’atome d’azote concerné

piege un H°, conduisant a I’ABTS", ce qui entraine la décoloration de la solution (Figure 3).

HO,S SOH HO,8 S0H
+ﬁ: @/ KzSan \Q Q/

Antloxydant

ABTS" (Incoloré) ABTS"" (bleu-vert)

Figure 3 : Mécanisme réactionnel intervenant entre le radical «<ABTS""» et un antioxydant (Marc
et al., 2004).

La génération du radical cation d’ABTS"" est effectuée par réaction chimique entre une
solution d’ABTS 7 (mM) et une solution de persulfate de potassium K>S,0g (2,45) mM incubées
a 23°C pendant 12 a 16 heures, a I’obscurité. La solution d’ABTS™" est diluée avec 1’éthanol
(80%) jusqu’a I’obtention une absorbance égale a 0,700+£0,020 a 734 nm (Cai et al., 2004).
L’inhibition du radical cation d’ABTS"" par différents extraits d’A. radiata est réalisée en
mélangeant 3,9 ml de la solution d’ABTS™" avec 0,1 ml de I’échantillon testé préparé a
différentes dilutions varie entre 1/10 a 1/200. Le mélange est agité vigoureusement. Aprés un
repos de 6 min a 23 °C, I’absorbance est mesurée a 734 nm. La courbe d’étalonnage est obtenue
en utilisant une solution éthanolique de Trolox (acide carboxylique 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetraméthylchroman) a différentes concentrations (0 a 500 uM). Les résultats sont exprimés en
concentration d’inhibition de 50% (ClI o) (Telli, 2017).

b. Test FRAP

Le pouvoir réducteur est la capacité qu’a un extrait a donner un €lectron et a réduire le fer
(Boulkroune, 2012). C’est un test direct, rapide et reproductible, utilisé pour mesurer le pouvoir

anti-oxydants non enzymatiques (Benzie et Strain, 1996 ; Saoud, 2016).

La présence des réductants dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3*/
TPTZ a la forme « ferreux ». Par conséquent, La quantité de Fe?* peut étre évalué en mesurant et
en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleue-vert dans le milieu réactionnel a
593 nm. En d’autre terme, le systéme FeCls/TPTZ confére & la méthode la sensibilité pour la

détermination des concentrations des polyphénols, qui participent a la réaction redox (Figure 4)
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Figure 4 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe3* TPTZ et un anti-oxydant (AOH) (Djahra, 2014).

En utilisant la méthode décrite par Benzie et Strain (1996) avec de légéres modifications
(Jaitak et al., 2010), le réactif FRAP est préparé a partir de tampon acétate (0,3 M, pH 3,6), de
TPTZ 10 mM en solution dans de I'HCl 40 mM et d’une solution de FeClz (20 mM) en
proportion de 10: 1: 1 (v/v) respectivement. Un volume de 50 pl des extraits de différentes
concentrations (1/50 a 1/400) sont ajoutés a 1,5 ml de réactif FRAP. L’absorbance du mélange
réactionnel est ensuite mesurée aprés 4 min par rapport a 1’eau distillée. Le Trolox a été utilisé
comme standard (0 a 800 uM) et les résultats sont exprimés concentration d’inhibition de 50%
(Cl 50) (Telli, 2017).

1.2.4.2. Activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne est faite par deux méthodes, une qualitative
(diffusion sur milieu gélosé) est basée sur la mesure du diameétre de la zone d’inhibition et 1’autre
quantitative (micro-dilution) permet la détermination de la CMI (concentration minimale

inhibitrice).

Une pré-culture des souches est préparée afin d’obtenir une phase exponentielle de
croissance. La turbidité est ensuite ajustée par spectrophotomeétre a 0,5 McFarland, ce qui
correspond & 1,5x108 UFC/ml (DO=0,08 4 0,1 & 625 nm).

a. Méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé

La surface de 1’agar est inoculée avec 1’inoculum normalisé¢ de microorganisme teste.
Une fois que les disques chargés en quantité bien déterminée de I’extrait sont deposes sur la
surface de gélose inoculée, les boites Petri sont incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Le

diametre de chaque zone d’inhibition est mesuré en mm (NCCLS, 2004a). Des antibiotiques ont
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été utilisés comme témoin positif : acide nalidixique (AN), amoxicilline (AX) et ampicilline
(AMP) et gentamycine (CN). Le résultat peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité

des souches (Ponce et al., 2003).

e Non sensible ou résistante : diamétre < 8mm
e Sensible : diametre compris entre 9 a 14 mm
e Tres sensible : diamétre compris entre 15a 19 mm

e Extrémement sensible : diametre > 20 mm
b. Méthode de micro-dilution en milieu liquide

L’iodonitrotétrazolium chloride (INT) est un indicateur de la croissance microbienne
aprés sa réduction en formazane de couleur rouge rosé. Ce test est réalisé en utilisant une
microplaque de 96 puits selon la méthode décrite par Perumal et al. (2012). Tous les puits sont
remplis avec 100 ul de bouillon de Muller Hinton stérile. Un volume de 50 pl de la gamme de
dilution de I’extrait testé (1, 4, ¥4, 1/8, 1/16 et 1/32) est ajouté dans les puits des lignes B jusqu’a
G. Les colonnes de 1 a 4 sont utilisées pour les souches P. aeruginosa, les suites pour S. aureus
et les restes pour E. coli. Les puits de la ligne H ont servi pour les témoins positifs (Gentamycine
de 5 mg/ml). La rangée A ne renferme aucun extrait ni agent antimicrobien. Enfin, 100 ul de la
suspension bactérienne contenant 108 UFC/ml sont additionnés a tous les puits et bien mélangés.
Les microplaques sont incubées a 37 °C pendant 24 heures. La CMI est détectée apres 1’ajout de
50 pl d’une solution d’INT (0,2 mg/ml) a tous les puits et incubés a 37 °C pendant 30 min. La
croissance bactérienne est déterminée en observant le changement de la couleur d’INT (rouge
rosée de formazane quand il y a croissance et une solution claire et quand il n’y a pas de
croissance). (NCCLS, 2004b ; Perumal et al., 2012 ; SFM, 2014 ; Telli, 2017). Hamada et Ladjel
(2015) ont proposeé une classification de I'extrait de plante sur la base de leurs valeurs de CMI :

Forte inhibition : CMI <500 pg / ml
Inhibition modérée : 600 pg / ml <CMI <1500 pg / ml
Faible inhibition : CMI> 1600 pg / ml.

1.2.4. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type de trois réplicas
analytiques. L’ANOVA a été réalisée pour évaluer la variabilité entre les parametres étudiés. La

régression lineaire a été utilisee comme model afin de déterminer Clso. Le coefficient de
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corrélation de Person a été calculé pour déterminer la corrélation entre les méthodes de I’activité
anti-oxydante et I’influence de différents solvants. Toutes les analyses ont été reéalisées avec
XLSTAT 2009.
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II.1. Rendement d’extraction

Parmi les différentes étapes que constituent I’analyse et 1’identification des molécules
bioactives, I’étape d’extraction, qui a pour but de la désorption des molécules d’intérét des sites
actifs de la matrice végétale, est primordiale puisqu’elle déterminera la nature et la quantité des

molécules extraites et par conséquent le succes des étapes suivantes (Michel, 2011).

Les rendements des différents extraits d’Anvillea radiata sont calculés et les résultats sont

présentés dans le tableau 2.

Tableau 1 : Résultats de rendements d’extraction différents extraits des d’A. radiata.

Extraits Poids sec de I’extrait (g) Rendement (%)
MéOH 3,35 335
BuOH 2,55 25,5
AE 1,45 14,5
DCM 4,15 41,5

Il ressort de ces résultats que I’extrait DCM a le rendement le plus élevé (41,5%) par
rapport au poids total de plante séche, suivi par I’extrait méthanolique (33,5%) et butanolique

(22,5%). Le rendement le plus faible est enregistré pour I’extrait d’AE (14,5%).

L’utilisation des solvants de différente polarité permet de séparer les composés selon leur
degré de solubilité dans le solvant, c'est ce qu'on appelle par le proverbe "qui se ressemble
s'assemble”. Donc, tant que le dichlorométhane est un solvant apolaire, on estime que la plante
est plus riche en matiéres grasses en comparaison avec les résultats obtenus avec les solvants

polaires (MéOH et BUOH) et moyennement polaire (AE).

Plusieurs méthodes d’extractions ont €té utilisées sur différentes parties de cette espece.
Toutefois, il est difficile de comparer les résultats du rendement avec ceux de la bibliographie
(Mohammedi, 2006 In Baba Ouyoub, 2017), car le rendement n’est que relatif et semble étre 1ié
a ’origine géographique, aux conditions et a la durée de de la récolte et de stockage ainsi qu’aux
méthodes d’extraction appliquées (Saoud, 2016). D’autres facteurs peuvent avoir une influence
sur le rendement d’extraction, tel que le pH, la température, le ratio solide/liquide, et le nombre

et ’intervalle de temps des étapes d’extraction individuelles (Macheix et al., 2005).
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Dans la présente étude, la méthode utilisée est la macération qui a été effectuée durant
trois jours au total, permet d’extraire le maximum des composés bioactives. Mais, il a pu étre

démontré que des temps plus longs d‘extraction n‘amélioraient pas forcément le rendement

d‘extraction (Michel, 2011).

L’étude réalisée sur Anvillea radiata par Beddou (2015) a montré une grande variabilité
de rendement d’extraction en fonction de 1’organe utilisé. Cette étude a aussi montré que le

rendement d’extraction de 1’eau chaude est plus élevé a celui de 1’extrait hydrométhanolique

De méme, Telli (2017) a trouvé que ’infusion qui donne le rendement le plus élevé pour
la partie aérienne d’A. radiata. Cela peut s’expliquer par le simple fait que I’eau est un solvant
fortement polaire connu pour extraire une large gamme de molécules dont une quantité

importante de composés non phénoliques comme les glucides et les protéines.

11.2. Criblage phytochimique

La recherche des principes actifs extraits des plantes est d'une importance capitale car elle
a permis la mise au point de médicaments essentiels (Chevallier, 2001). Dans ce but, on a
effectué un criblage phytochimique par la mise en place d’un ensemble de réactions de
caractérisation de différents composés chimiques a savoir : les composés phénoliques (tanins,
flavonoides, coumarines et quinones libres), les composés terpéniques (terpenoides, stéroides et
saponines) et les composés azotés (alcaloides).

Les tests ont été réalisés sur les différents extraits préparés a partir de la partie aérienne
d’A. radiata en utilisant des solvants de polarité différente et des réactifs spéecifiques de
révélation. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 3 et exprimés selon le type de
réaction suivant, qui sont en relation avec l'intensité du précipité ou de coloration, cela est

proportionnelle a la quantité de la substance recherchée :

+++ : Présence importante. ++ : Présence moyenne. + : Présence faible et (-) : Absence
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Tableau 2 : Résultats de criblage phytochimique des différents extraits d’A. radiata.

Composés MéOH BuOH AE DCM
Tanins +++ ++ +++ ++
Noiratre
Verdatre
Q) Q) G 0
Flavonoides (-) ) ) )
+++ (Flavone) () OO
Rose orangée
+++ (Catéchol) (-) (-) )
Brune
Coumarines +++ ) ++ ++
Jaune Vert-jaune
Quinones +++ ) ) ++
libres Jaune Vert-jaune
Alcaloides +++ +++ +++
Précipité brun
+++ +++ +++ -+t

Précipité blanc  Précipité  Précipité  brun-
blanc-brun gris
Terpenoides (-) () () G
++ ++ ++ ++
Interphase marron

Stéroides ) ++ ++ ++

Saponosides +++ Im > 100 dans plusieurs tubes (Annexe2)

Composés (- ) () G
réducteurs

La recherche des tanins catéchiques, des anthocyanes et des composés réducteurs s'est
montrée négative dans tous les échantillons analysés. Mais celle des tanins galliques, flavonoides
libres (flavones), catéchol, coumarines et quinones libres, alcaloides, terpénoides, stéroides et

saponines, a été positive avec des intensités variables.

Il est & noter que les flavones et les catéchols sont présents en forte quantité que dans
I’extrait méthanolique mais sont absents dans les autres extraits. Les coumarines sont totalement
absentes dans I’extrait butanolique. De méme, les quinones libres sont négativement
caractérisées dans 1’extraits butanolique et d’AE. Pour les stéroides sont ainsi absence dans
I’extrait méthanolique. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Djellouli et al. (2013)
et Saoud (2016).
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La présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques hydroxylés chez tous les composés
phénoliques est responsable de certaines propriétés communes utilisées pour extraire a partir du
matériel végétal. Cependant, il faut noter que ces propriétés peuvent s’exprimer différemment
selon la complexité de la molécule concernée, et le nombre de groupement hydroxyles portés par
chacun des cycles benzéniques (Macheix et al., 2005). Par conséquent, il est tres difficile de
développer un procédé d'extraction approprié a I'extraction de tous les composés phénoliques de
la plante (Garcia-Salas et al., 2010).

Nombreux sont les auteurs qui ont critiqué l'influence des méthodes de caractérisation et
les conditions d’extraction des composes chimiques. Pour les anthocyanidines, le méthanol
acidifié¢ (1% HCI) et I’acétone (70%) sont les solvants les plus fréquemment utilisés (Collin et
Crouzet, 2011). A I’heure actuelle, Un rapport de 70% de méthanol est utilisé généralement dans
I’extraction des flavonoides (catéchines ou épicatéchines), les acides-phénols et leurs dérivés et
plusieurs autres sous-groupes des flavonoides (flavanones, flavones, flavone-glycosides,
méthoxyflavones et flavones dimeres ...) (Escribano-Bail6n et Santos-Buelga, 2003 In Beddou,
2015 ; Boulkroune, 2012).

D’autre part, les solvants apolaires sont par contre recommandés pour récupérer
sélectivement les acides tanniques de haut poids moléculaire. C’est ainsi qu’en utilisant 1’acétate
d’¢éthyle, il est possible de concentrer un extrait de gallotannins a raison de plus de 50% avec les

fractions contenant plus de sept unités galloyles (Tian et al., 2009 In Collin et Crouzet, 2011).

La nature des principes chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique laisse
prévoir des activités pharmacologiques intéressantes de la plante étudiée. La détermination en
détail de l'action d'une plante est trés difficile, sinon impossible - méme si son effet médical est,
en revanche, bien connu. L'étude pharmacologique des plantes entieres indique qu'elles
fonctionnent comme un puzzle incomplet. En outre, bien qu'il soit utile de connaitre les principes
actifs d'une plante, cette information peut étre trompeuse : ainsi, la rhubarbe de Chine (Rheum
palmatum), dont I'action irritante des dérivés anthracéniques sur la paroi intestinale stimule les
selles, est frequemment employée comme purgatif. Mais elle n'est efficace qu'a hautes doses. A
petites doses, d'autres de ses constituants comme les tanins ont un effet plutét astringent sur les
muqueuses intestinales. La rhubarbe de Chine produit donc des effets contradictoires selon la
quantité absorbée : elle est laxative a des doses modérées ou importantes, antidiarrhéique a de

faibles doses.
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Cet exemple démontre que I'expérience du praticien combinée a celle du patient est
souvent le guide le plus sar pour connaitre I'effet thérapeutique des plantes entieres ; ensuite, que
la valeur d'une plante médicinale ne peut étre limitée a la liste de ses principes actifs (Chevallier,
2001). En plus, Le totum de plante permet d'utiliser des doses moindres qu’avec un principe actif
isolé¢ pour un méme niveau d’activité, évitant ainsi les effets secondaires spécifiques des fortes

doses (Carillon, 2009).

Mis a part les coumarines et les quinones, le reste des composés (tanins, flavonoides,
stéroides et saponines et des alcaloides) sont conformes a ceux des travaux de Moghtet (2017).
Egalement, Beddou (2015) a signalé 1’absence des composes réducteurs, des coumarines et des
dérivés quinoniques et la présence des restes composés dans les différentes parties de la plante.
Par ailleurs, les tests phytochimiques réalisés par Telli (2017), a montré que la partie aérienne de

la plante est riche en tanins, flavonoides, alcaloides, stéroides, terpénoides et saponines.
11.3. Quantification de certaines classes phénoliques

Les différents extraits ont été analysés quantitativement par spectrophotometre UV-
visible pour leur contenu en composés phénoliques qui sont constitués de trois grandes
catégories : les acides phénols, les flavonoides et les tanins (Ba et al., 2009). La raison principale
pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés anti-oxydantes

et antibactériennes des plantes leur sont attribués.

Des droites d’étalonnages ont été tracées pour cet objectif, qui sont réalisées avec des
solutions d’étalons a différentes concentrations (Annexe 3. 4. 5. 6). Les quantités des composes
phénoliques ont été rapportées en milligramme/microgramme d’équivalents de 1’étalon utilisé

par gramme d’extrait.
11.3.1. Teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits d’A. radiata sont présentées dans la

figure 5, exprimés en terme d’équivalents acide gallique.
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Figure 5 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits d’A. radiata.

L’examen de ces résultats montre que les teneurs en polyphénols totaux varient
considérablement entre les différents extraits et en relation étroite avec la nature du solvant
d’extraction utilisé. La teneur la plus ¢élevée est enregistré dans 1’extrait MEOH, elle est de
I’ordre de 39,11+9,52 mg EAG/g de matiére végétale séche. Les autres extraits ont des teneurs
trés faibles en comparaison avec 1’extrait méthanolique allant de 9,09+1,44 mg EAG/g pour
I’extrait DCM, a 7,49+2,37mg EAG/g pour I’extrait AE. Le taux le plus faible des polyphénols
totaux est enregistré pour I’extrait BuOH (6,08+1,39 mg EAG/g).

L’analyse de variance effectuée a montré¢ qu’il y a des différences hautement

significatives entre les différents extraits (P<0,05) (Annexe 9).

La partie utilisée dans cette étude est la partie aérienne (feuilles et tiges). La richesse de
cette partie en composés phénoliques peut étre expliquée par le fait que ces composés
interviennent dans la protection de cette partie vis-a-vis différents types de stress (lumineux,

hydrique, thermique, salin. etc.) car cette partie est le siege de la photosynthese (Telli, 2017).

Par ailleurs, les conditions d'extraction et les solvants utilisés ont des effets remarquables
sur le taux des composés phénoliques extraits (Telli, 2017). Le taux trés élevé des polyphénols
dans I’extrait méthanolique peut étre di a leur grande solubilité dans les solvants polaires par
'augmentation de la basicité et de ’ionisation des polyphénols (formation d’un ion phénolate).
Alors que les taux faibles qui présentent dans les extraits apolaires peuvent étre dus a

I’affaiblissement des liaisons d'hydrogene dans les extraits (Baba Ouyoub, 2017).
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En réalité, il n’existe aucune méthode permettant de doser de maniére satisfaisante et
simultanée ’ensemble des composés phénoliques présents dans un extrait végétal non purifié.
Néanmoins, une estimation rapide (et souvent tres fortement sur évaluée) de la teneur en phénols
totaux peut étre obtenue par différentes méthodes, la plus utilisée est celui de Folin-Ciocalteau
(Aitfella, 2010) qui, en milieu alcalin, se réduit en mélange d’oxyde bleus de tungsténe et de
molybdéne (Benkhedimallah et Kismon, 2014 ; Beddou, 2015).

Dans notre étude, le choix du meilleur solvant ne se fait pas a partir du dosage de phénols
totaux, car cette méthode est peu spécifique malgré qu’elle est simple a mettre en ceuvre, puisque
beaucoup d’autres composés réducteurs peuvent interférer lors de 1’extraction, telles que les
sucres (glucose, fructose ...), les acides aminées tyrosines et tryptophane des protéines, 1’acide
ascorbique, I’acide tartrique et les sulfites et les pigments (Macheix et al., 2005 ; Boizot et
Charpentier, 2006).

En termes de comparaison, ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Beddou (2015)
avec des valeurs allant de 95,51347,908 mg EAG/g jusqu’a 198,951+21,505 mg EAG/g pour les
différents organes de la plante de I'extrait hydromeéthanolique (70%). Mais, Djeridane et al.
(2010) ont montré que l'extrait méthanolique a une teneur en composés phénoliques égale a
14,36 mg EAG/g de poids sec (Telli, 2017). On constate également que nos résultats sont
proches aux résultats obtenus par Telli (2017) pour les extraits issus des macérations aqueuse et

acide.

Saoud (2016) a révélé que les composés polyphénoliques sont abondants dans la partie
aérienne de I’A. radiata. Cette abondance est caractéristique de la famille des Asteraceae. Cela
pourrait étre relié aux facteurs extrinséques (tels que des facteurs géographiques et climatiques,
sécheresse, nature du sol, pollution, agressions et maladies) et les facteurs intrinseque
(génétiques), qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires comme les polyphénols
(Falleh et al., 2008). Mais également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage
ont une influence (Djenidi, 2012 ; Baba Ouyoub, 2017).

Boulkroune (2012) a noté que les teneurs obtenues avec les solvants purs sont faibles par
rapport a celles obtenues avec les solvants dilués, qui pourrait s’expliquer par la faible solubilité

des composés phénoliques dans les solvants purs.
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11.3.2. Teneur en flavonoides

Les taux des flavonoides des extraits ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage de
la rutine, exprimant en milligramme équivalent de rutine par gramme de matiere séche (mg
ER/g). Les résultats de la quantification des flavonoides des différents extraits sont représentes
dans la figure 6.
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Figure 6 : Teneur en flavonoides des différents extraits d’A. radiata.

D’apres ces résultats, on constate une variabilité des teneurs en flavonoides qui toujours
dépendent de la polarité du solvant d’extraction, et que cette teneur suit la méme évolution que
les taux des polyphénols totaux. En effet, les teneurs les plus élevées sont obtenues avec I’extrait
méthanolique, qui a un taux égal a 17,60+1,78 mg ER/g, suivi par ceux d’extrait DCM d’extrait
AE qui sont de I’ordre de 4,15+0,74 mg ER/g et 3,18+0,86 mg ER/g respectivement. La teneur la
plus faible est enregistrée pour I’extrait BUOH, qui est égale a 1,97+0,27 mg ER/g.

Les analyses statistiques réalisées ont montré qu’il y a des différences significatives

(P<0,05) en teneur en flavonoides entre les differents extraits (Annexe 10).

Nos résultats laissent apparaitre que les flavonoides représentent environ la moitié de la
quantité des polyphénols totaux pour la majorité des extraits investigués. Cela nous guide qu’ils

constituent la principale sous classe des composes phénoliques.

Les variations des spectres d’absorption des flavonoides sont en fonction des

modifications chimiques : hydroxylation, méthylation, glycosylation, condensation avec d’autres
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molécules, phénoliques ou non. De plus, les caractéristiques physicochimiques du milieu sont
également des causes de modifications profondes des spectres d’absorptions : PH, teneurs en
métaux, interférence avec d’autres composés (Aitfella, 2010), et a la solubilité qui dépend non
seulement de la polarité du solvant d'extraction mais aussi du nombre et de la position des
groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire (Telli, 2017) et méme du nombre, du type
et de la position de la liaison des glucides avec les flavonoides ( Boulkroune, 2012).

La glycosylation des flavonoides par exemple, peut changer la polarité de la molécule et
joue un réle trés important, en rendant les flavonoides moins réactifs, et plus soluble dans I’cau
(Ayad, 2008), alors que les taux trés ¢€levées dans 1’extrait méthanolique peut étre due a la
présence des flavonols car ce derniére présente d’un groupement OH dans la position C3 (Baba
Ouyoub, 2017), ou a la présence de I’isoflavonoides glycosides et anthocyanidines glucosides a

polyhydroxy (cyanidine-3-glucoside) (Ayad, 2008).

Le taux faible des flavonoides dans I’extrait AE peuvent étre dus a la présence des
flavonoides aglycones comme les anthocyanidines aglycones car I’AE est utilisé pour extraire
des aglycones de polarité moyenne (Ayad 2008 ; Boudjellal, 2009). D’autre étude montre que les
solvants les plus apolaires conviennent a 1’extraction de certains flavonoides apolaires, par
exemple ceux liés aux stérols, ou ceux présents dans les exsudats de bourgeons ou sur les tissus
externes foliaires (Aitfella, 2010)

Ces résultats sont en concordance avec les travaux de Telli (2017) pour les extraits issus
de la macération aqueuse et la macération acide. Et supérieurs a ceux trouves par Saoud (2016)
pour I’extrait hydrométhanolique (14,91+0,5 mg d’équivalent de quercétine par gramme
d’extrait). Ces variations sont probablement liées a un facteur écologique qui concerne, le sol, le

climat et les périodes de récolte.

11.3.3. Teneur en acides phénols

La quantité des acides phénols dans les différentes préparations est évaluée et les résultats
exprimés en équivalents d’acide caféique a 1’aide d’une courbe étalon, sont présentés dans la

figure 7.
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Figure 7 : Teneur en acides phénols des différents extraits d’A. radiata.

Les résultats présentés dans la figure 7 montrent bien que ces composes sont présents
dans tous les extraits avec des concentrations variantes selon le solvant utilisé pour 1’extraction.
L’extrait AE posséde la teneur la plus importante en acides phénols avec un taux de
283,87+£30,54 ug EAC/qg, suivi par celles des extraits de DCM (202,02+49,09 ug EAC/g) et
BuOH (153,86+25,27 ng EAC/g), tandis que 1’extrait MEOH a la teneur la plus faible en acides
phénols, qui est de I’ordre de 69+3,14 pg EAC/g.

Les analyses de variance de ces résultats montrent que les extraits ont des effets pas

significatifs sur le taux des acides phénols des difféerents extraits (P>0,05) (Annexe 11).

La solubilité des acides phénols dépend de leur nature chimique dans la plante, qui varie
de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurale est responsable de la

grande variabilité des propriétés physico-chimiques influencant sur I'extraction (Telli, 2017).

Les taux faibles enregistrés dans 1’extrait méthanolique et butanolique peuvent étre dus a
I’estérification de différentes fonctions alcools des acides phénols ce qui diminue leur polarite.
Bruneton (2009) a confirmé que I’extraction de ces composés, conduite de préférence sur du
matériel frais, est généralement obtenue a 1’aide d’un alcool (méthanol) ou d’acétate d’éthyle
voire, pour extraire moins de substances lipophiles et éviter une estérification partielle des acides

phénols, avec une solution hydro-alcoolique.
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En plus, les acides phénols extrémement polaires (acides benzoiques et cinnamique) ne
peuvent pas étre entierement extraits par ces solvants organiques purs. Des mixtures d’alcools-

eau ou acétone-eau sont recommandees (Aitfella, 2010 ; Boulkroune, 2012).

Cependant, les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique ou de 1’acide cinnamique
peuvent étre méthylés (Bruneton, 2009), ce qui conduit a la diminution de la polarité de ces

composés, ce qui par conséquent peut justifier la richesse de I’extrait AE.

Nos résultats sont trées faibles en comparaison avec celui de Telli (2017) qui a reporté que
la teneur en acides phénols pour la décoction d'A. radiata a les teneurs les plus importantes
(3016,13+£264,92 pg EAC/g). Tandis que les extraits de macération acide ont enregistrés des
valeurs moins de nos résultats. De nombreux chercheurs rapportent la possibilité d’oxydation des
composés phénoliques pendant les extractions a long terme qui peuvent mener aux faibles
teneurs (Boulkroune, 2012).

11.3.4. Teneur en tanins condensés

La figure 8 présente la variabilité des concentrations des tanins condensés ou
proanthocyanidines pour les différents extraits d’A. radiata. Les résultats sont exprimés en mg

équivalents de catéchine a 1’aide d’une courbe étalon :

6,00

5,00

e
o
o

2,86

N
o
o

1 10
1,00

Teneur en tanins condensés
(mgEC/Qg)
w
o
o

0,00
M¢OH BuOH DCM

Différents extraits

Figure 8 : Teneur en tanins condensés des différents extraits d’A. radiata.
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Il ressort des résultats présentés dans la figure 8 que I’extrait butanolique a la teneur la
plus importante en tanins condensés qui est égale a 4,63+5,85 mg EC/g, suivi par les extraits
MEOH et DCM qui ont des teneurs de 3,55+0,33 mg EC/g et 2,86+1,74 mg EC/g
respectivement. La concentration la plus faible des tanins condensés est obtenue pour 1’extrait
AE avec un taux de 1,10+1,18 mg EC/g.

Les analyses statistiques réalisées ont montré qu’il y a des différences significatives

(P<0,05) en teneur en tanins condensés entre les différents extraits (Annexe 12).

Les tanins condensés sont des oligoméres ou des polyméres de flavane-3-ols
(éventuellement de flavane-3,4-diols) dérivés de la (+)-catéchine ou de ses nombreux isomeres
(Macheix el al., 2005). Selon la nature des constituants impliqués et selon le type de
condensation, ils sont des composés plus en moins complexes (Bruneton, 1993). Leur extraction

dépend de leur nature chimique, du solvant utilisé et des auditions de I'extraction.

La solubilité des composés phénoliques est influencée par le type de solvant utilisé et le
degré de leurs polymérisations. Cependant, ces derniers sont le plus souvent combinés a d’autres
substances (protéines, polysaccharides, terpenes, chlorophylle, lipides, composeés inorganiques,
...) (Boulkroune, 2012).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la quantification des tanins condensés, pour le
présent travail, on a suivi la méthode de vanilline-HCI qui posséde des avantages et des
inconvénients. Le cycle A danthocyanidines réagit avec un aldéhyde aromatique (vanilline).
Cette méthode est rapide mais elle manque de reproductibilité due au type du solvant utilisé, la
nature et la concentration de I'acide, le temps de la réaction, la concentration de la vanilline et le
type de standard utilisé. Ceci a été signalé par Telli (2017) qui a fait le dosage des tanins
condensés par deux méthodes, il s’agit de : méthode de Vanilline-HCI et méthode de butanol-
HCI. Les taux les plus élevés des tanins condensés d’Anvillea radiata sont obtenus avec la
méthode de butanol-HCI dépassant 21,21 mg EC d/g (Telli, 2017).

Plusieurs facteurs peuvent étre affectés I'estimation de la quantité des tanins condensés
chez les plantes. La quantité de I'eau dans le mélange réactionnel est critique dans la formation
de la couleur rouge. Aussi, le nombre des groupements hydroxyle sur les cycles A et B affecte la
longueur d'onde de l'absorbance maximale et le coefficient d'extinction des anthocynidines
(Telli, 2017).
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Par traitement acide a chaud, elles se transforment en pigments rougeatres, et pour cette
raison, elles sont dénommées « proanthocyanidines ». (Pascal et Véronique, 2006). Les tanins
condenses se dégradent par HCI en milieu alcoolique (Aitfella, 2010 ; Baba Ouyoub, 2017). Par
cette réaction qu’on peut justifier la teneur en tanins condensés maximum dans 1’extrait BuOH et
M¢EOH. D’autre part, on peut dire que la faible solubilité des tanins condensés dans 1’extrait AE
due a la présence des liaisons covalents de type C-C enter les unités flavan-3-ols (Baba Ouyoub,
2017).

Selon Bruneton (2009), ’extraction des tanins est, en regle générale, réalisée par un
mélange d’eau et d’acétone. Quand le méthanol est utilisé, il est déconseillé d’y ajouter de 1’eau.
Jerumanis (1969) suspecte une dépolymeérisation des proanthocyanidines en présence de
méthanol. En outre, le poids moléculaire élevé des tannins condensés les rend solubles dans les
solvants moins polaires, qui sont recommandés pour récupérer sélectivement les acides tanniques
de haut poids moléculaire (Collin et Crouzet, 2011 ; Boulkroune, 2012). Cela a confirmé par les
travaux de Beddou (2015), ou il a constaté que quelque soit I’organe étudié d’A. radiata,
I’acétone aqueux possede les teneurs les plus €élevées en tanins condensés, suivi du méthanol et

de I’infusé aqueux.

Au vu des résultats présentés ci-dessus, il ressort que I’extraction des composés
phénoligues est une étape cruciale pour la valorisation des principes actifs, qui dépend du solvant
d’extraction. Pour cela, la sélection d'un systeme de solvant approprié reste 1'une des étapes les
plus importantes dans l'optimisation d’extraction des polyphénols, des flavonoides et d'autres

composés anti-oxydants (Zhao et al., 2006b In Beddou, 2015).

11.4. Activites biologiques

L’efficacité des différents extraits d’Anvillea rdaiata est déterminée par 1’évaluation de

deux activités biologiques ; activité anti-oxydante et activité antibactérienne.

11.4.1. Activités anti-oxydantes

L’activité anti-oxydante des différents extraits d’Anvillea radiata est evaluée par

I’utilisation de deux tests qui sont : ABTS et FRAP.
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11.4.1.1. Piégeage du radical-cation ABTS™"

La capacité des différents extraits d’A. radiata ainsi que 1’antioxydant standard (Trolox) a
inhiber le radical-cation ABTSe+ est évaluée et les résultats exprimés en Cl so sont présentés

dans le tableau 04.

Tableau 3 : Valeurs de Cl 5o de I’activité anti-oxydante déterminee par le test ABTS des

différents extraits d’A. radiata.

MéOH BuOH AE DCM Trolox
Cl 50 (mg/ml) 0,178+0,04 2,301+0,83 1,357+0,29 6,353+1,22 0,39+0,45

La ClI 5o faible signifie que 1’antioxydant est tres efficace et puissant dans ’inhibition ou le
piégeage du radical. Vu aux résultats illustrés dans le tableau 5, nous constatons que l'activité
inhibitrice du radical cation ABTSe<+ varie considérablement entre les différents extraits. Elle est
comprise entre 0,178+0,04 et 6,353+1,22 mg/ml. Parmi les quatre extraits d’A. radiata testés,
I’extrait MEOH représente une excellente capacité inhibitrice du radical cation ABTSe+ avec une
Cl 50 de 0,178+0,04 mg/ml, qui est inférieure a celle de Trolox (0,39£0,45 mg/ml). En ce qui
concerne les autres extraits, il est a noter que le potentiel antioxydant est moins important surtout
pour les extraits d’AE et de BuOH (CI 50 = 1,357+£0,29 mg/ml et 2,301+0,83 mg/ml
respectivement). Cependant, 1’extrait apolaire (DCM) s’avere incapable de libérer facilement des

protons, ce qui justifie la valeur élevée de sa Cl s.

D’apres les résultats de 1’analyse de variance (Annexe 13), nous observons des variations
hautement significatives (P<0,05) de la capacité anti-radicalaire entre les différents extraits d’A.

radiata.

Selon la matrice de corrélation entre le pouvoir antioxydant ABTS et les teneurs en
composés phénoliques, en calcule le coefficient de corrélation de Pearson (annexe 15-18), révélent

qu’aucune corrélation existe entre ces deux variables.

Les résultats d’analyse phytochimique révélé que 1’activité antioxydante dans les différents
solvants ne pas attribuée a sa richesse en composés phénoliques. Ceux-ci peuvent étre dus a la
présence des autres composées ayant la capacité de donner des électrons, tels que les terpénoides

(monoterpéne et sesqueterpéne) (Mohammedi, 2006 In Baba Ouyoub, 2017). Une étude faite par
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Kang et al. (2003) a suggéré que les molécules polaires présentes dans les extraits végétaux

contribuent a I’augmentation de 1’activité antiradicalaire.

Pour nos extraits, I’absence de la corrélation ne signifie pas forcément que les composés
phénoliques ne sont pas participés dans 1’inhibition de ’ABTSe+ ou peut étre les fonctions
hydroxyle donneuses d’électrons sont engagées dans des liaisons glycosidiques (O- glycosides, C-
glycoside), ester ou éther. Cependant, dans cette étude, nous n'avons pas pu déterminer les
concentrations de ces antioxydants dans nos extraits. Néanmoins, nos résultats démontrent

clairement qu’A. radiata, possede des propriétés antioxydantes trés remarquables.

D’une manicre générale, ces résultats sont en accord avec la littérature qui suggére que
I’activité anti-oxydante des extraits des végétaux dépend du type du solvant d’extraction et de sa
polarité, dont la distribution des substances a activité anti-oxydante entre les différents extraits
dépend de polarité des extraits (Baba Ouyoub, 2017 ; Boulkroune, 2012).

Telli (2017), a rapporté que les extraits aqueux (décoctés et infusés) ont montré la grande
efficacité antiradicalaire vis-a-vis le radical d'ABTSe+ par rapport les standards utilisés (Trolox
et BHT), ce qui est en accord avec les résultats du présent travail. Parallelement, Beddou (2015)
a constaté que I’extrait hydrométhanolique des fleurs est celui qui représente la meilleure
capacité a neutraliser le radical ABTS«+ avec un effet antiradicalaire de 0,486+0,038 mg/ml

moins que I’anti-oxydant de référence (Trolox).

Mais de facon général, les meilleurs résultats sont observés pour la partie aérienne. Ceci
peut étre di a I’'influence de la répartition des métabolites secondaires dans la plante (aux
niveaux tissulaires, niveaux cellulaires et subcellulaires). Les phénols insolubles sont les
composants des parois cellulaires, tandis que les composés phénoligues solubles sont cloisonnés
dans les vacuoles des cellules végétales. Au niveau tissulaire et les couches externes, les plantes
contiennent plus de composés phénoliques que celles situées dans leurs parties intérieures
(NACZK et SHAHIDI, 2004 In Khenfer, 2016)

Par contre Saoud (2016) a indiqué une excellente activité anti-oxydante de tous les
extraits qui sont plus actifs que I'anti-oxydant standard (0,05+£0,01 mg/ml), ou I’extrait d’acétate
d’éthyle était dans la premiére place, suivi par I’extrait butanolique et méthanolique. L’extrait
chloroformique est celui qui a enregistré la moins activite. Cela peut étre justifie par la
glycosylation des flavonoides qui réduit I’activité anti-oxydante de nos extraits, ou les fonctions

hydroxyle donneuses d’électrons sont engagées dans des liaisons glycosidiques (O- glycosides,
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C-glycoside) et méme ester ou éther (Baba Ouyoub, 2017 ; Rice-Evans et al., 1996). In
Boulkroune, 2012)

Selon Cai et al. (2004), il existe une relation entre le pouvoir anti-oxydant et la structure
des composes phénoliques (nombre et position des groupements hydroxyles sur le noyau
aromatique de la molécule, glycosylation et présence d’autres groupements donneurs de

protons).

En effet, 1l est difficile d’expliquer la relation existant entre les anti-oxydants et ’activité
anti-oxydante d’un végétal en se basant sur la seule analyse quantitative, du fait qu’il existe une
relation non seulement avec le taux d’anti-oxydants mais aussi de I’interaction entre eux et avec
d’autres constituants, d’ou il est important de caractériser ces composés (Boulkroune, 2012 ;

Beddou, 2015).

11.4.1.2. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur de fer des différents extraits d’Anvillea radiata a été évalué et les

résultats, exprimés en Clso, sont illustrés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Valeurs de Cl 50 du test FRAP de différents extraits d’A. radiata.

MéEOoH BuOH AE DCM Trolox
Clso (mg/ml) 2,104+0,15 0,461+0.01 0,251+0.02 0,417+0.02 1,271+0,13

Il ressort des résultats regroupés dans le tableau 6 que les extraits d’AE, de DCM et de
BUuOH présentent un puissant pouvoir réducteur de fer avec des valeurs de CI so allant de
0,417+0,02 mg/ml a 0,461+0,01 mg/ml et qui sont inférieures a celle de I’antioxydant standard
(Cl 50 = 1,271£0,13 mg/ml). La capacité réductrice de fer la plus faible est enregistrée pour

I’extrait méthanolique d’Anvillea radiata (Cl so = 2,104+0,15 mg/ml).

Les résultats de ’analyse de variance ANOVA, montrent que les différents extraits ont un

effet pas significatif (P>0,05) de pouvoir réducteur du fer entre les différents extraits (Annexe 14).

La matrice de corrélation entre le pouvoir antioxydant FRAP et les teneurs en composes

phénoliques, présenté par le coefficient de corrélation de Pearson, révele qu’il y a une corrélation
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positive entre le test FRAP et les flavonoides contenus dans I’extrait DCM (Annexe 18) et

négative avec les tanins condensés de 1’extrait BuOH (Annexe 16).

Plusieurs études ont montré que les flavonoides sont considérablement plus anti-oxydants
que la vitamine C et la vitamine E, qui contribuent trés probablement a la lutte contre le stress
oxydant auquel I’espéce est soumise, en raison de son environnement particulier (Chevallier,

2001 ; Chaabi, 2008).

La correlation négative enregistré avec les tanins condensés peut étre justifié par la
liaison des groupements hydroxyles avec des autres molécules, soit par la O-méthoxylation. En
effet, la fixation du groupement méthyle, par exemple 4’-O-méthylation de la structure 3°,4’-
catechol réduit I’activité anti-oxydante (Ayad, 2008), ou par O-glycosylation (glucose,

rhamnose, xylose, galactose et arabinose), soit par C-méthylation (Baba Ouyoub, 2017)

L’activité excellente des trois extraits peut étre aussi dus a la présence des autres
composées ayant la capacité de donner des électrons, tels que les terpénoides (monoterpéne et
sesqueterpéne). Ainsi que les coumarines sont capables de piéger les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxyles, importants dans la prévention de la peroxydation des lipides

membranaires, ils ont une activité antiperoxydante (lgor, 2002)

Aussi, malgré les teneurs de nos extraits en composés phénoliques sont moins
importantes, ces résultats sont dus a la synergie des composés phénoliques dans les extraits et
que I’activité anti-oxydante dépend non seulement de la quantité des composés phénoliques mais
aussi de leur qualité (en point de vue structure) (Attou, 2011 ; Belyagoubi, 2012)

Les relations structure-activité anti-oxydante des flavonoides et des composés
phénoliques ont montré que ’activité anti-oxydante était déterminée par la position et le degré
d’hydroxylation (Attou, 2011), de méme le groupe carboxylique augmente légérement cette
activité. La présence d'un ester de groupe carbonyle (acide chlorogénique) améliore l'activité
anti-oxydante (Biskup et al., 2013 In Baba Ouyoub, 2017)

Ces résultats sont en accord avec ceux de Bougandoura (2011) qui a constaté que les
extraits AE possédent une bonne action vis-a-vis de Fe3* suivie des extraits méthanoliques et
butanoliques, alors que les extraits aqueux ne sont actifs qu’a partir des concentrations élevées.
Ainsi que Saoud (2016) est confirmé que l'extrait AE d’A. radiata est doté d’une capacité
réductrice encourageante, suivi par 1’extrait butanolique, méthanolique et dans la derniére classe,

I’extrait chloroformique.
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De ’autre part, Beddou (2015) a trouvé que 1’extrait hydro-méthanolique des fleurs d’A.
radiata présente le potentiel le plus important méme mieux que les extraits aqueux, mais reste
tous moins importante que les anti-oxydants standards. Tandis que Telli (2017), a montré que les
extraits aqueux sont les meilleurs solvants pour extraire les anti-oxydants réducteurs de fer d’A.

radiata.

A travers nos recherches bibliographiques et compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation-réduction avec les types de radicaux libres oxygénés (RLO) et azotés (RLA),
comme HOe et ONOOre-, il apparait clairement qu’une seule méthode n’est pas suffisante pour
caractériser le potentiel anti-oxydant d’un échantillon et qu’aucune méthode prise séparément
n’est capable de fournir une idée globale du profil anti-oxydant d’un échantillon (Parejo et al.,
2002 ; Prior et al., 2005). Il faut donc combiner les réponses obtenues a 1’aide de tests différents
et complémentaires (Chaabi, 2008 ; Belkheiri, 2010 ; Beddou, 2015). Donc, des études

approfondies sont nécessaire pour évaluer le potentiel antianydant réal d’A. radiata.

11.4.2. Activité antibactérienne

Lors de cette étude, on a testé 1’action de nos extraits vis-a-vis de trois souches
bactériennes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Cela a été

réalisé par deux méthodes communément employées (de diffusion et de microdilution).
11.4.2.1. Zone d’inhibition

La figure 9 présente I’effet inhibiteur des différents extraits d’Anvillea radiata sur la
croissance des souches testées. Les résultats obtenus ont montré que ces extraits ont une activité

antibactérienne notable contre les trois bactéries testées.
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Figure 9 : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) de la croissance des souches testées par

différents extraits d’A. radiata.

Ces résultats réevelent que P. aeruginosa est la souche la plus sensible a 1’action des
différents extraits d’A. radiata avec des diametres d’inhibition allant de 16,83+3,75 mm pour
I’extrait AE a 19,50+4,44 mm pour I’extrait DCM. Il apparait que S. aureus est sensible a
I’action des extraits de AE (13,5+£0,71 mm), DCM (16,33+2,44 mm) et MéOH (1943 mm) d’A.

radiata, alors que 1’extrait BuOH présente une action faible sur cette souche (10,5+0,71 mm).

Les extraits de MéOH et AE d’A. radiata présentent une activité inhibitrice faible sur E.
coli avec des diametres de 7,69+1,52 mm et 10,17+1,26 mm respectivement. En présence des
extraits de BUOH et DCM d’A. radiata, I’inhibition de la croissance d’E. coli est plus importante

avec des zones d’inhibition de 14,5+0,5 et 14+4 mm respectivement.

Il est a noter que les extraits méthanolique et de DCM sont les plus actifs suivi par les
extraits de BUOH et AE.

L'activité des quatre antibiotiques est évaluée sur les souches testées et les résultats sont
présentes dans le tableau 6, ou les diamétres des zones d'inhibition sont compris entre 6 et 29

mm.
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Tableau 6 : Diameétres des zones d’inhibition (en mm) des antibiotiques (témoin positif).

Souches AN AX AMP CN
E. coli 27 10 7 29
S. aureus 7 13 7 20
P. aeruginosa 23 29 6 19

AN : Acide nalidixique, AX : Amoxicilline, AMP : Ampicilline et CN : Gentamycine

Les résultats des antibiotiques standards utilisés dans les mémes conditions montrent que
la plus forte activité a été obtenue par la gentamycine et I’amoxicilline avec des diamétres des
zones d’inhibition de croissance de 29 mm, ceux-ci contre E. coli et P. aeruginosa
respectivement. Aussi, l'inactivité de MéOH (témoin négatif) utilisé dans la solubilisation des
résidus des extraits est testé (Annexe 19). Ou ses résultats n’ont révélé aucune activité

inhibitrice.

Plusieurs études ont prouvé que les composés phénoliques existant dans les extraits
polaires (selon les études quantitatives préliminaires), agissaient en perturbant les mécanismes
enzymatiques impliqués dans la production d’énergie (Djenidi, 2012). Les flavonoides et les
tanins sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis les microorganismes. Le mécanisme de toxicité
peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou
d'autres interactions pour inactiver les adhésines microbiens, les protéines de transport et
d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999). lls sont méme des puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN
gyrase (Djenidi, 2012). Ces molécules sont également responsables de 1’inhibition des microbes

résistants aux antibiotiques (Boutalbi, 2014).

En outre, I’extraction des principes actifs par un solvant comme le DCM augmente
Iactivité antibactérienne (Diallo, 2005). L'efficacit¢ de cet extrait dans l'inhibition de la
croissance des souches testées peut étre due a la présence des terpénoides (carvacrol, thymol),

des stérols ainsi que des flavonoides aglycones.

Chabot et al., (1992) a rapporté que les composés les moins polaires comme les
flavonoides manquant le groupement hydroxyle sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des
microorganismes que ceux portant le groupe OH. Par contre, Mori et al. (1987) ont trouve que
les flavonoides trihydroxylés 3°,4°,5” sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires pour

I’activité antimicrobienne.
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De plus, Ghédira (1995) a montré qu’un alcaloide présente une activité antibactérienne
significative, sans négliger I’effet synergique des autres molécules a effet antimicrobien (Djemai
zoughlache, 2009). Aussi, les quinones sont connues par leur capacité de se complexer de
maniere irréversible avec des acides aminés nucléophiles dans les protéines, conduisant souvent
a l'inactivation de la protéine et a la perte de sa fonction. Pour cette raison, la gamme potentielle
d'effets antimicrobiens de quinone est grande. Les cibles probables dans la cellule microbienne
sont les adhésines exposées a la surface, les polypeptides de la paroi cellulaire et les enzymes
liées a la membrane. Les quinones peuvent également rendre les substrats indisponibles pour le

micro-organisme (Cowan, 1991).

Il apparait aussi de nos résultats que les bactéries a Gram+ (S. aureus) sont plus sensibles
en comparaison avec celles a Gram- (E. coli), ce qui peut s’expliquer par la probabilité de la
sensibilité aux changements environnementaux externes, tels que la température, le pH et les
extraits naturels due a I'absence de la membrane externe (Balentine et al., 2006 In Athamena,
2010). En effet, les bactéries a Gram positif sont constituées d‘une paroi épaisse de
peptidoglycane (muréine) associée a des quantités moindres d‘autres polymeéres tels que les
acides teichoiques, teichuroniques et lipotéichoiques. En revanche, les bactéries a Gram négatif
sont caractérisées par une paroi de peptidoglycane beaucoup plus fine mais celle-ci est
recouverte d‘une membrane externe dans laquelle peuvent s‘insérer des liposaccharides et des

lipoprotéines (Henri, 1995 In Thomas, 2011)

En plus, certaines quinones présentent un effet bactériostatique sur les bactéries & Gram
positif mais pas vis a vis des bactéries a Gram négatif (Djenadi, 2011). Ces composés sont
présents que dans I’extrait MEOH et DCM selon les études phytochimiques réalisées

précédemment.

Une inhibition de méme sens a été détectée par Telli (2017), ou elle a constaté que les P.
aeruginosa suivi par les S. aureus sont les souches les plus sensibles a tous les extraits

investigués d’A. radiata en comparaison avec E. coli.

Nos resultats sont en accord aussi avec ceux obtenus par Hamada et Ladjel (2015) qui ont
démontré que I'extrait méthanolique était efficace contre les S. aureus. Mais une faible activité
voire une résistance absolue a été observée contre les souches a Gram-négative (P. aeruginosa et
E. coli). Ces légeres différences peuvent expliquer la variation de I’activité antibactérienne d’un

germe a |’autre.
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Parallelement, El Hanbali et al. (2006) a trouvé que les P. aeruginosa sont les souches les
plus résistantes a 1’action d’A. radiata par rapport a E. coli, ou ils ne sont obtenus aucune zone
d’inhibition. En outre, Saoud (2016) a été détectée une inhibition contre les S. aureus et E. coli
par I’extrait chloroformique d’A. radiata avec des diametres de 15,9 mm et 12,4 mm
respectivement. P. aeruginosa s’apparait comme la souche la plus résistante selon cette étude
(Saoud, 2016).

En outre, Qadah (2013) a révélé que I’extrait méthanolique d’A. radiata présente une
activité inhibitrice de la croissance bactérienne sur S. aureus et E. coli en comparaison avec celle
de I’extrait chloroformique. Beddou (2015), qui a étudié 1’activité antibactérienne des différents
parties d’A. radiata, a trouvé que I’extrait AE des feuilles est le plus efficace contre tous les
bactéries gram positifs en particulier S. aureus, méme mieux que 1’extrait chloroformique.

Cependant, aucune activité inhibitrice de ces extraits contre E. coli et P. aeruginosa.

En se basant sur toutes ces études, on peut dire que cette méthode est discutable et la
lecture des boites reste subjective. L’un des raisons principales de ces différences est le détail de
manipulation, surtout la quantité des extraits déposée sur les disques. Cela a part que le film
bactérien soit trés faible et a peine visible. En effet, les souches utilisées se sont révélées ne pas
étre extrémement pures, quelque fois contaminées et certaines ne poussaient pas correctement

lors de I'incubation a 37°C (Annexe 20).

Le diameétre de zone d’inhibition différe d’une souche bactérienne a une autre et d’un
extrait a un autre. Ces différences peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que les facteurs
inhérents ; variété, conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations saisonniéres, méthodes
d'extraction, préparation d’extrait, sensibilité des bactéries et organe de plante utilisé. De méme,
I’effet du solvant a extraire les compositions chimiques (Adouane, 2016). Ceci a été remarqué

pour nos extraits.

Au terme de cette étape, on peut dire que malgré cette méthode est rapide et simple a
mettre en ceuvre. Cependant, il serait judicieux de mettre en place des tests antibactériens avec la

méthode de dilution, afin d'avoir des résultats plus rigoureux, plus homogénes et plus objectifs.
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11.4.2.2. Concentration inhibitrice minimale (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices de la croissance bactérienne des différents
extraits d’Anvillea radiata vis-a-vis les souches testées ont été déterminées et les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) (en pg/ml) des différents

extraits d’Anvillea radiata.

Souches MéOH BuOH AE DCM

E. Coli 83,75 <7,03 9,06 103,75
S. aureus 41,875 <7,03 9,06 51,875
P. aeruginosa 167,5 56,25 9,06 103,75

Sur la base de la classification mentionné dans le chapitre précédent, nous constatons que
tous nos extraits ont exercé une forte activité inhibitrice vis-a-vis toutes les souches testées. Ou
les concentrations minimales inhibitrices obtenues varient de moins de 7,03 a 167,5 pg/ml pour
les bactéries a gram négatif et & 51,875 pg/ml pour les bactéries a gram positif (Figure 10).
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Figure 10 : Inhibition de la croissance de trois souches testées par différentes concentrations des
extraits d’A. radiata (27 : P. aeroginosa, 23 : S. aureus et 22 : E. coli).
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Une interprétation globale des résultats montre que la majorité des valeurs des CMI
concordent d'une maniére genérale avec celles des diametres d'inhibition ; les extraits ayant
induit une importante zone d'inhibition présentent des petites CMI sur les souches
correspondantes. Il est a noter aussi que I’extrait BuOH est celui qui a enregistré 1’activité
excellente contre les S. aureus et E. coli. L’extrait AE vient en deuxiéme position concernant son

action sur les trois souches testées, et I’extrait MEOH avec le DCM contre les S. aureus.

L’effet excellent de I’extrait BuOH peut justifier par son richesse en tanins condensés
(proanthocyanidines), analysés dans les tests précédemment. Ces molécules biologiquement
actives, douées d’activités antibactériennes remarquables : Klebsiella pneumonia, Plesiomonas
shigelloides, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli. etc.). lls sont vulnérables a la polymérisation dans l'air par des réactions
d'oxydation. Par conséquent, la taille de la polymérisation est un facteur important de leur
toxicité (Baba Ouyoub, 2017).

Une de leurs actions moléculaires est de complexer les protéines par des forces dites non
spécifiques telles que la liaison hydrogéne et les interactions hydrophobes, ainsi que par la
formation de liaisons covalentes. Aussi, leur mode d'action antimicrobienne peut étre lié a leur
capacité a inactiver les adhésines microbiennes, les enzymes, les protéines de transport de

I'enveloppe cellulaire. etc. Ils se complexent également avec le polysaccharide (Cowan, 1999).

En effet, L’ efficacité¢ optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutdét a ’action combinée (synergie, ou addition) de différents composés.
L’effet antibactérien de 1’extrait AE peut étre attribué aux acide gras et au phyto-estrogene, ou
aux deux s’il y a synergie entre leur activité antibactérienne, par perforation de la membrane
bactérienne et le flux rapide des composants cytosoliques (Ben Abbas, 2011). Rodriguez et al.
(2007) ont rapporté que la fraction propénoique des acides hydroxycinnamiques, moins polaire
peut entrer en interaction avec la membrane lipidique cellulaire et neutraliser son potentiel
électrique et ainsi affecter son métabolisme (Baba Ouyoub, 2017). De plus, certains phénols
supérieurs comme l'acide ellagique et l'acide gallique pourrait étre responsable de son activité
antimicrobienne (Mahboub et al., 2012).

En général, le site (s) et le nombre de groupes hydroxyle des composés phénoliques sont
liés a leur toxicité relative vis-a-vis des microorganismes. De plus, certains auteurs ont trouve

que les phénols fortement oxydés sont des puissants inhibiteurs (Cowan, 1999).
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En effet, les flavonoides sont capables d'inhiber la croissance de différents types de
bactéries tel que Staphylococcus aureus et Eschirichia coli (Babayi et al., 2004). Les bactéries
testées sont de Gram+ et Gram-, ce qui indique que les flavonoides n’agissent pas sur la paroi
bactérienne mais plutdt sur un mécanisme interne. D’aprés un travail déja réalisé dans ce sens,
ces composés sont supposés agir sur I’ADN, ARN et la synthése protéique (Ulanawska et al,
2006 In Adouane, 2016).

L’ enveloppe des bactéries a Gram positif ne posseéde pas de récepteurs spécifiques ou de
perméases facilitant ainsi la pénétration des biocides dans les cellules. Alors que la nature de la
membrane externe de la paroi des bactéries a Gram négatif peut jouer un role de barriére vis-a-

vis des agents chimiques.

L’étude réalisée par Beddou (2015) a montré que les extrait hexaniques des différentes
parties (feuilles, fleurs et tiges) d’Anvillea radiata n’ont aucune activité inhibitrice sur la
croissance des souches testées. Par contre, les extraits d’AE et de chloroforme des feuilles

d’Anvillea radiata ont enregistré la méme valeur de CMI (312 pg/ml) sur S. aureus.

Parallelement, Hamada et Ladjel (2015) ont obtenu une CMI de I’extrait MEéOH
d’Anvillea radiata égale a 150 pg/ml contre S. aureus et P. aeruginosa, mais une résistance
absolue est constatée pour E. coli. De méme, Telli (2017) a trouvé que I’extrait de I’hexane a une

CMI égale a 3.03 pg/ml pour E. coli.

Les différences constatées pour les valeurs de CMI sont en relation étroite avec la zone
géographique de la récolte de la plante, le type d’extrait et les conditions de séchage et stockage

ainsi que d’extraction.

En réalité, la méthode utilisée pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne influe aussi
sur les résultats. Cimanga et al. (2002) ont constaté que la méthode de diffusion en milieu gélosé
permet de suggérer que la taille de la zone d'inhibition ne reflete pas la réelle efficacité
antibactérienne d'un composé (Telli, 2017). L’un des raisons, c’est que la quantité de produit
déposé sur les disques est plus faible que dans la méthode de dilution, ou il y a un contact direct

avec les souches differemment que la premiére méthode.

Les résultats obtenus nous ont permis également de mettre en évidence les propriétés
antibactériennes des extraits d’A. radiata, qui révélent la présence de principes actifs
antibactériens dans la partie aérienne ce qui justifie certains usages ethnopharmcologiques,

surtout pour les troubles gastro-entérites, les maladies infectieuses et pulmonaires induits par ces
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souches. Mais, il serait par conséquent intéressent d’entreprendre des études de toxicité des
extraits purifiés de cette plante afin de déterminer les doses thérapeutiques et les doses létales car
les remeédes traditionnels souffrent beaucoup du probléme de dosage (Qadah, 2013 ; Beddou,
2015).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Dans ce contexte, on s’est intéressé a 1’étude phytochimique et
biologique (anti-oxydante et antibactérienne) des différents extraits a polarité différentes de la
partie aérienne d’Anvillea radiata, plante largement utilisée dans la médecine traditionnelle,

récoltée dans la région d’El-Guerrara-Ghardaia.

Pour ce faire, un criblage préliminaire des différentes familles de métabolites secondaires
a été effectué. Les résultats ont révélé que cette plante possede un éventail de substances
potentiellement bioactives susceptibles d’étre exploités a plusieurs échelles (pharmaceutique,
alimentaire, cosmétique. etc), a savoir : les composés phénoliques (tanins, les flavonoides libres
(flavones), les catéchols, coumarines et les quinones libres), azotiques (alcaloides) et terpéniques
(stéroides et saponosides) avec des intensités variables.

Les analyses quantitatives des composés phénoliques testés montrent que 1 extrait
méthanolique accuse les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et en flavonoides avec
des valeurs en respectives de 39,11+9,52 mg EAG/g et 17,60+1,78 mg ER/g de matiere végétale
séche. Par ailleurs, on a révélé que 1’extrait d’acétate éthyle est le meilleur extracteur des acides
phénols (283,87+30,54 ug EAC/g), tandis que le butanol possede la capacité la plus importante a
extraire les tanins condensés (4,63+5,85 mg EC/g).

L’évaluation de I’activité anti-oxydante a indiqué que tous les extraits exercent un effet
considérable. La meilleure inhibition de radical cation ABTSe+ a été enregistrée par 1’extrait
méthanolique avec Cl so égale & 0,178+0,04 mg/ml qui est inférieure a celle de 1’antioxydant
standard (Trolox). La capacité réductrice du fer la plus importante est obtenue avec les extraits
d’AE, de DCM et de BuOH. Les valeurs de Cl so de ces extraits sont inférieures a celle de
Trolox, allant de 0,251+0,02 mg/ml a 0,461+0,01 mg/ml.

L’étude de I’activité antibactérienne nous a montré également que tous nos extraits ont
des effets remarquables vis-a-vis les trois souches testées. L’extrait dichlorométhnique a révélé
la bonne activité par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. La méthode de microdilution
permet de montrer que ’extrait butanolique a la forte activité vis-a-vis de S. aureus et E. coli

avec des CMI inférieures a 7,03 pg/ml.

A la lumiére de ces résultats, on remarque que 1’utilisation traditionnelle de cette plante

pour le traitement de certains maladies inflammatoires et infectieuses parfaitement justifiable
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comme I’ont révélé les tests biologiques, qui trouvent une importante application dans 1’industrie

pharmaceutique comme elle peut trouver aussi dans I’industrie alimentaire.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche
de sources naturelles des substances biologiquement actives. Des études approfondies sont

nécessaire afin d’isoler et d’identifier les molécules responsables a ces deux activités.
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Annexe 01 : Réactions de caractérisation (screening phytochimique), avec quelques

modifications de protocole :

Identification des tanins : La présence des tanins est mise en évidence par 1’addition a 2 ml de

I’extrait de la plante 2 a 3 gouttes de solution de FeCls diluée a 1%. Le mélange est incubé
pendant 15 min a 50°C. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire ou

bleue-verte (Trease et Evans, 1987).

*La différenciation des tanins (cathéchiques et galliques) est obtenue grace au réactif de Stiasny
(10 ml de formol (35%) + 5ml d’acide chlorhydrique R) : Sur 30 ml d’extrait aqueux, on ajoute
15ml de réactif de Stiasny, ensuite la solution est chauffée a reflux au bain marie pendant 15 a 30
minutes. L’apparition d’un précipit¢é de couleur rose claire montre la présence des tanins

catéchiques (Mibindzou Mouellet, 2004).

Identification des flavonoides :

Les anthocyanes: A 2 ml d’extrait, on ajoute 2 ml d’HCI (2N) puis 2ml d’hydroxyde

d’ammonium (NH4OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue violacée en milieu
basique témoigne de la présence d’anthocyanes (Mibindzou Mouellet, 2004).

Réaction & la Cyanidine : A 5ml d’extrait aqueux, on ajoute 5 ml d’éthanol chlorhydrique

(éthanol & 95°, eau distillée et acide chlorhydrique R en volumes égales de 5 ml). Ensuite,
quelques copeaux de magnésium sont ajoutés ainsi qu’un ml d’alcool isoamylique. L’apparition
d’une coloration sur la couche surnageant d’alcool isoamylique indique la présence des
flavonoides libres (génine) :

e Une coloration rose-orangeée indique la présence des flavones.

e Une coloration rose-violacée indique la présence des flavanones.

e Une coloration rouge indique la présence des flavonols et des flavanonols.

*On effectue la réaction de la cyanidine sans ajouter des copeaux de magnésium et on chauffe
pendant 10 min au bain-marie. En présence de leucoanthocyanes, il se développe une coloration
rouge cerise ou violacée ; les catéchols donnent une teinte brune-rouge (Mibindzou Mouellet,
2004).

Identification des coumarines : Sont révélées a partir de 2 ml de I’infusé a 5% placé dans un tube

dans lequel sont ajoutés 3 ml de NaOH (10%). Aprés agitation de la solution, 1’apparition d'une

couleur jaune indique la présence de coumarines (Diallo, 2000).
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Identification des quinones libres: 5 ml d’extrait plus quelques gouttes de NaOH a 1%

développent une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet, révele la présence des quinones libres
(Dohou, 2004).

Identification des alcaloides : 5 ml d’acide chlorhydrique a 1% plus 1 ml de chaque extrait, le

mélange est chauffé au bain marie puis on divise chaque extrait en deux volume égaux. Un
volume est traité par 5 gouttes de réactif de Mayer (1,36 g HgCl ; 5 g Kl ; eau distillé g.s.p 100
ml), ’autre par 5 gouttes de réactif de Wagner (2 g KI; 1,27 g d’iode ; eau distillé g.s.p 100 ml).
La formation d’un précipité blanc ou brun indique la présence d’alcaloides (Benzahi, 2001 ;

Chaouch, 2001).

Identification des terpénoides : Deux méthodes ont été utilisées :

v Test de Libermann-Burchard : A 5 ml d’extrait, on ajoute 2 ml d’anhydre acétique et 1 ml
d’acide sulfurique (H2SO4). L’apparition d’une couleur mauve ou violette indique un test
positif.

v" Test de Slakowski : 5 ml d’extrait est ajouté a 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a I’interphase indique la

présence de terpénoides (Khan et al., 2011).

Identification des stéroides : Dans une capsule, on introduit 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de

’extrait, qui sont reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H2SO4 concentré.

L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction positive

(Harborne, 1998)

Saponines : Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de I’indice de mousse
d’une décoction aqueuse a 2%. Apres I’ajustement de filtrat & 100ml, préparer une série de
dilutions (10% a 100%) dans des tubes de 1,3 cm de diamétre interne. Chaque tube est agité
horizontalement pendant 15 secondes puis laissé reposer pendant 20 min. On releve ensuite la
hauteur de la mousse persistante en cm. Si celle-ci est inférieure a 1 cm dans tous les tubes,
I’indice est moins de 100. La dilution dans le tube ou la hauteur de la mousse est égale a 1 cm
représente I’indice recherché. Si elle est proche de 1 cm dans le Xeéme tube, on calcule I’indice
de mousse par la formule suivante

Im = hauteur de mousse dans le Xeme tube x 5 / 0,0x
La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100 (Dohou et
al., 2003).
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9. Composés réducteurs :

a. Leur détection consiste a traiter 1 ml de 1’extrait avec 2 ml d’eau distillé et 2 ml de la
liqueur de Fehling puis les tubes sont chauffés au bain marie & 40°c. Un test positif est révéle
par la formation d’un précipité rouge-brique.

b. Une évaporation a sec de 5 ml du décocté aqueux a 10% au bain-marie bouillant. L’obtention
d’un précipité rouge-brique aprés addition au résidu de 1 ml de réactif de Fehling indique la

présence des composés réducteurs (Trease et Evans, 1987).

Annexe 2 : Indice de mousse de saponines

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Décocté 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Q.s.p 10ml 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

H (cm) de 04 07 038 08 14 07 0.9 24 1.8 2.3
premier essai

Indice de 200 175 1 133.33 100 140 ' 58.33 64.29 150 100 115
mousse 1

H(cm) de 03 02 03 05 03 06 1.2 06 06 0.4
deuxiéme

essai

Indice de 150 |50 50 625 30 |50 58.71  37.5 | 33.33 20

mousse 2

H : Hauteur de mousse

Annexe 3 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

1,8 y =0,0019x
1,6 R?=0,999

Absorbance

0 200 400 600 800 1000
Concentration d'acide gallique (pg/ml)



Annexe 4 : Courbe d’étalonnage de la rutine

0.12 y = 0,0002x
0,1 R = 0,9062

8 0,08

8

5 0,06

< 0,04
0,02

0 100 200 300 400 500
concentration du rutine (pg/ml)

Annexe 5 : Courbe d’étalonnage de 1'acide caféique.

0,35 y = 0,0014x
0.3 R? = 0,9949
0,25
0,2
0,15
0,1 <
0,05
0

Absorbance

0 50 100 150 200
Concentration d'acide caféique (pg/ml)

Annexe 6 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.

0,16 y = 0,0001x
0,14 R>=0,9616 ¢
0,12
0,1
£ 0,08
30,06 ®
0,04
0,02 e

0
0 200 400 600 800 1000

Concentration de catéchine (pg/ml)

ance

Absor

600

250

1200
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Annexe 7 : Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test ABTS.

0,8 y =-0,0008x + 0,6777
R?=0,9911

0,7 &
0,6
[«B}
S 05
8
é 0,4
-2 0,3
0,2
0,1

0
0 100 200 300 400 500 600

Concentration de Trolox (uM)

Annexe 8 : Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test FRAP.

14 y = 0,0015x
12 R2=0,996 _

1

8

g 08

£

206

<

0 200 400 600 800 1000
Concentration de Trolox (uM)

Annexe 9 : Résultats de variabilité de teneur en polyphénol totaux (mg/g).

F (Valeur observée) F (Valeur critique) DDL1 DDL2 P-value alpha

9,3682511 4,06618056 3 8 0,00537936 0,05

Annexe 10 : Résultats de variabilité de teneur en flavonoide (mg/g).

F (Valeur observee) F (Valeur critique) DDL1 DDL2 P-value alpha

4,39384641 4,06618056 3 8 0,04179301 0,05
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Annexe 11 : Résultats de variabilité de teneur en acide phénol (ug/g)

F (Valeur observeée) F (Valeur critique) DDL1 DDL2 P-value alpha

3,13262652 4,06618056 3 8 0,08732773 0,05

Annexe 12 : Résultats de variabilité de teneur en tanins condensés (mg/g).

F (Valeur observée) F (Valeur critique) DDL1 DDL2 P-value alpha

4,46612466 4,06618056 3 8 0,04021358 0,05

Annexe 13 : Résultats de test de variance de potentiel antioxydant ABTS (UM).

F (Valeur observée) F (Valeur critique) DDL1 DDL2 P-value alpha

6,9679186 4,06618056 3 8 0,01273842 0,05

Annexe 14 : Résultats de test de variance de potentiel antioxydant FRAP (uUM).

F (Valeur observée)  F (Valeur critique) DDL1 DDL2 P-value alpha

3,5731796 4,06618056 3 8 0,06650372 0,05

Annexe 15 : Matrice de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et les valeurs de
Cl 5o de test anti-oxydant (ABTS et FRAP) de I’extrait MEOH.

Variables PPT FLV Ac Ph TC ABTS FRAP
PPT 1

FLV 0,974 1

Ac Ph 0,828 0,680 1

TC 0,571 0,742 0,013 1

ABTS -0,900 -0,778 -0,990 -0,156 1

FRAP 0,107 -0,121 0,645 -0,756 -0,529 1

Vi
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Annexe 16 : Matrice de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et les valeurs de
Cl 5o de test anti-oxydant (ABTS et FRAP) de I’extrait BuOH.

Variables PPT FLV Ac Ph TC ABTS FRAP
PPT 1

FLV 0,996 1

Ac Ph 0,708 0,766 1

TC 0,115 0,028 -0,621 1

ABTS -0,445 -0,365 0,318 -0,941 1

FRAP -0,190 -0,104 0,559 -0,997 0,964 1

Annexe 17 : Matrice de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et les valeurs de
Cl 5o de test anti-oxydant (ABTS et FRAP) de I’extrait AE.

Variables PPT FLV Ac Ph TC ABTS FRAP
PPT 1

FLV 0,977 1

Ac Ph -0,756 -0,598 1

TC 0,492 0,667 0,198 1

ABTS -0,440 0,770 0,920 0,566 1

FRAP 0,099 -0,117 -0,726 -0,818 -0,937 1

Annexe 18 : Matrice de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et les valeurs de
Cl 50 de test antioxydant (ABTS et FRAP) de I’extrait DCM.

Variables PPT FLV Ac Ph TC ABTS FRAP
PPT 1

FLV 0,141 1

Ac Ph 0,370 -0,867 1

TC 0,978 -0,066 0,554 1

ABTS -0,523 0,770 -0,986 -0,687 1

FRAP 0,151 1,000 -0,862 -0,056 0,764 1

Vil
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Annexe 19 : L'inactivité de MéOH (témoin négatif) sur les trois souches testées (22 : E. coli, 23 :

S. aureus et 27 : P. aeruginosa).

Annexe 20 : Zones d'inhibition des différents extraits d’A. radiata (1 : MéOH, 2 : BUOH, 3: AE
et4: DCM).

VI



