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Introduction

Depuis des milliers d’années, I’humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans
son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Athamena, 2009). En
effet, toutes les cultures et les civilisations, de 1’ Antiquité a nos jours, dépendent entierement
ou partiellement de la phytothérapie en raison de son efficacité, de la disponibilité des plantes
et de leur faible toxicité (Akharaiyi et Boboye, 2010). Selon I’organisation mondiale de la
santé, dans certains pays en voie de développement d’Asie, d’Afrique et d’Amérique latine,
80% de la population dépend de la médecine traditionnelle surtout en milieu rural (OMS,
2008). Cette situation peut s’expliquer par la pauvreté des populations, leurs habitudes
socioculturelles, I’enclavement des zones rurales, 1’absence des infrastructures sanitaires, le
colt eleve des préparations pharmaceutiques et les faibles revenus (Dibong et al., 2011).

Plusieurs plantes peuvent guérir de nombreux maux quotidiens qui vont des simples
troubles digestifs jusqu’au traitement des maladies chroniques comme le cancer, I'ulcere, le
diabete et les calculs rénaux (Anonyme, 2001 ; Beloued, 2001 ; Diallo et al., 2004 ;
Passalacqua et al., 2006 ; Dellil, 2007 ; Squali et al., 2007 ; Rammal et al., 2009). Une des
originalités majeures des vegétaux reside dans leur capacité a produire des substances
naturelles tres diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques (glucides,
protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréqguemment des métabolites dits
secondaires qui représentent une source importante de molécules utilisables par I’Homme
dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire (Jeaun et al.,
2005).

De nos jours, nous sommes de plus en plus confrontés a la résurgence de nouvelles
maladies telles que les maladies liées au stress oxydant et a I’émergence de bactéries multi-
résistantes. En effet, le stress oxydant est le facteur potentialisant I’apparition des maladies
plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d’alzheimer, les rhumatismes, les maladies
cardiovasculaires et les cancers (Henriksen et al., 2011; Sosa et al., 2013; Schumacker, 2015;
Huang et al.,, 2016; Wojsiat et al., 2018). En outre, I'utilisation mal adaptée et la
surconsommation des antibiotiques qui exercent de fortes pressions de sélection sur les
populations microbiennes, que ce soit en santé humaine, animale ou en agriculture, ont
favorisé I’émergence de bactéries qui ont développé des résistances a parfois quasiment tous
les antibiotiques (Da Re et Ploy, 2012). Face a ces probléemes, beaucoup d’études ont été
réalisées pour développer des molécules alternatives efficaces contre ces maladies
(Elisabetsky et Gly, 1987 ; Diallo et al., 2004 ; Somboro et al.,2013 ; Bouyahya et al., 2017).
En effet, les plantes médicinales et aromatiques constituent une source inestimable de

molécules bioactives ; les médicaments formulés a base de plantes étant considéres comme

-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henriksen%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21163347
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535610815000227#!

Introduction

peu toxiques et doux par rapport aux médicaments pharmaceutiques (Dibong et al., 2011). Les
plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et a I’¢laboration des
médicaments ; environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées a partir des plantes
(Chaabi, 2008).

Le recours a la médecine a base de plantes est profondément ancré dans notre culture,
car 1I’Algérie est réputée par la richesse de sa flore médicinale qui comprend des centaines
d’espeéces végétales. De plus, notre pays posséde dans ce domaine un savoir-faire de longue
date, hérité par nos ancétres. En Kabylie, des connaissances traditionnelles relatives aux
plantes et a leurs propriétés sont encore assez répandues ; certaines espéces sont reconnues
par la population comme étant bénéfiques pour la santé ou au contraire toxiques (Ait Youcef,
2006).

L’objectif de ce travail a été d’évaluer I’activité antioxydante et antimicrobienne des
extraits éthanoliques, méthanoliques et a ’acétate d’éthyle, de la partie aérienne de la plante
Helminthotheca echioides L. (Nom commun: picride fausse-vipérine). Cette espece,
appartient a la famille des Astéracées, une plante tres répandue dans la région de Kabylie. Les
feuilles et les tiges sont consommées apres cuisson dans la région méditerranéenne (Boari et
al., 2013) et crues dans la région de Kabylie. Cette plante est également utilisée dans cette
région comme cicatrisants des plaies et comme remedes contre les ulcéres d’estomac et les
reflux gastro-cesophagiens, ainsi que pour nourrir le bétail notamment en période de lactation.

Ce travail est scindé en deux parties. La premiere partie est consacrée a une synthese
bibliographique qui regroupe des généralités sur les Astéracées, sur la plante étudiée
(Helminthotheca echioides), sur les métabolites secondaires des plantes et le stress oxydant.
La seconde partie est expérimental ; elle consiste en un premier chapitre qui présente la
méthodologie utilisée pour I’évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes de la
plante étudiée, et un second chapitre qui présente et discute 1’ensemble des résultats obtenus

au cours de cette étude pour en dégager des conclusions et des perspectives.
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1. Famille des Astéracées
1.1 Etymologie et caractéristiques

Le nom « Astéracées » désigne en latin et en grec diverses plantes dont les fleurs sont en
forme d’étoile (Harkati, 2011 et Mezache, 2010). Les Astéracées (Asteraceae) sont une
grande famille de plantes dicotylédones, appelées aussi Composees (Compositae) ouplus
rarement des Composacées. En effet, ce que I'on prend a premiére vue pour des « fleurs »
chez ces plantes est en réalité composé de fleurs minuscules, réunies en inflorescences
appelées capitules (Bermer et al., 1994).

La famille des Astéracées est une importante famille qui comprend prées de 23000 espéces
(Barreda et al., 2015) réparties en 1500 genres dont 750 sont endémiques (Harkati et al.,
2011). Bien que tous les types biologiques se retrouvent chez les composeées : arbres, lianes,
arbustes, plantes succulentes, épiphytes, plantes aquatiques etc., la plupart des espéces sont

surtout des plantes herbacées vivaces ou annuelles (Bremer et al., 1994).

1.2 Classification Systématique

Regne : Plantae

Sous-regne :Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement : Phanerogamae (Phanérogames)
Sous-embranchement : Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotyledones)

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Asterales

vV V V V V V V V

Famille: Asteraceae (Compositae)

1.3 Caracteres écologiques

Les plantes de la famille des Astéracées sont généralement présentes dans les régions
tropicales, subtropicales et semi-arides, a la toundra alpine et arctique et aux régions
tempérées. Elle est trés cosmopolite et elle s’adapte a tous les écosystémes ; elle se retrouve a
travers le monde entier a I’exception de I’antarctique.

L’habitat naturel de cette famille sont les pelouses rocailleuses, les vires rocheuses et plus
rarement les prairies de fauche. Elle est inégalement répartie et elle préféere les massifs

calcaires de haute altitude (Bermer., 1994).

-
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1.4 Description botanique

Les Astéracées ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies en capitules
c’est-a- dire serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules placées sur I’extrémité d’un
rameau ou d’une tige ou entourées d’une structure formée par des bractées florales. Cette
structure en forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre. La fleur des Astéracées
est trés particuliére, les étamines sont soudées par leurs anthéres déhiscentes vers l'intérieur.
Sous les stigmates sont situées des "brosses a pollen”. Ceci est adapté & un mode de
pollinisation a piston. La croissance rapide du stylet permet un brossage du pollen et sa
récupération. Une fois que le stigmate a traversé le tube formé par les antheres, les stigmates
se déplient et exposent leur face gluante au pollen. Il faut considérer qu'a ce moment-Ia, du
nectar est sécrété.

L’inflorescence est ordinairement un compact de fleurs sessiles tubulées et/ou ligulées
sous-tendus par un involucre de bractées disposées sur un ou plusieurs rangs (Figure 01). Les
bractées peuvent étre herbacées, scarieuses ou épineuses. Sur le réceptacle, les bractéoles, si
elles sont présentes, peuvent prendre la forme d’écailles, de soies ou de paillettes. Le capitule
est entouré a la base généralement par 1 a 6 séries de bractées dont I'ensemble forme
I'involucre.

Les fruits sont des achaines et contenant chacun une seule graine. L’ornementation
joue un role important dans la reconnaissance des genres et espéces. Les caracteres du fruit

sont généralement identiques pour les diverses especes du méme genre (Bernard, 1988).

Fleurs
tubuleuses

Y 4

Leucanthemum vuigare Carauus nutans plaiyiepis
Taraxacum officina

Figure 01: Types de fleurs des Astéracées (Boutaghane, 2013)
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1.5 Utilisations et intéréts économiques des Astéracées

La famille des Astéracées est anciennement connue pour ses propriétés médicinales et
pharmacologiques. Les plantes de cette famille sont utilisées comme reméde en médecine
traditionnelle. De nombreuses espéces figurent également dans les pharmacopées ; elles sont
utilisées pour leur activités antimicrobiennes (Lacaille-Dubois et al., 2000), antifongiques
(Kaipnazarov et al., 2004), antiinflammatoires (Hostettmann et al., 1995 ; Dey et al., 1991),
anti-ulcéreuses (Manitto, 1981), antibiotiques (Voutquenne, 1997), antivirales (Voutquenne et
al., 1998) et antitumorales (Voutquenne et al., 2002). La famille des Astéracées est d’ailleurs
réputée pour sa grande richesse en composés naturels ; elle est source de polyphénols, de
flavonoides, de coumarines, de terpénes, d’alcaloides, de lactones, de tanins et d’huiles
essentielles, qui possédent souvent des activités biologigues intéressantes.

Cette vaste famille est économiquement importante, elle fournit des plantes
alimentaires telles que la laitue qui est la plante la plus cultivée de la famille, suivie de
l'artichaut, de I'endive, du salsifis, de la chicorée, de I'estragon et du tournesol. Plusieurs
especes sont utilisées en pharmacologie comme 1I’Arnica (Arnica montana L.), la camomille
(Matricaria chamomilla L et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antenaria djioca), le
tussilage (Tussilago farfara L.). Certains comme le genre Pyrethrum fournissent un
insecticide, d'autres comme Artemisia sont utilisés comme plantes médicinales et dans la

fabrication de liqueurs comme I'absinthe ou le génépi (Gaussen, 1982).

2. Déscription de la plante :Helminthotheca echioides
2.1 Classification systématique
Helminthotheca echioides, appelée communément, Picride fausse vipérine, est
une espece de plante herbacée de la famille des Astéracées. Elle est classée selon (Holub,
1973) comme sulit :
» Domaine : eukaryota
Royaume : plantae
Embranchement : spermatophyta
Sous embranchement : Aangiospermae
Classe :dicotyledonae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae

Genre : Picris

YV V.V V V V V V

Especes : Helminthotheca echioides

-


https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_herbac%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae

Chapitre | Synthese bibliographique

2.2 Description botanique

Helminthotheca echioides appelée également "Picris echioides”, est une plante herbacée
annuelle ou bisannuelle, pouvant atteindre 130 cm de hauteur, avec une tige épaisse et
sillonnée et des branches étalées. Les branches et la tige sont toutes couvertes d'épais poils
durs. Les feuilles mesurent 3,5 a 35 cm de long et 1 a 10 cm de large et présentent des marges
ondulées ou dentées. Les feuilles de la tige supérieure sont ovales a lancéolées. Toutes les
feuilles sont couvertes de poils durs (Figure 02a).

Les inflorescences ont une largeur de 2 a 3,5 cm et sont sous-tendues par 3 a 5 grandes
bractées internes étroites ou externes écartés du capitule et larges (Figure 02b). Elle a une
racine pivotante mais parfois aussi un systéme racinaire ramifié ; elle fleurit de Mai a
Novembre généralement (Holzapfel, 1994). Elle a des fleurs jaunes et des akénes jaunes
rougeatres, légérement ridés transversalement terminés par un poil aussi long que 1’akéne

(Figure 02c) (Tela Botanica, 2006).

b) c)

Figure 02: Aspect morphologique d’Helminthotheca echioides L -
a) Feuilles ; b) Feurs ; ¢) Plante
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2.3 Distribution géographique et caractére écologique

Il 'y a quelques divergences dans le placement de la distribution originale de H.
echioides avec certaines sources. Certaines suggerent qu’elle était originaire de la seule région
méditerranéenne occidentale, d’autres élargissent son aire de réparation naturelle a des pays
aussi éloignés que la Russie et I’Ukraine en Europe et en Asie centrale (Greuter, 2006 ; Usda-
Ars, 2016). H. echioides est considérée comme introduite, établie en Australie, en Afrique du
Sud, au Canada, aux Etats-Unis, en Argentine, au Chili et dans d’autres pays européens
(Holzapfel, 1994 ; Grace, 2006 ; Sirbu et Oprea, 2013 ; Daisie, 2015 ; Usda-ars, 2016).

Helminthotheca echioides est souvent associée a des habitats agricoles. On la retrouve
dans les champs et les jardins. Elle fréquente les milieux habités par ’homme, les vergers et
les bords de routes ; autant d'endroit ou elle trouvera une terre riche, bien exposée, tassée par
le passage des pieds. H. echioides peut pousser dans une grande variété de types de sols mais
elle préfere les sols secs plutdt riches en azote et calcaire. Elle est capable de survivre a des
climats secs et semble pousser a partir de pousses basales apres des périodes séches. Elle ne
pousse pas bien a I’ombre (Vibrans, 2015). H. echioides survit biens dans des conditions
difficiles, telles que la sécheresse. Il a été rapporté que cette espece pouvait pousser sur un sol

argileux, a pH basique et riche en nutriments (Figure 03) (Holzapfel, 1993).

carctenstiques chimatigques
- aombre lumiere
( Lumigre :ﬁ i 5
SeC humide
(H umidite Atmosphériquse _:] E -. £ I E E : z
firoid chaud
[: Temperature ) | .. H :

mann continental

( Continentalite j g g g .

caracteristigques du so

acide basiqus
: "

( Reéaction (pH)

D

C Humidits D) — = I : ! :
D
D

argils rochesrs
( Texture 1 [ ] t + f + i
EELIUE richs
( Mutriments } . +
non-tolsramt trés tolerant
C Salinité D@ I . . : :
pauvre riche

(_ Matigre O rganique j. | } I } } !

- walence eptimale du taxen

zone aptimale du taxen calculéese a3 partir des sptimums pour les taxens inférirurs

Figure 03: Ensemble des caracteres écologiques de la Picride, fausse vipérine (Holzapfel, 1993).
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2.4 Propriétés biologiques et utilisation traditionnelle

Beaucoup de propriétés médicinales ont été attribuées a cette plante, telles que
I’activité antimicrobienne et antioxydante ainsi que la cicatrisation. De plus, comme la plante
contient des tannins, elle a la propriété de resserrer les tissus, les capillaires, et les orifices, et
elle tend a diminuer les secrétions des glandes et des muqueuses. On 1’utilise dans le
traitement des diarrhées, des hémorragies, des angines etc. Elle présente également des
propriétés dépuratives ; elle purifie le sang et débarrasse 1’organisme des principes toxiques
nuisibles a la santé en les éliminant par la peau (sudorifiques), les reins (diurétiques) ou
I’intestin (purgatifs ou laxatifs) (Leclerc, 1962).

En médecine traditionnelle, cette plante est surtout utilisée pour ses propriétés
vulnéraires ; en applications externes, elle contribue a la guérison des plaies, des blessures et
des contusions. Dans la région de Kabylie, H. echioides, appelée Hlafa, est trés répandue. Elle
est considérée par la population locale comme un excellent cicatrisant des plaies et comme
reméde contre les ulcéres d’estomac et les reflux gastro-cesophagiens. En outre, il a été
également rapportéque, dans cette méme région, cette plante était consommée crue et servait
de nourriture aux bétails, particulierement durant les périodes de lactation, en raison de sa
grande valeur nutritive. En méditerranee, les jeunes feuilles au centre de la rosette ainsi que
les tiges, se mangent crues dans des salades composées, bouillies en soupe ou revenues a la
poéle. En Corse, les feuilles de cette plante sont utilisées dans la préparation des tartes salés
(Boari et al., 2013).

-
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1. Métabolites

Les métabolites sont les produits intermédiaires du métabolisme. Le terme métabolite est
géneralement, par définition, limité a de petites molécules, ayant diverses fonctions, y
compris 1'énergie, la structure, la signalisation, la stimulation ou 1’inhibition des enzymes. Il

existe deux grandes classes de métabolites (Hartmann, 2007).

1.1 Métabolites primaires
Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I'organisme d'une plante pour y assurer sa survie. lls sont classés en quatre grandes

catégories: les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques.

1.2 Métabolites secondaires

Ils Décrivent une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes, qui sont
responsables des fonctions périphériques, indirectement essentielles a la vie, telles que la
communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles catalytiques (Guillaume,
2008). Ces produits, a structure chimique souvent complexe sont tres dispersés et tres
différents selon les espéces. Ils pourraient jouer un role dans la défense contre les herbivores,
et dans les relations entre les plantes et leur environnement.

Les métabolites secondaires sont bio-synthétisés a partir de métabolites primaires et
jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant
ainsi a la survie de ’organisme dans son écosystéme. Ils ont essentiellement pour role
d’accroitre la compétitivité de 1’organisme qui les biosynthétise en Iui conférant
un avantage sur d’autres organismes (Coffi et al., 2012). Les métabolites secondaires ont donc
des fonctions biologiques qui peuvent s’avérer essentielles (Scharf et al., 2014) :

- Les pigments isoprénoides et les parfums (isoprénoides volatils) des plantes attirent les

insectes pollinisateurs (essentiels pour la reproduction) ;

- Moyens de défense contre des agressions d’origines biotiques et abiotiques ;

- Communication entre plantes, micro-organismes ou animaux (hormones, phéromones etc).
Les plus grands groupes de métabolites secondaires sont les alcaloides, les terpenoides, les

stéroides et les composés phénoliques. lls représentent une immense valeur économique, en

particulier pour I’industrie pharmaceutique et cosmétique (Crozier et al., 2006).
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1.2.1 Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques sont des métabolites secondaires d'un
poids moléculaire élevé, largement distribués dans le régne végétal. Ce sont des molécules
aromatiques constituées d’un groupement phényle (C6) et d’un hydroxyle (-OH). Ils sont
caractérisés, comme le nom I’indique, par la présence de plusieurs groupements phénoliques
associes en structures plus ou moins complexes. On peut nommer dans cette famille : les
acides phénoliques, les flavonoides et les tanins, La plupart de ces composés phénoliques
dérivent d’acides aminés aromatiques, la tyrosine et la phénylalanine.

Ils forment une grande classe de produits chimiques retrouvés dans les plantes au
niveau des tissus superficiels ; ce sont des composes photochimiques polyhydroxylés. Comme
ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve chez les plantes, elles ont
un réle principal dans la vie de la plante. Elles sont impliquées dans la défense contre les
pathogenes, principalement les moisissures et les bactéries phytopathogenes et la protection
contre les rayonnements UV, sachant que tous les composés phénoliques absorbent les

rayonnements solaires (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

1.2.1.1 Classification

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes d’aprés leur
biosynthése (Hennebelle et al., 2004) :

- Les composés phénoliques : les acides phénoliques, les coumarines, les stilbénes, les
flavonoides, les tanins, la lignine.

- Les terpénes : les substances volatiles des plantes, les glycosides, les caroténoides, les
stérols.

- Les composeés azotés : les alcaloides, les glucosinolates.

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possédent une

tres large gamme d'activités en biologie humaine (Haven et al., 2000 ; Krief, 2003).

O ]

OH OH
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Figure 04: Structure de base des acides benzoique et cinnamique (Bruneton, 2009).
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a) Acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un
noyau benzenique et au moins d'un groupe hydroxyle. Elles peuvent étre estérifiées,
éthérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides. Ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires ; leur biosynthése dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique
(Figure 04) (Wichtl et Anton, 2009).

Les phénols possédent des activités antiinflammatoires, antiseptiques et analgésiques
(médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique) (Iserin et al., 2001). Les acides
phénoliques sont des composés qui ont des propriétés antioxydantes ; ils peuvent contribuer a
prévenir l'apparition de plusieurs maladies (cancers, maladies cardiovasculaires et maladies

liees au vieillissement) en neutralisant les radicaux libres de I'organisme.

e Activité antimicrobienne des acides phénoliques

Les plantes médicinales contenant des acides phénoliques se sont avérées efficaces contre
les bactéries (Samy et Gopalakrishnakone, 2008). Les acides phénoliques (acide cinnamique,
acide coumarique, acide caféique et ferullique) ont montré une bonne activité contre les
bactéries a Gram positif et seulement une faible activité contre les bactéries a Gram négatif
(Escherichia coli, Salmonella enterica) a forte concentration (Rodrigeuz-Vaquero et al.,
2007). Ces variations de sensibilité vis-a-vis des composés phénoliques purs peuvent refléter
les différences au niveau structural de la surface des cellules entre les bactéries Gram positif
et Gram négatif (Puupponen-Pimia et al., 2005). Les composés phénoliques purs et les
différentes concentrations de trois variétés de vin ont été évalués pour leur effet sur la
croissance de Listeria monocytogenes. L’acide caféique dérivé de 1’acide hydroxycinnamique,
était le plus puissant inhibiteur de sa croissance (Puupponen-Pimia et al., 2005) ; Rodrigeuz-
Vaquero et al., 2007). Dans une étude menée par (Chanwitheesek et al., 2007), I’activité
antimicrobienne de I’extrait éthanolique de Caesalpinia mimosoides est attribuée a la présence
d’une substance antimicrobienne active, 1’acide gallique, qui a montré une activité contre
Salmonella typhi et Staphylococcus aureus avec des valeurs de CMI de 2,5 et 1,25 mg/ml,
respectivement. L’hydrophobicité partiel de I’acide gallique lui permet d’agir efficacement ;
en effet, il a perméabilisé la souche de Salmonella par déstabilisation de sa membrane
externe, en chélatant les cations bivalents (Puupponen-Pimii et al., 2005). 1l a ét¢ démontré
que la position et le nombre de groupements OH des acides phénoliques sont déterminants

pour leur activité antimicrobienne et proportionnelle a leur toxicité. De plus, les phénols
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hautement oxydés, tels que les acides cinnamique et caféique, sont les plus toxiques (Cowan,
1999). L’acide gallique et I’acide protocatéchique ont trois et deuxgroupements hydroxyles
dans leurs structures, respectivement, alors que I’acide vanillique a un seul groupement
hydroxyle, et un groupement méthoxy. Le faible effet inhibiteur de I’acide vanillique
comparativement au acides gallique et protocatéchique pourrait étre di a cette substitution

(Rodrigeuz-Vaquero et al., 2007).

b) Flavonoides

Les flavonoides sont les principaux métabolites secondaires végétaux (Ralston et al.,
2005). lls ont une structure de C6-C3-C6 a poids moléculaire faible ; ils peuvent étre
considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a cété des chlorophylles et
caroténoides (Wichtl et Anton, 2009). Les flavonoides ont des sous-groupes contenant deux ou
plusieurs cycles aromatiques, chacun portant un ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques

et reliées par un pont carboné (Tableau I) (Heller et Forkmann, 1993).
Les flavonoides sont généralement des composes microbiens (Wichtl et Anton, 2009).
IIs peuvent étre exploités de plusieurs manieres dans l'industrie cosmétique, alimentaire (jus
de citron) et pharmaceutique (les fleurs de trefle rouge traitent les rhumes et la grippe en
réduisant les sécrétions nasales). Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-

inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001).
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Tableau I: Les principales familles de flavonoides (Nijveldt et al., 2001 ; Malesev et al., 2007
; Massimo et al., 2010).

Familles Structures Sources de nourriture
Les oignons, les
Flavones O © i O pommes, le brocoli, les
I baies et le persil
Flavanones ’ ~° j©5 Les agrumes
= I
le thé vert et noir, le

Flavonols vin rouge, oignons et

tomate

Anthocyanidines

les fraises, les baies, les

raisins, le vin et le thé

Flavone-3-ol=

Flavanol ou catéchines

R7
"=
Rs
[ ”
OH

Chocolat, abricot

e Activité antioxydante des flavonoides
Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques qui sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composeés naturels. Ils réagissent avec
la plupart des espéces réactives oxygénées (Fuhrman et al., 1995).
L’action antioxydante de ces composés ne s’exerce pas seulement par 1’inhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par
la chélation d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives de

I’oxygene (Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001).

e Activité antimicrobienne des flavonoides
Les flavonoides sont considérés comme étant de trés bons agents antimicrobiens grace a
leur structure caractérisée par la présence de groupe phénolique, et d’autres fonctions

chimiques (Harborne et Williams, 2000). D’autre part, plusieurs études ont montré 1’effet
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bactéricide de différentes flavanones sur un Staphylococcus aureus (Ulanowska et al., 2007).
Le mécanisme d’action des polyphénols est sans doute trés complexe, parmi les hypothéses
avancées (Mila et Scalbert, 1994):
- L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes.,
- La séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de
métaux tels que le fer.,

- L’inhibition du métabolisme microbien.

¢) Anthocyanines

Les anthocyanines sont des composés phénoliques d'origine naturelle responsable de la
couleur de nombreuses fleurs, fruits et baies. Ils sont glycosylés, polyhydroxylés (Figure 05)
et ont une large distribution dans le régne végétal (Longo et al., 2005 ; Currie et al., 2006 ;
Qin et al., 2010). L'intérét pour ce type de pigment a augmenté essentiellement en raison de
leur possible utilisation comme colorant naturel. A cause de leur hydrosolubilité, les
anthocyanes sont le plus grand groupe de pigments solubles dans I'eau. Ils peuvent avoir des
effets bénéfiques pour la santé comme agents anti-inflammatoires (Longo et al., 2005) et
agent antioxydant (Ghosh et Konishi, 2005).

=1
H
HO
Re
Oglucose

Figure 05: Structure chimique d’anthocyane (Sava et al., 2006).

d) Stilbénes
Les stilbénes sont des composes a petits poids moléculaire (environ 200-300g/mol).
D’origine naturelle, ils sont présents dans un large éventail de sources végétales, de produits
d’aromathérapie et de compléments alimentaires. Les stilbenes agissent comme agents
protecteurs naturels pour défendre la plante contre les attaques virales et microbiennes, et les

expositions aux ultraviolets excessives (Roupe et al., 2006). Parmi les stilbénes les plus
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abondant, le resvératrol (Figure 06), qui est connu essentiellement pour ses diverses propriétés

biologiques, d’ou son utilit¢ pharmaceutique et médicinale (Delmas et al., 2003).

—

Figure 06:Un exemple de stilbénes: le resvératrol (Macheix et al., 2005).

e) Lignines

Ce sont les composants majeurs de la paroi cellulaire. Les lignines (du latin lignum,
bois) sont les polymeres les plus abondants apres la cellulose, forme la paroi végétale (Ralston
et al., 2005). lls forment une structure hétérogene et agissent a la fois sur le maintien de
I’intégrité structurale de la paroi cellulaire, ainsi qu'un échafaudage pour les polysaccharides
(Figure 07). Les polysaccharides augmentent le caractére hydrophobe de la structure de la
lignine, ce qui facilite le transport de l'eau dans les tissus, en empéchant l'absorption d’eau.
Cette structure hydrophobe est cruciale pour I'action capillaire, ce qui permet a I'eau de passer
a travers les capillaires de lignine doublés sans adsorber dans la cellule végétale (Holderness
et al., 2008).
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Figure 07: Structure chimique des lignines (Wertz et al., 2015).

f) Tanins

Les tanins sont des formes phénoliques condensées, ayant un poids moléculaire allant
de 500 a 3000 daltons. Dans la nature, les tanins se trouvent dans de nombreuses familles de
différentes plantes supérieures telles que le chataignier et le bois de chéne (Paolini et al.,
2003). IIs sont solubles dans I’eau (Akiyama et al., 2001). Le terme tanin vient de la source de
tanins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en cuire (Khanbabaee et Ree, 2001). En
outre, ils ont certaines propriétés spéciales telles que 1’aptitude a la précipitation des
alcaloides, de la gélatine et des autres protéines. Selon la nature des assemblages
moléculaires, les tanins sont classés en 2 groupes :
condensés (Reed et al., 1995 ; Sereme et al., 2010).

les tanins hydrolysables et les tanins

» Tanins condensés
Les tanins condensés, également appelés proanthocyanidines, sont des métabolites
secondaires synthétisés par l'intermédiaire de la voie biosynthétique des flavonoides. Ils sont
largement répandus dans 1’alimentation (fruits, vin, thé etc.) et jouent un réle important dans
la défense contre les herbivores (Bogs et al., 2005 ; Holderness et al., 2008). Les tanins
condensés résultent de la polymérisation de molécules élémentaires de flavanes (flavanes ol 3,
flavane ol-4, flavane diol —3,4) (Figure 08). lls sont désignés aussi sous le nom de tanins
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catéchiques. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes de

végétaux, gymnospermes et fougéres compris (Tanner et al., 2003).

OH

OH
HO = “QE
L AL

Figure 08: Structure chimique des tanins condensés (Bruneton, 2009).

» Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des résidus d'acide gallique qui contiennent un noyau de

sucre entouré des groupes phénoliques (Figure 09). Ces résidus peuvent étre modifiés par la

suite par une autre addition de groupements phénoliques et de chaines latérales comprenant un

a n monomeres d’acides galliques. Des liaisons carbones a carbones entre noyaux conduisent

a des molécules plus rigides (Nonaka, 1989). Ills sont nommés tannins hydrolysables parce

que le traitement avec des acides faibles hydrolyse facilement les résidus d'acide gallique et

produit des acides phénoliques avec un hydrate de carbone coré. Cependant, la production de

diverses structures tanniques hydrolysables suggere qu'ils sont employés dans une fonction

specialisée. L’utilisation des tanins hydrolysables est indiquée dans la défense des plantes

contre les toxines et pour éviter la prédation herbivore (Holderness et al., 2008).

COOH

HO OH

OH

Figure 09: Structure chimiques de 1’acide gallique (Bruneton, 2009).
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h) Coumarines

Ce sont des substances naturelles, organiques et aromatiques constituées de neuf
atomes de carbone caractérisées par le noyau 2H-1-benzopyrane-2-one (Figure 10). Les
coumarines sont trés largement distribuées dans le regne végétal ; elles ont la capacité de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et capter les radicaux hydroxyles,
superoxydes et peroxydes (Mpondo et al., 2015).

Les coumarines sont formées dans les feuilles et s’accumulent surtout dans les racines
et les écorces, ainsi que dans les tissus agés ou lésés. Cette substance ainsi que ses dérivés ont
des actions phytobiologiques (Hostettmann, 1992), bactériostatiques et antifongiques (Rufini

et Sampaolo, 1977). Elles ont également un effet anti-cedémateux (Hoult et Paya, 1996).

5 1

8

Figure 10: Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).

1.2.2 Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et
de structure complexe (noyau hétérocyclique) ; elles sont retrouvées dans plusieurs familles
de plantes. La plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et l'alcool et ont un goGt amer et
certains sont fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (Nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Figure 11) (Hopkins, 2003) et comme

anticancéreux (vincristine et la vinblastine) (Iserin et al., 2001).
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Figure 11: Exemple d'alcaloide: la caféine (Osbourn et Lanzotti, 2009).

1.2.3 Terpénoides

Les terpenes forment un groupe de produits naturels largement, représenté et d’un intérét
chimique considérable, tres diversifiés. Ils constituent le principe odoriférant des vegétaux.
Cette odeur est due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de
carbones. Extraites, ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme
parfum (rose, lavande). Ces squelettes peuvent étre arrangés de facon linéaire ou bien former
des anneaux (Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011).
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1. Stress oxydant

Le stress oxydant peut-&tre défini comme un déséquilibre entre les systemes producteurs
d’espéces radicalaires oxydantes et les systémes de défense antioxydants au profit des
premiers. Ceci implique la production d’especes réactives de 1’oxygéne (Arous, 2014). Ce
phénomeéne est associé a une libération massive de radicaux libres (Favier, 2003). Le stress
oxydatif est a ’origine de certaines maladies. Il est souvent initié et propagé par une
surproduction d’O2” et de H2O3, et par leur conversion en de puissants oxydants dangereux
pour les cellules (Favier, 1997). Ce stress peut avoir diverses origines : mauvaise
alimentation, phénomeénes inflammatoires chroniques ou aigus et habitudes de vie inadéquates

(tabagisme, consommation excessive d’alcool etc.) (Pincemail et Defraigne, 2004).

1.1 Mécanisme d’oxydation

L’oxydation est le phénomene qui fait rouiller les métaux, flétrir les légumes et les
fruits, et rancir les graisses (Bénard et al., 1964). La réaction d’oxydation est une réaction de
type radicalaire mettant en jeu des espéces trés réactives (Judde, 2004). Elle est initiée par la
lumiére, la chaleur, ou les traces de métaux lourds (Cu?* et Fe3"). Cette réaction est au départ
trés lente, puis s’accélére de fagon exponentielle avec la formation de peroxyde ; c’est une

réaction en chaine de radicaux libres.

1.2 Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, donc tres réactif et, par conséquent, sa durée de vie est
généralement trés courte, de 1’ordre de 10™*secondes ; ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron (André, 1998 ; Ames, 1998).

L’oxygene (O2) est une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur
leurs orbitaux externes deux électrons non appariés. Il est donc susceptible de capter
facilement 1 puis 2 électrons pour étre partiellement réduit en anion superoxyde (O2), puis en
peroxyde d’hydrogene (H202). 11 est ainsi a 1’origine de la formation d’espéces réactives
oxygénées (ERO) (Sies, 1993 ; De Leiris, 2003).

L’appellation « dérivés réactifs de I"oxygene » n’est pas restrictive, elle inclut les
espeéces réactives de 1’oxygéne (ERO), proprement dit, mais aussi certains dérivés non
radicalaires dont la toxicité est importante tel que le (H20.), et les espéces réactives de 1’azote
(ERN) a savoir le peroxynitrite (ONOQO") (Pasquier, 1995 ; Fontaine et al., 2002).
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Pour faire face a ces produits oxydants délétéres, le corps humain posséde tout un arsenal
de défense qualifié d’antioxydants. De plus, de nombreuses molécules d’origine naturelle
(composeés phénoliques, alcaloides, huiles essentielles ect.) ou issues de syntheses organiques
(Trolox, BHA, BHT etc.) sont étudiées pour leur propriétés antioxydantes et leur contribution

dans la lutte contre les espéces oxydantes de 1’organisme (Benalia, 2008).

1.3 Effets et conséquences biochimiques du stress oxydant
11 s’agit des modifications des macromolécules cellulaires comme les lipides, les protéines
et les acides nucléiques (Figure 12). Ces altérations peuvent modifier les fonctions des

cellules et conduire a la mort cellulaire (Ma et al., 2013).
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Figure 12: Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).
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e Action sur ’ADN

L’ADN est constamment attaqué par des especes réactives qui peuvent affecter
séverement sa structure et sa fonction. Les modifications structurales de I’ADN résultent
essentiellement de la modification de ses bases, la coupure des brins d’ADN et ’altération de
nombreuses protéines qui sont en contact avec ’ADN (Jena, 2012). Ces modifications
peuvent conduire a des mutations génétiques affectant les génes suppresseurs des tumeurs
(Borrego et al., 2013).

e Action sur les protéines

Les protéines sont facilement attaquées par les ERO (Xiang et al., 2013), leur oxydation
est definie comme une modification induite soit directement par les interactions avec les
radicaux libres ou indirectement par la réaction avec des sous-produits secondaires du stress
oxydatif. Les dommages protéiques causés par les radicaux libres impliquent plusieurs
réactions chimiques comme 1’oxydation des chaines latérales d’acide aminé, fragmentation
des chaines de polypeptides et les changements de conformation des protéines. Ces
modifications peuvent conduire a diverses conséquences fonctionnelles telles que 1’inhibition
des activités enzymatiques, une susceptibilité accrue a 1’agglomération et la protéolyse

(Shacter, 2000 ; Kuka et al., 2012).

e Action sur les lipides

Le stress oxydatif cause la peroxydation lipidique dans les membranes cellulaires quand
les radicaux libres réagissent avec les constituants membranaires essentiellement les acides
gras polyinsaturés et les LDL. La peroxydation des lipides implique la destruction des lipides
membranaires, des troubles metaboliques et inflammatoires, la formation et la propagation des
radicaux lipidiques avec de nombreux effets délétéres comme le malondialdehyde (MDA) qui
est un produit caractéristique de ce processus (Zhao et al., 2013).

e Action sur les carbohydrates

Les radicaux libres tels que OHe réagissent avec les carbohydrates par une abstraction
d’un atome d’hydrogene d’un des atomes de carbone, pour produire un radical centré de
carbone. Cela conduit a des ruptures dans la chaine des molécules importantes comme 1’acide

hyaluronique dans le liquide synovial entourant les articulations (Devasagayam et al., 2004).
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1.4 Implications pathologiques des espéces réactives

L’interaction des ERO avec les différentes molécules biologiques conduit a 1’altération de
I’homéostasie de 1’organisme. Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées au
vieillissement, le stress oxydant est le facteur déclenchant originel (Tableau Il). C’est le cas
des cancers, des pathologies oculaires (cataracte et dégénérescence maculaire), des maladies
neurodégénératives (ataxies, sclérose latérale, maladie d’Alzheimer). La sclérose latérale
amyotrophique familiale est I’exemple le plus démonstratif, puisque cette maladie génétique
est due a un défaut sur le géne de I’enzyme antioxydant superoxyde dismutase.

Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est secondaire a 1’établissement de
la pathologie, mais participe a ses complications immunitaires ou vasculaires. C’est le cas de
maladies infectieuses comme le sida ou le choc septique, le diabete, la maladie de Parkinson

ou I'insuffisance rénale (Favier, 2006).

Tableau I1: Principales maladies liées au stress oxydant (In Ferdjioui, 2014).

Pathologies Références

Maladies neurodégénératives : Alzheimer (Hwang, 2013).
Parkinson (P1zza et al , 2013).
epilepsie (Cardenas-Rodriguez,2013)

Maladies du foie: fibrose, cirrhose, carcinome hépatocellulaire | (Shin et al., 2013).
Maladies cardiovasculaires: Athérosclérose, hypertension (De Marchi et al., 2013).

Maladies respiratoires: bronchospasme aigu, emphyséme,  (Kusano et Ferrari, 2008).

asthme

Maladies auto-immunes : arthrite thumatoide (Subedi et al., 2012).
Maladies de I"ce1l: cataracte (Chakraborty et al., 2007),
Diabéte (Mima, 2013).

Cancer (Kaushal et kudva, 2013).
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1.5 Moyens de protection : Les antioxydants

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber 1’oxydation des
substrats biologiques (Al-Mamary et al., 2002 ; Boyd et al., 2003 ; Karou et al., 2005). Ce
sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs
(Vansant, 2004). Ces antioxydants ont deux origines, ’'une apportée par 1’alimentation sous
forme de fruits et de légumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides,
glutathion ou acide lipoique etc. tandis que 1’autre est endogene représentée par des enzymes,
tels que les superoxydases dismutases (SOD) et la catalase (rOle de protection), les glutathion
peroxydases (GSH-Px) (r6le de détoxication) ou des protéines (ferritine, transferrine,
albumine) (Curtay et Robin, 2000). Pincemail et Defraigne (2004) ajoutent aussi quelques
oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs importants pour
I’activité de certains enzymes antioxydants.

Les polyphénols sont connus par leur activité antioxydante (Zhu et al., 2012) qui est due a
la présence d’un nombre important de groupements hydroxyles phénoliques (Hannan et al.,
2012). Les propriétés redox de ces composés leur permettent d’agir en tant qu’agents
réducteurs, donateurs d’hydrogéne et éliminateurs de I’oxygéne singulet. Certains montrent
des propriétés chélatrices de métaux (Proestos et al., 2013) et d’autres peuvent empécher la
production enzymatique des ROS telles que I’inhibition de cyclooxygenase, lipoxygenase et
cytochrome P450 (Ferguson, 2001). Les polyphénols peuvent également augmenter
I’expression des enzymes qui ont une activité antioxydante telles que la glutathion
peroxydase, la superoxyde dismutase et la catalase (Jayasena et al., 2013).

D’aprés Halliwel (1994), les mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre:
(a) le piégeage direct des ROS ; (b) I’inhibition des enzymes et la chélation des traces
métalliques responsables de la production de ROS ; (c) la protection des systemes de défense

antioxydants.
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e Cadre de I’étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein des laboratoires communs | et Il

d’analyses physico-chimiques, le laboratoire pédagogique de Microbiologie ainsi que le
laboratoire de recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologies (LABAB) de la Faculté

des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de 1’Université Mouloud Mammeri

de Tizi-Ouzou (UMMTO), durant la période de Mars a Juin 2019.

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer I’activité antioxydante et antimicrobienne

de la poudre obtenue par la méthode de séchage a I’air libre des feuilles d’Helminthotheca

echioides.

Poudre de la partie aérienne (feuilles et tiges)
séchée d’Helminthothecaechioides

Extraction des polyphénols avec 3 solvants différents:

-Méthanol
-Ethanol

Dosage des
polyphénols

-Acétate d’éthyle

Evaluation de ’activité Evaluation de I’activité
antioxydante antimicrobienne

Test de Test de
DPPH FRAP

Figure 13: Diagramme résumant le travail expérimental effectué.
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1. Matériel et méthodes

1.1 Matériel

a. Appareils

Tableau I11: L’appareillage utilisé lors du travail expérimental

Appareil Référence Appareil Référence

Spectrophotometre Biothech engineering Balance de Kern, Sartorius

UV-visible précision

Centrifugeuse Hetich universal k2/s Balance Denever Instrument

réfrigérée

Bain marie Wisebathe Vortex VELP Scientific

Autoclave Pbinternational Agitateur Labinco, VELP
magnétique Scientific

Etuve Binder, Memmert Congélateurs ENIEM

pH métre Hanna Instrument Réfrigérateurs Maxipower

Rotavapor Stuart

> Consommable

Verrerie, micropipettes, papier whatman, filtres, papier absorbant, disques d’antibiotiques,

Boites de Petri, embouts jaunes et bleus, cuves du spectrophotometre et des écouvillons.
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b. Produits chimiques et milieux de cultures utilisés

Tableau IV: Les produits chimiques, réactifs, solvants organiques, sels et milieux de culture

utilisés.

Produits chimiques et réactifs

DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS(2,2-
azini-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate),
ferrocyanure de potassium (K3Fe(CN)6), persulfatede
potassium (K,S,0Og), TCA (acide trichloroacétique,
chlorure de fer (FeCly), folin-ciocalteu, acide
gallique, acide ascorbique, acide p-coumarique, acide

cinnamique, acide caféique

Solvants organiques

Acétate d’éthyle, éthanol, acide formique,

méthanol

Sels

Chlorure de sodium (NaCl), carbonate de sodium
(Na,CO3), phosphate dissodique Na,HPO,, phosphate
dipotassium K,HPQO,.

Milieux de culture

BHIB (Brain Heart Infusion Broth), Gélose nutritive
(GN), Mueller Hinton Agar (MH), PDA.

c. Matériel végétal

» Echantillonnage de la plante et conservation

La plante Helminthotheca echioides a été récoltée dans la région d’Azib Ahmed

(wilaya de Tizi-Ouzou) (Figure 14) durant le mois de Mars 2019. Les feuilles et les tiges ont

été trices, lavées a 1’eau du robinet, essuyées a 1’aide d’un papier absorbant, puis séchées a

’air libre a 1’abri de la lumiére. Apres séchage pendant 20 jours, ces derniéres ont été broyées

a l’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une poudre. La poudre ainsi obtenue a

été tamisée sur un tamis pour avoir une poudre fine et homogeéne. Cette derniére a éte ensuite

conservée dans un récipient en verre et stockée a 1’abri de lumiére et de I"humidité jusqu’a

I’extraction (Figure 15).
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Stockage a I’abri de la lumiére

Figure 15: Diagramme représentant les étapes de séchage a I’air libre des feuilles

d’Helminthotheca echioides.
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d. Matériel biologique
Les tests d’activités antimicrobiennes des différents extraits phénoliques de notre
plante ont été effectués sur 4 souches bactériennes référencées et deux souches fongiques
référencées. Les souches bactériennes ont été fournies par le laboratoire pédagogique de
Microbiologie de 1’Université de Tizi-Ouzou et les souches fongiques par le laboratoire de
Microbiologie de 1’Université des Sciences et de la Technologie Houari-Boumédiene de Bab
Ezzouar (Tableau V).

Tableau V: Souches microbiennes et souches fongiques utilisées.

Souches Types Références
Escherichia coli Bactérie Gram négatif ATCC25922
Pseudomonas aeruginosa Bactérie Gram négatif ATCC27857
Staphylococcus aureus Bactérie Gram positif LGA251
(SARM)
Staphylococcus aureus Bactérie Gram positif MU50
(SARM)
Botrytis cinerea Moisissure Non déterminée
Fusarium verticilliorde Moisissure Non déterminée

2. Methodes
2.1 Extraction des polyphénols
» Principe

La méthode d’extraction suivie dans notre étude est la macération, il s’agit d’un simple
contact entre le support solide et le solvant, elle consiste a laisser séjourner la matiére végétale

dans le solvant pour extraire les composés phénoliques (Leybros et Fremeaux, 1990).
» Mode opératoire

Les polyphénols ont été extraits de la plante par macération en utilisant trois solvants :

L’éthanol, le méthanol et 1’acétate d’éthyle (Figure 16).
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a)

b)
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Me¢langer 5g de la poudre de la plante dans 50mL l
du solvant

Laisser macérer pendant 24h a 4°C

Centrifuger de I’extrait a 3000g pendant 15min

Evaporer le filtrat au rotavapeur

Evaporer le filtrat a ’air libre

Extrait brut

est restituée avec le solvant pour 1/2 est restituée avec du DMSO a 10%
I’activité anti oxydante pour le test anti microbien

Figure 16: Protocole d’extraction des polyphénols.

Extraction méthanolique des polyphénols

Mélanger 5g de poudre de la plante dans 50mLde méthanol ; laisser macérer pendant
24h au réfrigérateur a 4°C, en protégeant le flacon avec du papier aluminium contre la
lumiere avec agitation ;

Filtrer au papier whatman;

Centrifuger I’extrait a 3000g pendant 15 min ;

Evaporer le filtrat au rotavapeur ;

Les résidus secs sont pesés puis repris dans le méthanol ou dans le DMSO a10% pour
le test antimicrobien.

Extraction des polyphénols avec ’acétate d’éthyle

Mélanger 59 de poudre de la plante dans 50mL d’acétate d’éthyle ; laisser macérer
pendant 24h au réfrigérateur a 4°C, en protégeant le flacon avec du papier aluminium

contre la lumiére ;
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e Filtrer au papier whatman ;

e Centrifuger I’extrait a 3000g pendant 15 min ;

e Evaporer le filtrat au rotavapeur ;

e Les résidus secs sont pesés puis repris dans ’acétate d’éthyle ou dans le DMSO 10%
pour le test antimicrobien.

c) Extraction éthanolique des polyphénols

e Mélanger 5¢g de poudre de la plante dans 50mL d’éthanol dans le 1°" extrait et dans le
26™extrait (80% d’éthanol avec 20% d’acide formique) ; laisser macérer pendant 24h
au refrigérateur a 4°C, en protégeant le flacon avec du papier aluminium contre la
lumieére ;

e Filtrer au papier whatman ;

e Centrifuger I’extrait a 3000g pendant 15 min ;

e Evaporer le filtrat au rotavapeur ;

e Les résidus secs sont pesés puis repris dans 1’Ethanol ou dans le DMSO 10% pour le

test antimicrobien.
2.1.1 Rendement de I’extraction des composés phénoliques

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse

d’extrait et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :
Rdt (%) = (PB / PA) x 100

PB : poids d’extrait brut.

PA : poids de la plante séche en poudre.

2.2 Dosage des composés phénoliques totaux (TCP)
» Principe

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie en utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune
constitué d’un mélange de deux acides : acide phosphotungstique (H3PW12040) et acide
phosphomolybdique (H3PM012040). 1l est réduit lors de I'oxydation des phenols pour former
un complexe bleu stable d'oxydes de tungstene et de molybdéne. La coloration produite, dont
I'absorption maximum est au voisinage de 760 nm, est proportionnelle a la quantité des

composés phénoliques présents dans les extraits vegétaux (Ribéreau-Gayon et Gautheret,




Matériel et Méthodes

1968). La quantification des polyphénols totaux a été faite a 1’aide d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y = ax), réalisée dans les mémes conditions que celles de 1’échantillon, en utilisant
I’acide galliqgue comme standard. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalents

de I’acide gallique par gramme de matiere végétale séche et en poudre (mg EAG/g MS).

» Protocole

Cent vingt-cing microlitres de chaque extrait ou dilution et 500uL d’eau distillée ont été
ajoutés a 125ul du réactif de folin-ciocalteu. Apres 6 min, un volume de 1,25mL de la
solution Na,COs a 7% a été ajouté. Le volume total est agité puis ajusté a 3mL avec I’eau
distillée. Les absorbances ont été mesurées a 760 nm aprés incubation pendant 30 min a
I’obscurité (Figure 17).

La concentration des CPT a été déterminée a partir d’une courbe étalon en utilisant
I’acide gallique comme standard avec une gamme allant de 0 & 200ug/ml. La teneur en

composés phénoliques des échantillons analysés est calculée par la formule suivante :

TCP=C.V/m

C : Concentration de I’extrait ;
V : Volume du solvant utilisé pour I’extraction ;

m : Masse en grammes de la prise d’essai.
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Addition de 125ul de chaque extrait ou dilution a 500ul d’eau distillée

~

Ajout de125ul du réactif de folin-ciocalteu.

Incubation pendant

6min &

Ajouter 1,25mL de la solution Na2C032‘1 7%.

Agitation du volume total puis ajustement a 3mL avec de I’eau distillee

A A
Incubation 30 min a I’obscurité puis lecture des absorbances a 760nm

Figure 17: Diagramme représentant le protocole de dosage des polyphénols.

2.3. Evaluation de I’activité antioxydante

Afin d’évaluer I’activité antioxydante des composés phénoliques des échantillons
étudiés, trois tests in vitro en duplicata ont été réalisés pour chaque échantillon : le test de
DPPH, le pouvoir réducteur FRAP et le test de réduction du radical ABTS.

2.3.1 Test ABTS (acide 2, 2°-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonique)
» Principe

Ce test est basé sur la capacit¢é d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS* de couleur bleue verte en le transformant en ABTS incolore. Le radical préformé
ABTS " est généré en présence des ions persulfates.

ABTS + Ions persulfates — ABTS™

En présence d’un antioxydant, le passage du radical ABTS™ a la forme non radicalaire
s’accompagne de la disparition de la coloration bleue verte intense qui peut étre suivie par la
mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 734 nm (Chen et al., 1997). Ce test est
simple, opérationnel, reproductible, et peut étre utilisé dans différents milieux.
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> Protocole

Le test ABTS a éte réealisé selon la méthode de Re et al. (1999) et Pellegrini et al. (1999)
avec quelques modifications. Une solution ABTS & une concentration de 7mM a été
préparée dans de 1’eau distillée puis mélangée avec une solution de persulfate de potassium
d’une concentration de 2.45Mm dans de ’cau distillée. Le mélange a été laissé au repos a
température ambiante dans 1’obscurité 12 a 16 heures.

La solution de ’ABTS'™ a ensuite été diluée dans de 1’éthanol afin d’avoir une absorbance
de 0.70 (= 0,02) a 734nm. Un volume de 100ul d’extrait a été additionné & 1mL de la
solution ABTS. Le mélange a été incubé pendant 6min a 1’obscurité puis les absorbances ont
été mesurées a 743nm. L’acide ascorbique a été utilis¢é comme standard a des concentrations

allant de 0 a 500ug/mL (Figure 18). Pour déterminer I’IC50, differentes concentrations

d’extrait ont été testées. Le pourcentage de réduction du radical ABTS"t a été calculé par la
formule suivante :
P1% (ABTS+) = absorbance du blanc - absorbance de 1’échantillon x100

Absorbance du blanc

ABTS (7mM) Persulfate de potassium (2,45 mM)

N

Solution ABTS

Incubation a I’obscurité

v

Solution d’ABTS*

< Dilution |

Solution d’ABTS+ (Abs de 0,7 a 734nm)

ImL d’ABTS* 100 pl d’extrait

Mesure de I’absorbance a 734 nm
pendant 6 min

Figure 18: Protocole de I’activité antioxydante du radical ABTS™.
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2.3.2 Test DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
» Principe
La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable, dont
la solution posséde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand
une solution de DPPH" est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogeéne,
antioxydante, il y’a formation de la forme réduite (Figure 19). Ceci provoque la perte de la
coloration violette et 1’apparition d’une coloration jaune caractérisée par une bande

d’absorption dans le visible a 517 nm (Brand-Williams, 1995).

————————————— -

DPPH (violet) DPPH réduit (jaune)
Figure 19: Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme reduite.
» Mode opératoire

Le protocole expérimental utilise est celui de Brand-Williams et al. (1995). La solution de
DPPH a été préparée pars solubilisation de 2mg de DPPH dans 50mL d’éthanol. Un volume
de ImL de DPPH" a été ensuite ajouté a 50ul de chaque extrait. Aprés 30 min d'incubation a
I'obscurité et a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 517 nm.

L'activité antioxydante a été exprimée en pourcentage d'inhibition du radical DPPH, et
calculée comme suite :

Inhibition(%) = absorbance du témoin - absorbance de 1’échantillon x 100

absorbance du témoin

La concentration efficace (EC50) qui est la concentration d’extrait ou de 1’antioxydant
de référence responsable de 50% d’inhibition des radicaux DPPH" présents dans le milieu
réactionnel, est déterminée sur le graphique représentant le pourcentage d’inhibition du

DPPH" en fonction des concentrations des extraits ou des antioxydants de référence.
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2.3.3 Test du pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium (FRAP)

» Principe

Le pouvoir réducteur des extraits phénoliques est basé sur la réduction de Fe3* présent
dans le complexe (K3Fe(CN) 6 en Fe?" en présence d’un antioxydant qui posséde le pouvoir
de céder des électrons. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700nm ; une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits.

» Mode opératoire

Le protocole expérimental suivi est celui d’Ouzaizu (1986) avec une petite modification
(volume des extrais et des produits utilisés). Un volume de 250uL des extraits phénoliques de
différentes concentrations ont été melangés avec 250l de tampon phosphate (pH = 6.6) et
250uL de ferrocyanure de potassium (K3Fe(CN)6 & 1%. Le mélange obtenu a été ensuite
incube a 50°C pendant 20 min puis 250uL de ’acide trichloroacétique a 10% ont été ajoutés.
Le mélange a subi une centrifugation a 3000g pendant 10mn et le surnageant a été récupéré.
Cinq cents microlitres de ce dernier ont été mélangés avec le méme volume d’eau distillée et
100pL d’une solution de FeCls a 0.1 %. L’acide ascorbique a différentes concentrations allant

de 0 a 100pg/mL a été utilisé comme standard (Figure 20).
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Addition de 250ul des extraits phénoliques de différentes concentrations a 250ul de
tampon phosphate (pH=6.6) et 250ul de ferrocyanure de potassium (K3Fe(CN)6 a 1%.

.

Incubation du mélange a 50°C pendant 20min

>

Ajout de 250ul d’acide trichloracétique (TCA) a 10%.

¥

centrifugation du mélange a 3000g pendant 10mn

y

500 pl du surnageant ont ét¢ mélangé avec 500ul d’eau
distillée et 100ul de FeCl3 a 0.1 %.

Figure 20: Protocole du pouvoir réducteur sur le ferrocyanure de potassium (FRAP).

2.4. Evaluation de ’activité antimicrobienne et antifongique
La gélose Mueller Hinton a été utilisée pour 1’étude de la sensibilité des souches
bactériennes vis-a-vis des quatre extraits. Le milieu PDA a été utilisé pour 1’étude de I’activité
antifongique de nos extraits.
L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits de notre plante, a été réalisée
selon la méthode de diffusion en milieu gélosé (aromatogramme) (Treki et al., 2009). Cette
technique repose sur I’apparition d’une zone d’inhibition dans le milieu de culture autour du

disque contenant I’extrait de la plante (Bssaibis et al., 2009).

> Préparation des disques
Les disques ont été préparés a partir du papier Whatman, avec un diameétre de 6 mm.
Ces derniers ont été ensuite mis dans un tube a essai et stérilisés a 1’autoclave a 121°C

pendant 15 minutes, puis conservés jusqu’a utilisation.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Papier_Whatman
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» Stérilisation du mateériel et des milieux de culture

Les milieux de culture, Muller Hinton et PDA, ont été stérilisés a 1’aide d’un autoclave
pendant 15 min a 121°C. Les milieux ont été ensuite coulés dans des boites de Petri a 4mm de
hauteur puis séchés sur la paillasse durant quelques minutes dans la zone de stérilité, assurée
par le bec bunsenet incuber pendant 24h, la stérilité des milieux a été vérifié.

L’cau physiologique, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions ont été

¢galement stérilis¢ a I’autoclave.

> Revivification et repiquage des souches
Pour permettre aux bactéries stressées de récupérer leurs potentialités, 1 mL de la suspension
bactérienne a été prélevé et additionnée a 9 mL de BHIB. Les tubes ont été incubés pendant
24h a 37°C. Les bactéries ont été ensemencées a I’aide d’une anse sur gélose nutritive en
réalisant des stries serrées, puis incubées a 37°C pendant a 24h.

Le repiquage des souches fongiques a été réalis€é sur le milieu PDA, suivi d’une

incubation de 5 jours a 30°C pour Fusarium verticilliorde et de 10 jours pour Botrytis cinerea.

» Préparation de I’inoculum et standardisation

A partir d’une culture pure des souches a tester, quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques ont été raclées. L’anse a été déchargée dans 5 mL d’eau
physiologique stérile a 0.9% ; la suspension bactérienne a été homogénéisée et la turbidité a
été ajustée a 0,5 McFarland, ce qui correspond & 1-2 x 102 UFC/mL pour les bactéries (D.O =
0,08 a 0,1/L = 625 nm) et 10° spores/mL pour les champignons filamenteux (A = 530 nm)
(Pfaller et al., 1998).

» Préparation de I’aromatogramme

e Evaluation de ’activité antibactérienne

L’ensemencement des souches bactériennes testées a été réalisé par écouvillonnage sur
la surface des milieux de culture. Quatre disques imprégnés de chaque extrait phénolique ont
¢été déposés délicatement sur la surface de la gélose a I’aide d’une pince stérile. De méme, des
disques imprégnés d’antibiotiques (témoins positifs) et des disques imprégnés de DMSO
(témoins négatifs) ont été utilisés afin de comparer les résultats avec ceux obtenus avec les
extraits testés. Les boites de Petri ont été ensuite incubées a 37°C pendant 24h. Quatre disques

ont été également imbibés par les quatre solvants utilisés pour 1’extraction des polyphénols,
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afin de confirmer que ces derniers n’ont aucun effet inhibiteur contre les souches testées. Les

diametres des zones d’inhibition (en mm) ont été mesures (Biyiti et al., 2004).

e Evaluation de ’activité antifongique
L'inhibition de la croissance fongique a été déterminée selon la méthode de Bautista-
Banos et al. (2002).Des puits de 5mm de diametre ont été réalisés au niveau des boites de
Petri contenant la souche fongique ensemencée sur le milieu PDA. Le contenu des puits a été
ensuite déposé délicatement sur des boites de Petri contenant 20 mL du milieu PDA et 20 pL
de chaque extrait. Le contenu des puits a été également déposé sur une boite de Petri
contenant uniquement le milieu de culture afin de servir de témoin positif. Les boites de Petri

ont été ensuite incubées pendant 5 a 7 jours.

e Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition autour des disques.
Aprés mesure des zones d’inhibition (Ponce et al., 2003), les souches sont classées en :

- Souche résistante (-) : diametre <a 8mm ;

- souche sensible (+): diamétre compris entre 9 et 14 mm;

- souche tres sensible (++): diametre compris entre 15 et 19 mm;

- souche extrémement sensible (+++) : diamétre > a 20 mm).




Matériel et Méthodes

Reésultats et Discussion




Résultats et discussions

1. Rendement des extractions

L’extraction des composés phénoliques de la plante étudiée avec les solvants (éthanol,
¢thanol additionné a 1’acide formique, méthanol, acétate d’éthyle), nous a permis de
déterminer les rendements de leurs extraits bruts (Tableau VI).

Tableau VI : Les pourcentages d’extraction des polyphénols de la partie aérienne d’H.

echioides.
Solvant Rendement
Ethanol 172 %
Ethanol + acide formique 16.6 %
Méthanol 9.2%
Acétate d’éthyle 9.6 %

D’aprées les résultats obtenus, I’extrait éthanolique a montré le taux d’extraction le
plus élevé (17.2 %), comparé a I’extrait éthanolique additionné a I’acide formique (16.6%) et
a ceux d’acétate d’éthyle et du méthanol, qui ont donné un rendement de (9.6%) et (9.2%)
respectivement. Cela témoigne de la richesse des feuilles d’H. echioides en composés de
polarité élevée dont les composés phénoliques, étant donnés leur richesse en groupement
hydroxyle.

La différence de rendement des quatre fractions est due a la différence de la nature
chimique des composés phénoliques de I’extrait et la nature du solvant utilisé. La différence
dans les polarités des solvants d’extraction influence la solubilité¢ des constituants chimiques
d’un échantillon ainsi que le rendement d’extraction. Le taux d’extraction des composés
phénoliques est influencé par la taille des particules de 1’échantillon ; la meilleure extraction
étant obtenue avec le plus petit diamétre (Sulaiman et al., 2011).

En outre, de nombreux facteurs influencent le rendement tels que la teneur en
polyphénols, les caractéristiques physico-chimiques et la composition chimique de la plante,
les conditions environnementales, la technique d’extraction, le séchage, la période et la zone

de récolte, les pratiques culturales et ’age du matériel végétal (El oualilalami et al., 2013).

2. Dosage des polyphénols totaux (TCP)
La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu.
L’extraction des polyphénols par macération, bien que généralement longue et exigeante en

solvants organiques qui sont chers et dangereux pour la santé (Garcia, 2010), est la seule
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méthode utilisable dans le cas de I’extraction d’un ensemble de molécules fragiles (Ben
Amor, 2008).

La teneur en PPT est exprimée en mg équivalent acide gallique/g de matiére seche (mg
EAG/g MS). Les résultats correspondant a la quantité de polyphénols contenus dans chaque
extrait sont présentés dans le (Tableau VII). Une coloration bleue est obtenue, cette coloration
varie en fonction de la concentration de I’extrait de la plante en composés phénoliques.

La courbe d’étalonnage établie a I’aide de différentes concentrations de I’acide gallique,
nous a permis d’estimer la teneur en composes phénoliques. Les quantités de polyphénols
correspondantes a chaque fraction ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage et
exprimée en équivalent milligramme d’acide gallique par gramme de Matiére séche, en
utilisant I’équation de type : y = 0.004x, R2 = 0.999 (Annexe 16).

Tableau VII : Résultats du dosage des polyphénols des quatre extraits de la partie aérienne

d’Helminthotheca echioides.

Type du solvant Teneur en polyphénols (mg EAG/gMS)
Extrait éthanolique 6.2 £0.45
Extrait éthanolique/acide formique (80%/20%) 11.1125 +0.30
Extrait a I’acétate d’éthyle 2.275 +£0.51
Extrait méthanolique 30.25 £0.35
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Extraits

Figure 21 : Diagramme représentant la teneur en polyphénols totaux des quatre extraits.
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D’aprés les résultats obtenus (Figure 20 et Tableau VII), nous constatons que les
polyphénols sont présents dans les quatre fractions avec des teneurs variables d’un extrait a un
autre. Cependant, il apparait clairement que c’est I’extrait méthanolique qui a donné la teneur
en polyphénols totaux la plus élevée avec 30.25 £0.35mg EAG/g MS, suivi par les extraits
éthanoliques et éthanol additionné d’acide formique, avec des teneurs de 6.2+0.45 mg EAG/

g MS et de 11.1125+0.30 mg EAG /g MS, respectivement. L’extrait d’acétate d’éthyle a
donné la plus basse teneur en polyphénols totaux, de ’ordre de 2.275+ 0.51mg EAG /g MS.

Yizhong et al. (2003), ont démontré que I’éthanol est le meilleur solvant d’extraction
de certaines plantes de la famille des Astéracees ; ils ont obtenu des teneurs qui varient de
1.94 a 3.74g EAG /g d’extrait. Ces résultats sont largement supérieurs a ceux que nous avons
obtenus dans notre étude avec 1’extrait éthanolique. Tawaha et al. (2007), ont obtenu a leur
tour des teneurs en composés phénoliques des extraits méthanoliques d’Artemisia herba alba
de I'ordre de 3.463g EAG/g MS ; ces valeurs étant également largement supérieures par
rapport a nos résultats.

Les teneurs en polyphénols différent d’une ¢tude a une autre. Cela est probablement
dd a différents facteurs comme la complexité de ces composés, la variété des plantes
(différentes familles), le type et la concentration du solvant, la différence de la période et la
région de récolte.

Par ailleurs, I’addition d’acide formique a 1’éthanol dans le solvant préparé a augmenté
son pouvoir extractant. Ces résultats sont en accord avec ceux de Bourgou, (2016) et ceux de
plusieurs auteurs qui ont révélé que les solvants mixtes sont tres efficaces pour extraire les
polyphénols. Selon Mohammedi et Atik (2011), I'utilisation de solvants mixtes comme le
méthanol/acide formique aboutit a un fort enrichissement des extraits en polyphénols. La
supériorité des solvants mixtes seraient dues a 1’augmentation de la solubilité des composés
phénoliques dans les extraits obtenus par des solvants mixtes comparés a ceux obtenus par des
solvants purs comme 1’extrait a 1’acétate d’éthyle (Trabelsi et al., 2010). La macération et le
soxhlet sont considérés comme étant des méthodes conventionnelles d’extraction des

composés phenoliques approuvées par divers auteurs pour leurs efficacités (Liu et al., 2013).

3. Activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits phénoliques de la plante étudiée
a été réalisée par trois techniques chimiques : la réduction du fer (FRAP), le piégeage du
radical libre DPPH, le piégeage du radical ABTS.
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a. Test DPPH

L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical
DPPH, H est exprimée par la concentration inhibitrice a 50% (IC50) qui correspond a la
concentration des polyphénols nécessaire pour inhiber ou réduire 50% de la concentration
initiale du DPPHe (Villano et al., 2007). Ce dernier est inversement proportionnel a 1’activité
anti-radicalaire. Tous les IC50 sont calculés a partir de 1’équation de régression linéaire des
pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration des composés phénoliques présents
dans les différents extraits testés (Annexe 5, 6, 7 et 8). Les valeurs des concentrations des

IC50 sont rapportées dans le (Tableau VII1).

Tableau VIII: Les valeurs de I’IC50 calculées a partir des courbes d’étalonnage.

Extrait et standards Concentration des 1C50 (g /mL)
Extrait éthanolique 84.7£2.33
Extrait méthanolique 41.025+1.94
Extrait éthanolique + acide formique 140.445+0.55
Extrait acétate d’éthyle 8.965+0.12
Acide ascorbique 86.65
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Figure 22: Diagramme représentant 1’IC50 des différents extraits.
Le test de DPPH a permis de mettre en évidence une activité antioxydante appréciable
de la plante étudiée. Cette activité dépasse pour certains extraits (éthanolique, métahnolique et
I’acétate d’éthyle) 1’activité de 1’acide ascorbique, considéré comme un puissant antioxydant.

On constate également que 1’ensemble des extraits renferment des propriétés antiradicalaires
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intéressantes qui se manifestent avec des valeurs faibles des 1C50, dues a leurs capacités de
céder des électrons pour réduire le radical DPPH.

Toutes les valeurs des IC50 des différents extraits (éthanolique, méthanolique, et

acétate d’éthyle) sont inférieures acelles marquées par 1’acide ascorbique (86.65ug/mL).
Ceci montre que tous les extraits ont une capacité réductrice supérieure de 1’acide
ascorbique a I’exception de I’extrait éthanolique additionné a I’acide formique qui a une
valeur supérieure a celle du standard (140.445ug /mL) donc il présente une faible activité
(Figure21).

Les écarts entre les IC50 des différents extraits sont probablement liés a la différence
du profil phénolique qui varie en fonction de I’extrait, de la méthode d’extraction des
composes phénoliques et de la polarité des solvants utilisés. Akrout et al. (2011) ont étudie
I’activité antioxydante de trois extraits d’Artemsia campestris, une plante appartenant a la
famille des Astéracées, et ont trouvé une valeur d’IC50 de 2053pg / mL pour I’extrait
éthanolique, cette valeur est relativement treés faible si elle est comparée a celle de notre
extrait éthanolique qui a donné une valeur de 84.7+2.33ug/mL. De plus, ’extrait d’acétate
d’éthyle, selon akrout et al. (2011), a montré une faible activité antioxydante comparée a
notre extrait qui présente une forte activité antioxydante.

Cette bonne activité antioxydante de I’extrait d’acétate d’éthyle peut étre expliquée
par la nature des composés phénoliques qui sont des acides phénoliques tels que 1’acide

gallique et ses dérives et les flavonoides.

b. Test ABTS
L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical
ABTS est exprimée par la concentration inhibitrice a 50% (IC50). Elle est calculée a partir de
1I’équation de régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration
des composes phénoliques testés (Annexe 1, 2, 3 et 4). Les valeurs des concentrations des

IC50 sont rapportées dans le (Tableau 1X).
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Tableau 1X: Les valeurs des IC50 calculées a partir des courbes d’étalonnage.

Extraits et standards Concentration des 1C50 (ug /mL)
Extrait éthanolique 28.88 £0.021
Extrait méthanolique 46.32+1.124
Extrait éthanolique + acide formique 88.505+1.54
Extrait acétate d’éthyle 30.875%1.025
Acide ascorbique 14.49
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Figure 23: Diagramme représentant les IC50 des différents extraits

D’apres les résultats obtenus (Tableau IX et Figure 22), toutes les valeurs des IC50 des
différentsextraits (éthanoliques, méthanolique et d’acétate d’éthyle) sont supérieures a celles
marquées par 1’acide ascorbique (14.49ug/mL). Ceci montre que tous les extraits
(éthanoliques, méthanolique et d’acétate d’éthyle) ont une capacité réductrice modérée par
rapport a celle de 1’acide ascorbique a I’exception de 1’extrait éthanolique additionné a I’acide
formique qui a un pouvoir antioxydant plus ou moins faible comparé a celle du standard avec
une valeur de (88.505ug/mL).

En effet, plusieurs études ont montré que les groupements hydroxyles dans les
composés phénoliques sont responsables de leur pouvoir antioxydant (Heim et al., 2002).
Beretta et al. (2005) et Blasa et al. (2007) ont montré que la variation de D’activité
antioxydante est due a la qualité et a la quantité des composes phénoliques responsables de
cette activite.

46



Résultats et discussions

c. Test FRAP

Pour comparer entre les activités des différents extraits, nous avons détermine
graphiquement le PRos a partir des équations de régression de la densité optique en fonction
de la concentration des extraits (Annexe 9, 10, 11 et 12) ; qui est definie comme la
concentration d’un compose en ug/mL qui donne une densité optique de 0,5 a 700nm, qui est
inversement proportionnelle au pouvoir réducteur (Ardestani et Yazdanparast, 2007). Les
valeurs des concentrations des PRos sont rapportées dans le (Tableau 09).
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Figure 24: Diagramme représentant le PRos en fonction des différents extraits.

Tableau X: Les valeurs des PRos des différents extraits calculés a partir des courbes

d’étalonnage.

Extraits et standards

Concentration de 0.5 (ug/mL)

Extrait éthanolique 71.42+0
Extrait méthanolique 100+0
Extrait éthanolique + acide formique 21.15+3.740
Extrait acétate d’éthyle 5.18+0.26
Acide ascorbique 0.019

D’apres le (Tableau X et la Figures 23), on remarque que tous les extraits possedent un
potentiel réducteur inférieur a celui du standard déterminé par des valeurs de
PRosvsupérieures a celle de I’acide ascorbique (0.019ug/mL). 11 apparait clairement que les
différents extraits présentent des valeurs de pouvoir réducteur variables. On pourrait expliquer

cet écart par la variation des composés phénoliques présents dans chaque extrait.




Résultats et discussions

Le pouvoir réducteur de ces quatre extraits est dd a la présence des polyphénols et de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par consequent, les antioxydants peuvent étre considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007). Quelques études antérieures ont
également montré que le pouvoir réducteur d'un composé peut servir comme indicateur
significatif de son activité antioxydante potentielle (Jeong et al.,2004).

La nature et la concentration des antioxydants contrélent 1’intensit¢ du pouvoir
réducteur ; la position et le nombre d’hydroxylations interviennent dans cette propriété. Selon
Mc Donald et al. (2001), la présence de composés O-diphénols (acide gallique, acide

caféique) augmente la capacité antioxydante en améliorant la stabilité du radical phenoxyl.
4. Etude statistique

e Corrélation entre le pouvoir antiradicalaire DPPH/ABTS et le pouvoir
réducteur (FRAP)

Afin d’évaluer I’activité antioxydante des différents extraits, trois tests ont été utilisés, a
savoir le test DPPH, ABTS et FRAP. Ces trois tests sont basés sur les propriétés redox des
antioxydants présents dans les différents extraits étudiés. Pour déterminer la relation existante
entre ces trois tests, nous avons procédé au test de régression linéaire qui repose sur
I’évaluation de la force de la liaison existante entre deux variables quantitatives, mesurable

par le coefficient de corrélation linéaire R.
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Figure 25: Corrélation entre le pouvoir antiradicalaire ABTS et le pouvoir réducteur.
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Figure 26: Corrélation entre le pouvoir antiradicalaire ABTS et DPPH.
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Figure 27: Corrélation entre le pouvoir antiradicalaire DPPH et le pouvoir réducteur.

Les matrices de corrélations démontrés révelent 1’existence d’une corrélation
moyenne entre le DPPH et I’ABTS avec un r?=0.594 (Figure 25). Cependant une corrélation
négative a été obtenue avec le pouvoir réducteur FRAP et le DPPH avec un r?=-0.72 (Figure
26), et méme entre le pouvoir réducteur FRAP et ABTS avec un r?=-0.625 (Figure 24).

Pour les extraits de plante, leur capacité a céder le proton ou 1’électron pour exprimer
les propriétés antioxydantes est différente. Ce résultat a été corroboré par Miliauskas et al.
(2004) qui ont montré, qu’un antioxydant efficace dans un test n’est pas forcément efficace
dans un autre. D’autre part, les activités antioxydantes sont plus variables dans les especes de
la plante (inter-espéce) que dans la méme espéces (intra-espece) (Ksouri et al., 2008).

La scule explication de I’absence de cette corrélation est di a la synergie des
composés phenoliques dans les différents extraits (Rice-Evans et al., 1997) et au fait que
I’activité antioxydante dépend non seulement de la concentration mais aussi de la structure de

ces molécules. Diverses études ont déterminé expérimentalement les capacités des extraits
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naturels a piéger les radicaux libres. Cette activité dépend d’un certain nombre de paramétres
tels que la dose, la structure, les substituants et le degré de polymeérisation de la molécule
(Kitagawa et al., 1992).

5. Activité antimicrobienne

Les résultats de la présente étude montrent que les souches bactériennes E. coli, S.
aureus et P. aeruginosa (Annexel6), ne présentent pas de sensibilité vis-a-vis des différents
extraits phénoliques des feuilles et tiges d’H. echioides ; tandis que les antibiotiques testés se
sont révélés trés efficaces avec des diamétres d’inhibition variable. Les témoins négatifs, le
DMSO et les solvants utilisés, n’ont exercé aucune activité inhibitrice.

Ces résultats sont plutét surprenants, étant donné les teneurs considérables en
polyphénols que renferme notre plante. De plus, une étude similaire a été réalisée par Babouri
et Chaiani (2018) et dans laquelle ils ont obtenus des résultats positifs avec les extraits
phénoliques de la partie aérienne d’H. echioides vis-a-vis de ces mémes souches bactériennes.
Cette différence pourrait s’expliquer par la région dans laquelle la plante a été cultivée,
notamment par la différence des conditions climatiques et la nature du sol ainsi que par la
période de récolte. En effet, notre plante a été récoltée début Mars, tandis que celle de la
précédente étude a été récoltée au mois d’Avril et au mois de Mai ; sachant qu’un climat
printanier est nécessaire au développement et a la maturation des plantes de la famille des
Astéracées, ou la floraison se fait au mois d’Avril, Juin et Juillet. On pourrait donc penser que
la présence ou 1’absence de la fleur ainsi que le stade de maturation de la plante a pu jouer un
role déterminant dans I’activité antibactérienne comme cela a été rapporté dans certaines
études (Satrani et al., 2007 ; Elharas et al., 2013). En outre, la méthode de dosage, la
sensibilité et la pureté des réactifs ainsi que la polarité des solvants utilisés, auraient pu
également avoir une influence sur cette activité.

Par ailleurs, I’étude de I’activité antibactérienne de Chromolaena odorata, appartenant
a la famille des Astéracées, a montré que les extraits de cette plante ont une activité marquée
sur S. aureus et E. coli. La méme étude rapporte également que les extraits des feuilles de
Tridax procumbens, appartenant aux Astéracées également, ont inhibé S. aureus a pres de
98% et E. coli a prés de 70% (Agban et al., 2013). D’autres auteurs, a partir des extraits
méthanolique et a ’acétate d’éthyle de feuilles de T. Procumbens récoltés en Inde, ont aussi
montré une activité antimicrobienne significative sur S. aureus, E. coli et d’autres bactéries
comme Klebsiella pneumoniae, Salmonalla typhi et Bacillus cereus (Bharathi et al., 2012).

Pai et al. (2011), ont montré aussi que la plupart des bactéries, source d’infections
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nosocomiales, sont sensibles a 1’activité inhibitrice des extraits aqueux et éthanolique de T.
procumbens. Irobi (1997), a montré que les extraits éthanoliques des écorces de racines de C.
odorata ont une activité antibactérienne trés élevée sur S. aureus, sur E. coli, Pseudomonas
sp, Streptococcusfaecalis, Klebsiella sp, Bacillus stearothermophilus et Bacillus
thuringiensis.

Les extraits phénoliques des feuilles et tiges d’H. echioides n’ont montré aucune
inhibition de la croissance des souches fongiques testées. Pourtant, les travaux réalisés par
Babouri et Chaiani (2018) ont montré que notre plante était riche en cétones, comme 1’a
démontré 1’analyse spectroscopique IR, réputés pour leurs activités antifongiques et
parasitaires (Leray, 2010).

Par ailleurs, 1’évaluation de 1’activité antifongique des extraits aqueux des feuilles de
C. odorata, ont montré une inhibition in vitro de la croissance de Cryptococcus neoformans,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes et Trichophyton rubrum. En outre,
I’évaluation de D’activité antifongique d’Artemisia mesatlantica, a montré une activité
inhibitrice contre Aspergillus niger et Penicillium expansum, réalisés sur la plante Artemisia
campestris (Ngono Ngane, 2006 ; Bencheqroun et al., 2012).

Toutes ces études tendent a confirmer le potentiel antimicrobien des plantes

appartenant a la famille des Astéracées.
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Le présent travail est consacré a 1’évaluation des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes des extraits phénoliques de la picris fausse vipérine, Helminthotheca

echioides, récoltée dans la région d’Azib Ahmed en Mars 2019.

L’extraction des polyphénols de la partie aérienne de la plante, a permis d’obtenir des
rendements qui différent en fonction des solvants utilisés (éthanol, méthanol et acétate

d’ethyle), méme si la teneur en composés phénoliques était conséquente.

L’évaluation de I’activité¢ antioxydante des différents extraits phénoliques d’H.
echioides en utilisant la méthode de piégeage du radical libre DPPH, a montré que ce dernier
est efficacement inhibé par les extraits testés. En effet, la capacité antioxydante la plus élevée
a été observée dans les extraits les plus polaires, il s’agit en occurrence du méthanol et de
I’acétate d’éthyle. Pour le test de réduction du radical libre ABTS, 1’activité antiradicalaire est
élevée dans I’extrait le plus polaire (extrait éthanolique). Cependant, cette activité est faible
pour les deux autres extraits, méthanoliques et éthanoliques additionnés d’acide formique.

En ce qui concerne I’activité antimicrobienne, les résultats obtenus indiquent que les
quatre extraits n’exercent aucune activité inhibitrice vis-a-vis des souches bactériennes et
fongiques testées. Néanmoins, les activités antimicrobiennes obtenues a partir de cette méme
plante dans des études antérieures, nous encouragent a approfondir cette partie de notre étude,
afin d’envisager des perspectives d’application de cette plante comme agent de
bioconservation ou tout simplement en thérapeutique.

Notre travail n’est qu’une étude préliminaire sur les innombrables propriétés que peut
renfermer cette plante, et les résultats obtenus semblent encourageants. Pour la suite de ce
travail, nous pouvons envisager quelques perspectives :

e [Etendre I’éventail des tests antioxydants ainsi que 1’isolement et la caractérisation des
composés actifs, en vue d’identifier les différentes molécules responsables des
différentes activités biologiques de cette plante ;

e Elargir I’étude sur d’autres parties de la plante (racines et fleurs) ;

e Extraire et doser les flavonoides ;

e Extraire les Huiles Essentielles.
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Annexe 01: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition d’ABTS en
fonction des concentrations d’extrait méthanolique.
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Annexe 02: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition d’ABTS en
fonction des concentrations d’extrait éthanolique additionné a I’acide formique.
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Annexe 03: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition d’ABTS en
fonction des concentrations d’extrait acétate d’éthyle
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Annexe 04: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition d’ABTS en
fonction des concentrations d’extrait éthanolique
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Annexe 05: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations d’extrait éthanolique
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Annexe 06: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations d’extrait Méthanolique
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Annexe 07: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations d’extrait éthanolique additionné a ’acide formique
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Annexe 08: Courbes d’étalonnage représentant le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations d’extrait acétate d’éthyle
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Annexe 09: courbe d’étalonnage représentant les DO de ’extrait éthanolique de la FRAP en
fonction des concentrations de cet d’extrait
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Annexe 10: Courbe d’étalonnage représentant les DO de 1’extrait méthanolique de la FRAP
en fonction des concentrations de cet d’extrait
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Annexe 11 : courbe d’étalonnage représentant les DO de 1’extrait éthanolique additionné a
I’acide formique de la FRAP en fonction des concentrations de cet d’extrait
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Annexes

Annexel3: Courbe se standard d’ABTS

Annexel4: Courbe de standard du DPPH
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Résumé

Les extraits naturels de plantes contiennent une variété de composés phénoliques
auxquels sont attribuées diverses activités biologiques. Ce travail s’inscrit dans le cadre de la
valorisation de la partie aérienne (feuilles et tiges) d’Helminthotheca echioides, une plante
médicinale de la famille des Astéracées, utilisée dans la médecine traditionnelle et la
gastronomie locale de la région de Kabylie. Pour cela, le pouvoir antioxydant et antimicrobien
de cette plante a été étudié. La détermination des composés phenoliques des extraits
méthanoliques, éthanoliques et d’acétated’éthyle, a montré des teneurs variables en
polyphénols ; la valeur la plus élevée étant obtenue avec ’extrait méthanolique (30.25mg
équivalent acide gallique/g de matiére seche). Les différentes méthodes utilisées pour évaluer
I’activité antioxydante ont montré que les extraits phénoliques de la plante etudiée, présentent
une forte capacité a inhiber le radical DPPH ainsi que le radical ABTS, et un pouvoir
réducteur modéré. L’évaluation du pouvoir antimicrobien des différents extraits vis-a-vis de
quatre souches bactériennes et deux souches fongiques, a montré que toutes les souches sont
résistantes a tous les extraits phénoliques testés. Ce travail constitue une étude préliminaire
qui permet de mettre en évidence I’intérét de 1’utilisation de cette plante en phytothérapie. De
plus, elle permettra de mettre en lumiere les innombrables bienfaits de cette plante dont les
propriétés ont longtemps été sous-estimées.

Mots clés: Helminthotheca echioides, polyphénols, activité antimicrobienne, activité
antioxydante, pouvoir réducteur, DPPH, ABTS.

Summary

Natural plant extracts contain a variety of phenolic compounds which various
biological activities are attributed. This work is part of the development of the aerial part
(leaves and stems) of Bristly Oxtongue, a medicinal plant of the family Asteraceae, used in
traditional medicine and local gastronomy of the region of Kabylia. For this, the antioxidant
and antimicrobial power of this plant has been studied. Determination of the phenolic
compounds of the methanolic, ethanolic and ethyl acetate extracts showed variable contents of
polyphenols, the highest value being obtained with the methanolic extract (30.25mg gallic
acid equivalent / g of dry matter) The different methods used to evaluate the antioxidant
activity showed that the phenolic extracts of the studied plant, have a strong ability to inhibit
the radical DPPH and the radical ABTS, and a moderate reducing power. The evaluation of
the antimicrobial potency of the different extracts with respect to four bacterial strains and
two fungal strains showed that all the strains are resistant to all the phenol extracts tested. This
work constitutes a preliminary study which makes it possible to highlight the interest of the
use of this plant in herbal medicine. In addition, it will highlight the innumerable benefits of
this plant whose properties have been underestimated.

Keywords: Helminthotheca echioides, polyphenols, antimicrobial activity, antioxidant
activity, reducing power, DPPH, ABTS.
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