REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOULOUD MAMMERI DE TIZI OUZOU
FACULTE DES SCIENCES BIOLOGIQUES ET DES SCIENCES AGRONOMIQUES

Meémoire
De fin d’études
En vue de I’obtention du diplome de Master
Filiére : Biotechnologie
Option : Biotechnologie Microbienne

Théme

(0 Etude phytochimique, et évaluation de activité

antioxydante et antibactérienne de la partie

aérienne de la plante Raphanus sativus L.

\/

Réalisé par :

M CHEKLAT Meriem. M HEMDANI Lidia.
Devant le jury composé de :
M™ BENAHMED DJILALI A. Maitre de conférences classe « A » a ’'UMMTO  Président
M™ BENAZZOUZ K. Maitre Assistante classe « A» a ’'UMMTO Promotrice

M OUSSAID S. Maitre Assistante classe « A » 3 'UMMTO Examinatrice

M™ HELLAL Z. Maitre Assistante classe « A » a PTUMMTO Examinatrice

2017/2018




Remerciements

Nous tenons a remercier tout d’abord le Dieu tout puissant de nous avoir donné la force
et le courage pour accomplir ce travail.

Une grande part de notre reconnaissances s’ adresse a madame BENAZZOUZ. K Maitre
assistante classe A a I’'UMMTO pour son encadrement tres précieux, sa disponibilité, ses
conseils, sa gentillesse, qu’elle trouve ici toute notre reconnaissance et notre respect.

Nous tenons a remercier monsieur HOUALIL K professeur a I"'UMMTO de nous avoir
accueillis dans son laboratoire de biochimie Analytique et de Biotechnologie (LABAB) de la
faculté des sciences biologiques et des sciences Agronomiques.

Nos vifs remerciements vont aussi a M® e BENAHMED DJILALI A Maitre de conférences
classe A a ’'UMMTO de nous avoir honoré en acceptant de preésider le jury.

Un immense merci a M OUSSAID. S Maitre Assistante classe A a I"'UMMTO d’avoir
accepté d’examiner ce travail.

Un grand merci a madame HELLAL.Z Maitre Assistante classe A a 'UMMTO d’avoir
accepté d’examiner ce travail.

Un profond merci a monsieur SEBANE.H et TITOUCHE.Y maitres assistants classe B
de nous avoir accueillis dans leur laboratoire.

On adresse également un grand merci aux techniciens du laboratoire de microbiologie et
physicochimie commun pour leur aide et leur générosité.

Nous ne remercions toute personne ayant participé de loin et de pres a la réalisation de
ce travail.



Dédicaces
A ’aide d’Allah, le tout puissant, j ai pu réaliser ce travail que je dédie

A Mes tres chers parents, je ne saurais trouver les mots pour vous dire merci, car
aucune parole ni expression ne serait suffisamment puissante pour vous exprimer
mon immense gratitude et ma reconnaissance éternelle.

A toi, mon ami, mon accompagnant, mon enseignant, mon conseiller, mon confident
et mon exemple dans cette vie, a toi qui m’a toujours montré comment faire et
continuer pour arriver la ou je veux. Cher papa(Brahim), que dieu te protege, et te
garde pour nous.

A toi my best, celle qui me fait échapper les mots et expressions quand je veux parler
d’elle. A la personne pour qui je dis je suix vraiment chanceuse pour avoir étre ta
fille a toi. Maman(sadjia), je t’aime infiniment, que dieu te garde pour nous, et qu’il
m’aide a étre assez reconnaissante pour tous ce que tu m’as donné.

A mes meilleurs sceurs du monde : Ouissam, Dalila, Lidia, qui sont aussi mes

meilleurs amies je vous aime.Qui m’ont toujours appris a garder de [’espoir pour un
demain qui doit toujours venir, et a ne jamais laisser tomber mes réves.Les mots me
manquent mais je Suis sure que vous me compreniez.

A mes deux chers petits freres: Houssine et Anis, qui m’ont toujours entouré
d’amours, de respect, la vie est un paradis sur terre parce que vous y existez.

A ma grand-meére que dieu te garde.

Aux enfants de la famille que j’adore :Yanis, Amine, Anila, Manel, Melissa, Imane,
Khadija.

A la personne qui a toujours été dans mes yeux, prés de mon cceur, a l’'une des rares
personnes qui sont chers Ouidad Dahbi.

A toute la famille. A ma chere binome Lidia, je veux te dire merci pour tous les
moments inoubliables que j’ai passés avec toi, ou on a beaucoup travaillé et rit,
regois tous mes remerciements et mon amitie.

A mes chers amies : Hayat, Rosa, Karima, Saida, Houda, Feriel, Louisa, Sonia.

Meriem



Dédicaces

A mon trés cher pére

Aucune dédicace ne saurait étre assez éloquente pour exprimer ce que tu mérites pour tous les
sacrifices que tu n’as cessé de me donner depuis ma naissance, durant mon enfance et méme a
[’dge adulte.

Tu as fait plus qu’'un pere puisse faire pour que ses enfants suivent le bon chemin dans leur vie et
leurs études.

Je te dédie ce travail en témoignage de mon profond amour. Puisse Dieu, le tout puissant, te
préserver et t’accorder santé, longue vie et bonheur.

A ma trés cheére mere

Affable, honorable, aimable : Tu représentes pour moi le symbole de la bonté par excellence, la
source de tendresse et ’exemple du dévouement qui n’a pas cessé de m’encourager et de prier pour
moi.

Ta priere et ta bénédiction m’ont été d’un grand secours pour mener a bien mes études. Je t 'aime
plus que toute maman.

A ma grand-mére

Puisse Dieu, le Trés Haut, t’accorder santé, bonheur et longue vie.
A mes trés chéres sceurs et frere

Souhila, Moumouh, Salima, Assiaet ma petite sceur adorée Leatitia :

En témoignage de I’attachement, de |’amour et de [’affection que je porte pour vous. Je vous
remercie pour votre hospitalité sans égal et votre affection si sincere.

Je vous dédie ce travail avec tous mes veeux de bonheur, de santé et de réussite. Et sans oublier mes
beaux freres et ma belle sceur.

A mes neveux que j’aime le plus Nelia & Ahcene Elyas

Aucune dédicace ne saurait exprimer tout [’amour que j’ai pour vous, Votre joie et votre gaieté me
comblent de bonheur. Puisse Dieu vous garder, éclairer votre route et vous aider a réaliser a votre
tour vos veeux les plus chers.

A mon cher beau frére Toufik

Qui m’a assisté dans les moments difficiles et m’a pris doucement par la main lorsque j 'avais
besoin d’aide. Je te suis tres reconnaissante, et je ne te remercierai jamais assez pour tonamabilité,
ta générosite, ton aide précieuse. Tu a étais comme un grand frerve pour moi je te souhaite tout le
bonheur du monde.

A mes chéres amies
Meriem, Louisa, Razika, Aziza, Yousra, kenza, Sonia, Celia, Siham, Dihia, Taous, Ryma, Feriel.

Lidia



Liste des abréviations

ATCC : American Type Culture Collection

AX : Amoxyciline

CN : Gentamycine

CMI : Concentration minimale inhibitrice
EAG/g.MS : Equivalent d’acide gallique par gramme de maticre séche
Fox 30: Foxomycine

FRAP: Ferric reducing antioxidant power

1Cso: Concentration inhibition 50%

K : Kanamicyne

mg EAG: Milligramme équivalent d’acide gallique
MH: Mueller Hinton

P : Phosphomycine

PN : Pénicilline

PPT: Polyphénols totaux

ROS: Reactive Oxygen Species

AAT: Activité Antioxydante Totale

Vit C: Vitamine C



Liste des figures

Figure 1: Morphologie de Raphanuis SALIVUS L...............cccveeeueeesueeniiieeeiieescieeeeieeeeveeesseeesennee e 4

Figure 2 : Section longitudinale de la fleur de Raphanus sativus L ............ccccevveevenoencennennenne. 4

Figure 3 : structure chimique de 1’acide benzoique............ccccvieviieriieniienieeieecie et 9

Figure 4 : Stucture chimique de ’acide ciNNamMIQUE ...........cceveeeiiiiieiiieeiie et e 10
Figure 5: Structure chimique de benzo-2-pyrone (1S0-COUMATINE) ....c..eevververreerverrueneeneenieneeennes 10
Figure 6 : EXemple d€ COUMATINE.........ccecviieiiieeeiie e ceeeeiee et eetee e et eesaeeeeaeeesseeennneeesneeens 10
Figure 7 : La structure transe-reSVEratol.........c..eeuieriieriiieiieeieeieeeie ettt et e e siae e 11
Figure 8 : La structure chimique de ligNanes ............cccoeviiieiiieeiiieciie et 12
Figure 9: Structure chimique des principaux aglycones des flavonoides............ccccevveeeniieennnenns 13
Figure 10 : Structure chimique d’anthOCyanes...........ccceevieriierieiiieeiieie e 14
Figure 11: Les étapes d’obtention d’une poudre ...........cccveeevieeeiiieeiie et 22
Figure 12: Schéma illustrant I’extraction des composés phénoliques ..........cccceevveeiienienieennnnn. 29
Figure 13 : Les étapes de dosage de polyphénols totauX..........ceevuveeriuiiieiiieeiiieeiee e 31
Figure 14 : Protocole du test phosphomolybdate ............ccceeviieiiiiiiienieiiieieeeeee e 33

Figure 15: Mécanismes réactionnel intervenant lors du test de FRAP entre la complexe Fe (II)

et un antioXydant (AH) .......occioiieiiiiie e 34
Figure 16 : Protocole du test de réduction du fer (FRAP)........cooovviiiiieieeeeeeeee e 35
Figure 17 : Structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite .............cocevveneeniennnee. 36
Figure 18 : Aspect d’extrait apres filtration et apres €vaporation ..........cccceeevveeeeveeeecveesieeesineeenns 41
Figure 19 : Courbe de test ATC de I’extrait hydrométhanolique et de 1’acide ascorbique.......... 43
Figure 20 : Courbe de test DPPH pour le pourcentage d’inhibition du ’extrait....................... 44

Figure 21 : Courbe de test FRAP de I’extrait et de 1’acide ascorbique .........cccceeeveeeeieeenieeecnnens 45



Liste des tableaux

Tableau I : Activité biologique de quelques composés phénoliques...........ceevveeviienieenienieenneen. 20

Tableau II : Souches bactériennes pour 1'évaluation du pouvoir antibactérien de Raphanus

sativus L et les antibiotiques de Téférence.........ccoevvvieeiiieecieeriie e 22
Tableau III : Les dilutions d’extrait pour la détermination des CMI ..........c.cccccvveeviiiieiiennieenee. 38
Tableau IV : Les résultats de 1’analyse phytochimique.............cccooeveeiiieniienienieiiieeeeee e 39
Tableau V : Aspects, rendement et couleurs d’extrait phénolique..........ceeevveeeciieenciieenieeeeieenee, 41

Tableau VI: Les diamétres des zones d’inhibition (moyenne + ET) exprimés pour I’extrait

hydrométhanolique de Raphanus sativies L ..........cccccveeeeeniiiiiinieeiieie e, 46

Tableau VII : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des antibiotiques vis-a-vis des souches

DACEETIEIINIES .oeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeseeeeenenenenmnesenenennnnn 47



Résumé :

Dans la présente étude nous avons tenté d’évaluer la plante médicinale Raphanus
sativus L qui a été sélectionnée afin d’estimer sa composition en métabolites secondaires
(composées phénoliques, flavonoides, tanins...etc.) et son activit¢é antioxydante et
antibactérienne.

L’analyse physicochimique a montré une teneur en eau importante, ainsi en cendre
cela explique que la plante est riche en eau et en minéraux de plus son pH est peu acide.

Nous avons eu recours a des tests phytochimiques par plusieurs méthodes qualitatives
basées sur des phénomenes de précipitations ou de coloration a 1’aide des réactifs spécifiques.
Les résultats de ce screening phytochimiques confirme la richesse de cette plante en composés
phénoliques (tanins catéchiques et galliques, flavonoides, flavones, leucoanthocyanes,
coumarines, anthocyanes, quinones combinés), en compos€s terpéniques (saponosides,
stéroides, stérols), en composés azoté (alcaloides).

L’estimation quantitative des polyphénols totaux a montré que 1’extrait hydrométhanolique
de Raphanus sativus L. est riche en polyphénols totaux (136.6 mg GAE/ml). En outre, une
¢valuation de I’activité antioxydante de cette espece vis-a-vis de FRAP (64.14%), DPPH
(65.65%), TAC (61%), a montré que son extrait exhibe un pouvoir antioxydant intéressant.

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’extrait hydrométhanolique de Raphanus
sativus L étaient positifs sur S. aureu (ATCC 25923) avec un diamétre d’inhibition de 12 mm
et 10 mm de @ pour E. coli (ATCC 25922) et P. aeroginosa (ATCC 25922), par contre nous
avons enregistré une faible activité contre K. pneumoniae (ATCC27853) avec un diametre
d’inhibition de 9 mm de O.

Mot clés: Raphanus sativus L. analyse phytochimique, polyphénols totaux, extrait
hydrométhanolique, activité antioxydant, activité antibactérienne.



Abstract

In the present study we tried to evaluate the medicinal plant Raphanus sativus L which was
selected to estimate its composition in secondary metabolites (phenolic compounds, flavonoids,
tannins....), it’s antioxydant activity, and it’s antibacterial activity.

The physicochemical analysis has shown significant water content, so ash that explains that
the plant is rich in water and minerals and its pH is low acid.

We used photochemical tests with several qualitative methods based on precipitation or
staining phenomena using specific reagents. The results of this phytochemical screening confirm the
richness of this plant in phenol compounds: (some cathechic and gallic, flavonoids, flavones,
leucoanthocyanins, coumarins, anthocyanins, quinones combined), in terpene compounds:
(saponosides, steroids, sterols), and alcaloides.

Quantitative estimation of total polyphénols (by the Folin-Ciocalteu method), showed that the
hydromethanic extract of Raphanus sativus L (136.6 mg GAE/ml). In addition, an evaluation of the
antioxidant activity of this species vis-a-vis FRAP, DPPH, TAC has shown that its extract exhibits an
interesting antioxidant power suggesting their use in agri-food, cosmetics and pharmaceutical industry.
The antibacterial activity of the extract was evaluated by the diffusion method on agar medium with
respect to four reference bacterial strains; three negative grams: (Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiellapneumoniae, Escherichia coli), and a positive gram (Staphylococcus aureus), the results
show antibacterial activity of the extract. However, the best activity was obtained with S.aureus (12
mm). Minimum inhibitory concentrations of the extracts not revealed antibacterial properties by the
dilution method in solid medium.

Keywords: Raphanus sativus L, photochemical analysis, antioxidants activity, FRAP, DPPH,
TAC, antibacterial activity, CMI.
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Introduction

Introduction

Face au phénomene grandissant de I’émergence et de la réémergence des maladies
dans le monde, les pays en développement sont les plus vulnérables. Ainsi, les maladies
infectieuses constituent une préoccupation importante de santé publique a cause de leur

fréquence et de leur gravité dans ces pays (TRAORE et al., 2012).

Les agents responsables de ces infections sont divers et variés comprenant aussi bien
les champignons, les bactéries, les protozoaires et les virus. Pour lutter contre ces agressions
microbiennes, le monde scientifiques a développer de nombreux traitement pour soulager les
patients (TRAORE et al., 2012). Cependant I’acquisition de ces médicaments s’avere

extrémement difficile a cause des couts élevés et rend 1’accessibilité aux soins médicaux
la médecine traditionnelle.

Effectivement, les plantes sont utilisées depuis la préhistoire par I’homme pour des
besoins nutritionnelles et thérapeutiques et sont la source majeure de drogues a cause de leur
richesse en métabolites secondaires (KONATE et al. 2011 ; NOSTRO et al. 2000 ;
NSIAKOUE et al., 2013).

La communauté scientifique s’est orientée vers les substances d’origines naturelles
notamment les plantes médicinales dans I’optique de trouver des nouvelles molécules qui
contribueront non seulement a lutter de fagon efficiente aux affections microbiennes mais

¢galement de valoriser la médecine traditionnelle.

Notre choix s’est dirigé vers la plante Raphanus sativus L qui fait partie dela famille
de Brassicaceae, elle est connu pour ses propriétés thérapeutiques dont antispasmodiques,

antioxydante, laxative...etc.

Les vertus thérapeutiques du radis sont bien connues, surtout dans la compagne pour

soigner la coqueluche (ROSFELD et GETTY, 2008).

Notre étude a pour objectif de déterminer la composition de la partie aérienne (feuilles
et tige) en métabolites secondaire, et d’évaluer 1’activité antimicrobienne et antioxydante de

cette plante.

Notre travaille est subdivisé en quatre chapitres, le premier traite la plante Raphanus
sativus L., le deuxiéme détermine les métabolites secondaires, le troisieme chapitre matériels

et méthodes, le quatriéme chapitre résultats et discussions.
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Chapitre 1 Généralités sur Raphanus sativus L.

I.1. Présentation

Le radis, est une plante annuelle ou bisannuelle de la famille des moutardes, cultivée
pour sa grande racine pivotante succulente. Le radis commun est probablement d’origine

asiatique ou méditerranéenne et est cultivé dans le monde entier.

Raphanus raphanistrum L. est ’ancétre plus que probable de 1’espéce polymorphique
Raphanus sativus (SHIPPER, 2004).

Les romains disposaient de trois noms différents pour désigner le gros radis :
armoracia, radix et Raphanus armoracia dérive du grec. Mis a part I’espagnol Remolacha qui
a pris le sens de betteraves, tous ses descendants sont des noms locaux qui désignent de gros

radis. En dehors de I’Italien ramolaccio (CHAUVET, 2007).

Le radis fait partie, de la famille des cruciféres. Aujourd’hui cette famille est appelée
Brassicacées, nom qui vient de brasssica, ¢’est-a-dire du chou. Cela signifie que ses fleurs ont

quatre pétales disposés en croix, forme typique de cette famille (SHIPPER, 2004).
1.2.0rigine et répartition du Raphanus Sativus L.

L’aire de diversité maximale du radis se situe entre I’est de la Méditerranée et la mer

caspienne, qui est probablement le centre d’origine de cette espece.

Le radis était déja cultivé dans les temps anciens dans la Méditerranée, de la s’est
diffusé en chine avant J-C et au japon apres J-C. Sa variabilité diminue graduellement de la
mer caspienne jusqu'a la chine, et encore plus vers le japon, c’est aussi une espéce cultivée

depuis les temps anciens dans les oasis du Sahara et au Mali.

Le radis peut maintenant se trouver comme plante cultivée a travers le monde sous de
nombreuses formes différentes, allant de petites plantes annuelles a des bisannuelles a grosses

racines charnues (SHIPPER, 2004).
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Systématique de Raphanus sativus L.

Selon Cronquist, 1981 la classification du radis est la suivante :

Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta
Division : Mognoliopsida
Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Capparales
Famille : Brassicacaceae
Genre : Raphanus
Espece : Sativus

I.4. Description botanique de la plante

Les radis cultivés sont considérés comme des plantes annuels. Cependant, les grosses
variétés tardives devraient plutot étre classées en bisannuelles. Les graines sont rougeatres,
arrondies ou un peu allongées, avec des faces ordinairement un peu aplaties. Les feuilles sont
de forme obovales et peuvent étre sinueuses, crénelées, dentées ou dentelées ; les feuilles
situées a la périphérie sont a limbes entiers, les feuilles centrales peuvent étre fortement
découpées en lobes. Les tiges florales de 50 a 80 Cm sont rameuses, dressées et creuses

(figure 1) (BOUCOURT et al., 1995) .

Les fleurs du radis, typique de celle des Brassicaceae sont constituées de 4 sépales, 4
pétales (blanc rosés), de 6 ¢tamines et d’un ovaire formé de 2 carpelles, elles sont disposées

en une panicule lache aux extrémités des tiges ou hampes florales. Les nectaires sont situés a

la base des étamines (figure 2) (MC GREGOR ,1976).
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Figure 1: Morphologie d’un tubercule de radis. (Anonyme 1).

Anthére

\‘Fj.let
Pédicelle

Figure 2: Section longitudinale de la fleur de Raphamus sativus (Gregor, 1976).
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Les fleurs de l'espéce Raphanus sativus L .sont complétes, bisexuées, c'est-a-dire avec
un male fonctionnel (androcée) et une femelle (gynécée) (Anonyme 2)

I.5.Conditions pédoclimatiques

En général, les Brassicacées demandent un sol profond, pourvu en matiére organique

gardant bien 1I’humidité.

Afin d’éviter les risques de maladies et parasites la culture ne doit pas se succéder a
elle-méme ni & aucune autre culture de la méme famille pendant au moins 4-5 ans, de plus elle

ne doit pas étre implantée a proximité d’une autre culture de la méme famille.

Les Brassicacées supportent en général assez mal la chaleur et la sécheresse,
particuliérement au moment de la floraison (ce sont des plantes printani¢res qui démarrent tot

et fleurissent tot).

Elles sont exigeantes en soufre. Elles sont également sensibles, surtout au stade jeune,
a ’altise, insecte sauteur de 2 a 5 mm qui se nourrit de cotylédons et de jeunes feuilles en les

criblant de trous et qui peut entrainer de sérieux dégats voire détruire une jeune culture.

Une chaleur excessive et une attaque d’altises vont entrainer une diminution de la

quantité et la qualité des graines récoltées (Anonyme 3, 2013).
1.6. Différentes variétés du radis

D’aprés MAZOLIER (2009), il existe plusieurs variétés du radis

e Le demi-long rouge a bout blanc: le plus courant. On distingue 2 aspects : a petit
bout blanc et a grand bout blanc.

e Le rond rouge: moins cultivé, risque d’éclatement plus important, feuillage plus
court.

e D’autres types sont parfois cultivés : rond rouge a bout blanc (National), rond rose,
cylindrique rose (Gaudry).

e Radis d’hiver : radis noir tres allongé et assez volumineux. (MAZOLLIER, 2009).
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I.7. Composition chimique et valeur nutritionnelle

Les plantes produisent une gamme étonnante de produits chimiques organiques avec
une énorme diversité de types structurels. Ces produits naturels sont synthétisés a travers un
réseau diversifi¢ de voies biochimiques, dont la plupart appartiennent au métabolisme

secondaire (CSEK et al., 2006).
1.7.1. Principes actifs de Raphanus sativus L.

e Les antioxydants

Le radis renferme différents types d’antioxydants, composés qui protégent les cellules
du corps des dommages causés par les radicaux libres et préviendraient le développement de

maladies cardiovasculaires, de certains cancers et d’autres maladies liées au vieillissement.

Le radis rouge contient des anthocyanines, principalement les pelargodinines, tandis
que le radis blanc renferme du Kaempférol (un flavonol). Les différentes variétés de radis

contiennent aussi la peroxydase, une enzyme antioxydante.

Ces composés ont démontré in vitro et chez ’animal des effets prometteurs pour la

prévention du cancer (MANSFELD, 2011).

e Les glucosinolates

Comme la majorité des légumes cruciféres, le radis renferme des glucosinolates qui
ont la capacité de se transformer en molécules actives (des isothiocyanates) lorsque 1’aliment
qui en contient est haché, mastiqué ou au contact de la flore bactérienne intestinale. La
cuisson des légumes cruciféres entraine cependant une perte de glucosinolates dans 1’eau de

cuisson.

Le radis noir renferme de deux a cinq fois plus de glucosinolates que certaines variétés
de radis rouges ou blancs. Plusieurs de ces molécules contribueraient a limiter le développement

de certains cancers (MANSFELD, 2011).

e Méthylidogermabullone :

Des chercheurs ont identifi¢é un composé présent dans la racine du radis, le

méthylisogermabullone, qui aurait la propriété d’accentuer la motilité intestinale chez
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I’animal. Ces travaux pourraient expliquer ’emploi du radis en médecine traditionnelle

(MANSFELD, 2011).
I.7.2.Valeur nutritive

Peu énergétique, les radis roses fournissent a peine 15 calories pour 100g, ce qui les
place parmi les aliments les moins énergétiques. Les protéines et les lipides n’étant présents
qu’a I’état de traces, ce sont les glucides (2,5 a 3,5g) qui apportent 1’essentiel des calories,

constitués en majorité par les sucres simples (glucose et fructose).

Les radis présentent aussi une haute densité en minéraux et oligo-¢léments pour 100
calories. Ils fournissent 1620mg de potassium, 133mg de calcium, 47mg de magnésium, 5,3
de fer, cela leur confére d’intéressantes propriétés reminéralisantes. Les radis constituent
¢galement une bonne source de vitamine C puisqu’ils en apportent en moyenne 23mg aux

100g (MANSFELD, 2011).
I.8. Propriétés pharmacologiques de la plante

Les vertus thérapeutiques du radis sont bien connues, surtout a la campagne ou 1’on a
depuis longtemps recours a ce tubercule pour soigner la coqueluche et la toux opinidtre et
d’irritation, connu aussi comme expectorantes, antispasmodiques, laxatives, cholagogues. Il
semble que, consommé comme aliment, le radis ait la faculté d’éliminer et de prévenir les

calculs rénaux et de stimuler la fonction digestive.

Contenant un puissant révulsif, cette plante soigne efficacement les sciatiques les plus
rebelles extrémement vénéneuse quand elle est fraiche, elle perd sa toxicité avec le séchage

(ROSENFELD et al., 2008).
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IL.1. Introduction

A coté des métabolites primaires classiques (glucides, protides et lipides), les végétaux
accumulent fréquemment des métabolites dits « secondaires » qui représentent une source
importante de molécules utilisables par I'homme dans des domaines aussi différents que la
pharmacologie ou I'agroalimentaire (HERBERT, 1989). Les métabolites secondaires sont
classés en trois grands groupes, parmi lesquels, on cite les composés phénoliques, les terpénes
les stéroides, et les composés azotés dont les alcaloides (BRUNETON, 1999). Chacune de ces
classes renferme une trés grande diversité de composé€s, qui possédent une trés large gamme
d'activité biologique (Li, 2007). Les métabolites secondaires sont réputés par leurs activités
biologiques nombreuses comme antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques,
anti-inflammatoires, diurétiques, gastro-intestinales et antioxydante (HARBORNE, 1998;

BRUNETON, 2009).

Les métabolites secondaires des plantes constituent un groupe diversifié de composés
chimiques d'origine naturelle qui n'ont généralement aucune fonction primaire évidente en ce
qui a trait a la croissance des cellules de la plante. Ils sont synthétisés par la plante en réaction
a des stimuli extérieurs et ont souvent une fonction régulatrice dans le cadre d'une série de
réactions physiologiques et métaboliques en cascade a la suite d'un stress environnemental ou

d'une attaque par des ravageurs (BRANDT et al., 2001).
I1.2. Classification de métabolites secondaires
I1.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent étre
définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes (d’ou la
dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils sont essentiels dans l'interaction

de la plante avec son environnement.

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (URQUIAGEA et LEIGHTON,
2000). La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
(acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins

condensés) (MACHEIX et al., 2005). Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées
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(URQUIAGA et LEIGHTON, 2000). D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la
base des principes actifs que l'on trouve chez les plantes médicinales. Chez 1'homme, ces
molécules traces jouent un role important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle
des fruits et 1égumes et leur impact sur la santé¢ des consommateurs (effet antioxydant, effet

protecteur contre l'apparition de certains cancers...) (MACHEIX et al., 2005).
I1.2.1.1. Les acides phénoliques simples

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique.
I1.2.1.1.1. Acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside (figure 3).
L’acide gallique et son dimeére (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs
des tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la

vanilline, est trés utilisé dans le secteur pharmaceutique (BRUNETON, 1999).

OH

Figure 3 : Structure chimique de I’acide benzoique (BELAICHE, 1979)
I1.2.1.1.2. Acides phénoliques dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution trés large, les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont
peu fréquents (BRUNETON, 2009). Les acides cinnamiques et caféique sont des
représentantscommuns du groupe de dérivés phénylpropaniques qui différe par son degré

d’hydroxylation et de méthoxylation (figure 4) (COWAN, 1999).
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OH

Figure 4 : Structure chimique de I’acide cinnamique (BELAICHE, 1979)
11.2.1.2. Coumarines

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-a-pyrone (figure 5) (O’ KENNEDY et THORMES, 1997) et
toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle (figure 6). Elles se trouvent dans la nature soit a
I’¢état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique

du foin (COWAN, 1999).

- Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de
lachaine latérale.

- Les coumarines ont fréquemment un role écologique ou biologique, En outre, les
coumarines présentent des activités cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes,
tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes, hypotensives. Elles sont aussi

bénéfiques en cas d’affections cutanées (GONZALEZ-GALLEGO et al., 2007).

O

Figure 5: Structure chimique de Benzo-2-pyrone Figure 6: Exemple de coumarine

(iso-coumarine) (GONZALEZ-GALLEGO et al., 2007). ~ (GONZALEZ-GALLEGO ez al., 2007)

10
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11.2.1.3. Les stilbénes

Présentent une structure en C6-C2-C6, avec un cycle A portant deux fonctions
hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou méthoxyles en
méta, ortho et para. Les deux noyaux aromatiques sont reliés par un double liaison, formant
un systéme conjugué (figure 7). Cette particularité leur confére une grande réactivité due a la
délocalisation des €lectrons 7 sur la totalité de la molécule. Les stilbénes se trouvent en petites
quantités dans 1’alimentation humaine (BELKHIRI, 2010). Ils sont généralement isolés des
plantes sous formes hydroxylés, méthylés, esterifiés, glycosylés ou méme prenylés. Leur
solubilité est négligeable dans 1’eau et accrue dans la plupart des solvants organiques (JEAN-

DENIS, 2005).

OH

Figure 7: Structure chimique du trans-resveratol (FLEURIET et al., 2005)
I1.2.1.4. Les lignanes

Les lignanes répondent a une représentation structurale de type (C6-C3)21’unité (C6 -
C3) (figure 8) est considérée comme un propylbenzéne. Ce sont des composés phénoliques
bioactifs, non-nutritifs, non caloriques. On les trouve en plus forte concentration dans le lin et
les graines de sésame et en faibles concentrations dans les fruits et les 1égumes (PETERSON,

2010).

Il ont été définit comme étant les dimeres des phénylpropanoides ou deux unités de
phénylpropane C6-C3 sont li¢es par leur 8 carbones (SAINVITU et al., 2010). Ils proviennent
de la condensation initiale de deux molécules phénoliques de type monolignol comme 1’alcool
coniférylique (MUANDA, 2010). Ce sont des substances phénoliques apparentées aux
lignines, ils n’ont guere de valeur alimentaire humaine. Ils sont présents dans la plante sous

forme de glucosides (DESCHEE, 2003).

11
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OH  CH,

Figure 8: Structure chimique de lignanes (JUTIVIBOONSUK, 1968)
I1.2.1.5. Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ils sont formés d’un
squelettede base a 15 carbones (C6-C3-C6). Ces composés existent sous forme d’aglycones
(génines) ou sous forme de glycosides et plus de 4000 structures sont connues a ce jour
(GERT et STEPHANE, 2001). Les principaux aglycones sont représentés dans la figure 9.
Tous les flavonoides peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré

d’oxydation du noyau pyranique central (BRUNETON, 1999).

Les flavonoides les plus étudiés appartiennent aux groupes des flavones, des flavonols,
en particulier, la quercétine et son hétéroside la rutine, mais aussi a ceux des flavanes,

flavanones et chalcones.

12
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Figure 9: Structure chimique des principaux aglycones des flavonoides (BRUNETON, 1993).

D’aprés BRUNETON (1993), on peut remarquer que :

Les flavones sont des 2-phénylchromones, incolores ;

Les isoflavones sont des 3-phénylchromones, beaucoup moins répandues que les
flavones ;

Les flavonols sont des 3-hydroxyflavones. Ce sont des pigments végétaux que 1’on
trouve souvent sous forme de glycosides ;

Les flavanones sont des 2,3-dihydroflavones ;

Les chalcones sont des isomeres des flavanones avec ouverture du noyau pyronique
entre les positions 1 et 2 ;

Les anthocyanidols sont des dérivés réduits des flavonols avec formation d’un
oxonium ;

Les flavanes ou catéchines sont également des produits de réduction, au moins

formellement, des flavonols.

13
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I1.2.1.6. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des composés hydrosolubles, de teinte rouge, violette ou bleue,
qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Les anthocynes sont présents dans la
nature uniquement sous forme d’hétérosides appelés anthocyanosides. Ces pigments sont tres
répandus dans le régne végétal et proche de flavonoides sur le plan de I’origine, de la structure

et la propriété pharmacologique (figure 10) (RIBEREAU et al., 1968)

JH

WY
L)

Anthocyane
Figure 10:La structure chimique d’Anthocyane (RIBEREAU et al., 1968)
I1.2.1.7. Les Tannins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de rendre imputrescible. Ces substance
sont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.
Tres répondu dans le régne végétal ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une
accumulation plus particulierement dans les tissus agés ou d’origine pathologique. Ils sont
localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides. On

distingue: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (ROUX et al. 2007).

e les tanins hydrolysable : ils sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en ose et en acide phénols, selon la
nature de celui-ci on distingue : les tanins gallique et les tanins ellagiques.

v’ tanins galliques: ils donnent par I’hydrolyse des oses et de I’acide gallique.
v’ tanins ellagiques : ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide

ellagiques.

14
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e les tanins condensés : ce sont des prothoanthocyanidine, c’est-a-dire des composés
polyphénoliques hétérogenes : dimeres, oligomeéres ou polymeres de flavones flavon-
3-ols, 5-dioxy-3,4-diols. Les tanins condensés sont des molécules hydrolysables, leur
structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par 1’absorbance du sucre

(BOUDJOUREEF, 2011).

Les tanins sont largement répandus dans les organismes végétaux et plus particulierement
dans les fruits, les graines de céréales et diverses boissons. Dans I'alimentation humaine, les

sources les plus importantes de tannins sont le vin et le thé (PENICAUD, 2009).
I1.2.2. Les stéroides et les terpénes
I1.2.1. Les stéroides

Les stéroides ne sont pas des terpénes mais des composés de biodégradation de
triterpenes. Ils constituent une classe de composés abondamment présent dans la nature (régne
animal et végétal). Le squelette de base des stéroides comprend 17atomes de carbone inclus

dans un systéme tétracyclique.

Le squaléne est le précurseur de tous les triterpénes (carotenes, stéroides et autres).Ce
dernier est un compos¢ achiral, formé par dimérisation réductive dupyrophosphate de
farnésyle, il subit une époxydation enzymatique pour conduire a un seul €nantiomere de

I’époxyde correspondant présentant un seul centre chiral (ODILE et ROUX, 2011).
I1.2.2. Les Terpeénes

Les terpénes ou les isoprénoides, ou les terpénoides, représentent le groupe le plus
ancien de petits produits moléculaires synthétisés par des usines et sont probablement le
groupe le plus répandu des produits naturels. Ce sont des constituants habituels des cellules
végétales, impliqués ou non dans des fonctions métaboliques essentielles (LAMARTI et al.,

1994).

Les terpénes sont présents chez tous les étres vivants et possedent des structures, des

propriétés physiques et chimiques, et des activités biologiques trés diverses.

Plusieurs d'entre eux sont exploités a 1'échelle industrielle (industrie des cosmétiques
et des parfums, industrie du caoutchouc, industrie agroalimentaire pour les ardmes et les

colorants alimentaires...etc.) (MINKUE, 2000). Parmi eux, certains sont des substances
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odorantes, comme par exemple le menthol et thymol, provenant d’huiles essentielles extraites
respectivement de feuilles de menthe et de fleurs de thym. Le myrcéne est un constituant du
houblon et le sclaréol est notamment utilis€¢ en parfumerie pour la syntheése de 'ambre gris.
D’autres isoprénoides possédent des roles physiologiques trés importants. Les ubiquinones et
les ménaquinones permettent le transport d'électrons lors des processus respiratoires. La
vitamine E, connue pour son action anti-oxydante, stabilise in vitro les acides gras insaturés et
les protége en empéchant leur peroxydation par piégeage des radicaux libres (ODILE et

ROUX, 2004).
I1.2.3. Les composés azotés

Les alcaloides sont les composés azotés les plus connus. Ils ont une distribution
restreinte car ils sont rencontrés chez 20% des angiospermes seulement. En plus des
alcaloides, on trouve dans ce groupe les acides aminés non protéiques, les glucosides

cyanogéniques et les glucosinolates (WALTON et BROWN, 1999).
I1.2.3.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques, le plus souvent d’origine végétale,
azotées, basiques donnant des réactions de précipitation avec certains réactifs (appelés réactifs

des alcaloides) et doués a faible dose, de propriétés physiologiques marquées.

Sur le plan chimique il constituent un groupe trés hétérogene possédant cependant

quelques propriétés physicochimiques communes.

On les rencontres chez de nombreux végétaux, ils peuvent étre présents dans tous les
organes. Une plante renferme rarement un seul alcaloide ; en général on a un mélange
d’alcaloides de constitution plus au moins apparentée ou l’un d’entre eux domine. Les
alcaloides existent rarement a 1’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils sont
combinés a des acides organiques ou a des tannins. Leur teneur est trés variable, généralement
comprise entre 0.1 et 2 a 3% du poids sec de la drogue (ODILE et ROUX, 2004). IIs
présentent des propriétés pharmacologiques marquées, ils ont de nombreuses utilisations en
thérapeutique, notamment au niveau du systtme nerveux central et du systéme
cardiovasculaire (YINYANG et al, 2014).De nombreux travaux ont d’ailleurs montrés
I’intérét des alcaloides dans ID’activité antiplasmodiale, antispasmodique, anticancérale,

antimycobacterial. Leurs effets laxatif et anti- rhumatismal, antalgique et analgésique ont
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aussi été révélés (SANTHOSH et SURIYANARAYANAN, 2014 ; YINYANG et al., 2014).
Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a alcaloides,

soit sous forme de préparations galéniques, soit, le plus souvent, pour I’extraction des

alcaloides qu’elles renferment (GAZENGEL et ORECCHIONI, 2013).
I1.3. Les propriétés antioxydante
I1.3.1. Les radicaux libres

L'oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais 'oxygeéne peut étre
également une source d'agression pour ces organismes (EKOUMOU, 2003). (En effet des
dérivés hautement réactifs de l'oxygeéne peuvent apparaitre au cours des réactions
enzymatiques ou sous l'effet des rayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de
transition. Les formes de l'oxygeéne provoquant ces troubles sont: I'oxygéne singulet O,, le
peroxyde d'hydrogene H,0,, les peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde O,, les
radicaux hydroxyles HO, peroxydes ROO et alkoxyles RO (CAVIN, 1999). Les conséquences
au niveau de l'organisme se font ressentir sur 'ADN, les lipides et les protéines (AHAMET,

2003.

Les propriétés des antioxydants découlent de la présence des noyaux aromatiques, a
doubles liaisons conjuguées et les groupements hydroxyles permettant le piégeage des
radicaux libres (KNERT et al., 2002).Ils permettent de maintenir la qualit¢ du produit et
d’augmenter la durée de conservation de ce dernier. Ils peuvent retarder la peroxydation des
lipides et de minimiser efficacement les rancissements. L’antioxydant naturel doit étre
efficace a faible dose, non toxique, soluble dans les graisses et stable dans le produit fini

(POKNORY et al., 2001).
I1.3.1.1. Les principaux antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants in vivo ont été proposées.
Elles incluent le béta caroteéne, I'albumine, 1'acide urique, les cestrogenes, les polyamines, les
flavonoides, l'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E...etc. Elles peuvent
stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de

lier les acides gras libres.

Quelques exemples d’antioxydants naturels :

17



Chapitre I1 Les métabolites secondaires

e Acide ascorbique : Vitamine C

La vitamine C est un antioxydant puissant. Elle participe dans les réactions avec la
vitamine E et lI'enzyme glutathion peroxydase pour la neutralisation des radicaux libres
(CHEICK TRAORE, 2006). La vitamine C agit principalement en piégeant directement les
ROS (majoritairement I'O; et ’ONOQO"). 1l est présent dans les 1égumes, le chou, le poivron et
les agrumes (COLETTE E, 2003). Elle joue un rdle important dans la régénération de la
vitamine E (BOSSOKBI, 2002).

e Vitamine E

La vitamine E prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en captant
les radicaux pyroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales (huiles d'arachide, de soja,
de chardon, de tournesol et d'olive pressées a froid) ainsi que dans les noix, les amandes, les
graines, le lait, les ceufs, et les 1égumes a feuilles vertes (AHAMET, 2003). Elle joue un role
préventif dans le développement des cancers et sur le vieillissement (CHEICKTRAORE,
2006).

I1.3.1.2. Mécanisme d’action des antioxydants

D’une maniére générale, en s’oxydant lui-méme plus rapidement qu’un autre, un
antioxydant pourra empécher 1’oxydation d’un autre substrat. Un tel effet résulte d’une
structure de donneurs d’atomes d’hydrogene ou d’¢lectrons souvent aromatiques, cas des
dérivés du phénol. Les antioxydants interviennent en interrompant la réaction en chaine de
peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-ci ne

puisse réagir avec un autre acide gras (BERSERT et CERVELIER, 1996).
I1.4. Activité antimicrobienne

On désigne par agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique
inhibant la croissance et/ou la survie des micro-organismes .Ces substances ayant une affinité
pour les cellules des parasites et le pouvoir de les tuer plus fort que les dommages qu'elles
causent a l'organisme; ce qui rendra possible la destruction des parasites sans perturbation
sérieuse de l'organisme. Les agents antimicrobiens agissent par différents mécanismes et
peuvent étre utilisés de diverses manicres, selon les objectifs recherchés et leur spécificité

d'action qui peut étre germicide ou germistatique.
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La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés
phénoliques, sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents

antimicrobiens en médecine populaire.

Les phénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité¢ peut étre li¢ a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhésines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire

(HAMIDI, 2013).

Les flavonoides montrent une activité antimicrobienne, exemple des travaux de
HARIKRISNNA et al. (2004), ont démontré le pouvoir antimicrobien d’un flavonoide
glycoside " prunine-6"-O-pcoumarate" contre deux souches de bactéries Gram+ (Bacillus
subtilis et Staphylococcus albus) et deux bactéries Gram- (Escherichia coli et Proteusvulgaris).
In vitro, chez les animaux de laboratoire, ils ont montré une inhibition de la croissance de
diverses variétés de lignées de cellules cancéreuses (NARAYANA et al., 2001). Les résultats
de BENARBA et al. (2015) montrent que les flavonoides possédent des effets thérapeutiques
contre plusieurs maladies tell que la toux, la grippe, la fievre, [’asthme, I’hypertension, et les

intoxications,

Des exemples de phénols et leurs activités sont présentés dans le tableau 1.

19



Chapitre I1

Les métabolites secondaires

Tableau I : Activité biologiques de quelques composés phénoliques

Polyphénols Activités Auteurs
Antibactérien (Didryet al., 1982)
Acide phénoliques | Antifongique (Ravnet al., 1984)
Antioxydants (Haase et Kato, 1984)
Coumarines Vasoprotectrices et (Mabry et Ulubelen, 1980)
antioedématique
Anti tumorales (Stavric et Mutula, 1992)
Anti carcinogenes (Daset al., 1994)
Flavonoides Anti-inflammatoire (Daset al., 1994)
Hypotenseur et diurétiques (Bidet et al., 1987)
Antioxydants (Bruneton, 1993)
Anthocyanes Protection des veines et capillaires | (Bruneton, 1993)
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Notre étude expérimentale a été réalisée au sein de 1’universit¢é Mouloud Mammeri de
Tizi-Ouzou au sein des laboratoires pédagogiques des analyses physicochimiques et

microbiologiques.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer certaines propriétés biologiques

(activité antibactérienne) d’extrait phénolique d Raphanus sativus L.
Le travail pratique est subdivisé en trois parties suivantes :

e Caractérisation phytochimique de la partie aérienne (feuilles et tiges) ;
e Extraction et dosage des polyphénols ;
e Evaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne d’extrait phénolique de la

partie aérienne de Raphanus sativus L.
I11.1. Matériel
I11.1.1. Appareillage et réactifs :

Le matériel utilisé dans notre travail expérimental: solvants, les réactifs chimiques et

milieux de cultures, les appareillages sont présentés en annex|1.
I11.1.2. Matériel végétal

Le matériels végétal est constitué de partie aérienne (feuilles et tiges) de Raphanus
sativus L, la récolte a été entreprise manuellement pendant le mois de mars 2018 dans la

région lazib wilaya de Tizi-Ouzou.
I11.1.3. Matériel biologique

Le test de I’activité antimicrobienne de 1’extrait méthanolique de la plante étudiée a

été effectué sur quatre bactéries, une bactérie Gram positif Staphylococcus aureus et trois
bactéries a Gram négatifs Escherichia coli et pseudomonas aeruginos, klebciell pneumonea.

Toutes les souches testées proviennent du laboratoire de microbiologie de 1’université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, tableau II (Annexe 2).
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Tableau II : Les Souches bactériens testées :

Souches Type Référence
Escherichia coli | Bacille Gram négatif ATCC 25922
Staphylococcus | i Gram positif ATCC 25923
aureus
Pseudomonas . L

. Bacille Gram négatif ATCC 27853
aeruginosa
Kiebsiell . Bacilles Gram négatif ATCC 25955
pneumoniae

II1.2. Méthode d’analyses

II1.2.1. préparation matériel végétal

Apres avoir nettoyé les feuilles et les tiges de la plante, le séchage a été réalisé a

température ambiante a 1’abri de la lumiére. Apres séchage pendant 15 jours, le matériel

végétal a été broy¢ a I’aide d’un mixeur, puis la poudre obtenu est conservée a température

ambiante et a I’abri de la lumiére jusqu’a son utilisation. La figure suivante résume les étapes

suivies pour I’obtention de poudre non tamisée.

Figure 11: Les étapes d’obtention de poudre : (A) ; nettoyage ; (B) ; broyage ; (C) ; la

conservation (originale)
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I11.3. Détermination des propriétés physico-chimiques de la plante séche
I11.3.1. Teneur en eau (NFV05-113,1972)
Mode opératoire

S5g d’échantillon en poudre est mis dans 1’étuve pendant 15 minutes a 105 + 2C, puis le
retirer et le placer dans le dessiccateur pour éviter toute réhydratation, apres refroidissement et
a I’aide d’une balance de précision, recommencer I’opération jusqu’a 1’obtention d’un poids

constant. La teneur en eau a été déterminée selon la formule suivante :
H%=M1-M2/P X 100

Soit :

H % : Humidité ;

M1 : Masse de la capsule (tare) + la matiére fraiche avant séchage (g) ;

M2 : Masse de I’ensemble aprés séchage (g) ;

P : Masse de la prise d’essai (g).

Matiére séche%=100-H%

I11. 3.2. Teneur en cendres (NFV 05-113, 1972)

Principe

L’¢échantillon est calciné a 550°C dans un four a moufle jusqu’a I’obtention de cendres

blanchatres de poids constant.
Mode opératoire

Dans des capsules en porcelaines, peser 5g d’échantillon (poudre), placer dans un four
a moufle réglé a 550°C pendant cinq heurs jusqu’a obtention d’une couleur grise clair ou
blanchatre, ensuite retirer les capsules de four et les mettre a refroidir dans le dessiccateur,

puis les peser.
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Expression de résultats
La matiere organique a été calculée selon 1’équation suivante :
MO%=M1-M2/P1X 00
Soit :
MO%: Maticre organique (g) ;
M1 : Matiere de capsule+prise d’essai (g) ;
M2 : Masse de la capsule apres incinération (g) ;
P : Masse de la prise d’essai (g).
La teneur en cendre (Cd) a été déterminée comme suit :
Cd=100-MO%
TC%=100-MO%
Soit : TC=Taux de cendres.
I11.3.3. Mesure du pH (NFV 05-108, 1997)
Il définit I’acidité du produit considéré, mesuré a 1’aide d’un pH-métre.
Mode opératoire

10 ml d’eau distillée chaude sont ajoutés a 2g d’échantillon (poudre), laisser refroidir
le mélange, étalonner le pH-meétre, en utilisant des solutions tampons, prélever comme prise
d’essai un volume V de 1’échantillon suffisamment important pour permettre I’immersion de
I’¢lectrode, noter ensuite la valeur du pH-metre. Il faut rincer 1’¢électrode avec de 1’eau

distillée avant et apres chaque mesure.
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I11.5- Analyse phytochimique de Raphanus sativus L.

La mise en évidence des différentes classe des métabolites secondaires constituant les
poudres de feuilles et tiges de Raphanus sativus L a été faite selon les méthodes standards de

screening photochimique (DAHOU et al., 2003 ; KUMAR et al., 2010).

La quantité de la substance recherchée est proportionnelle a I’intensité du précipité

formé ou a la coloration.
I11.5.1- Préparation de I’infusé

5 g de poudre, on ajoute 100ml d’eau distillée. Porter le mélange a I’ébullition pendant
15 minutes, apres filtration, le filtrat est ajusté a 100ml d’eau distillée. L’ infusé ainsi obtenu

est utilisé pour la recherche des différents composés chimiques.

Les tests phytochimques consistent a identifier les différentes familles des métabolites

secondaires existants dans la partie aérienne et ceci par une caractérisation qualitative.

Selon (DAIRA et al., 2016), les résultats sont exprimés selon le type de réaction :trés

positive (+++), moyennement positive ( ++), positive ( +), négative (-).
v Les Tanins

Quelques gouttes de la solution FeCl; a 1% sont ajoutées a 1 ml de I’infusé. Un test est
révélé positif par P’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou bleu-verte (TREASE et

EVANS, 1987).
v" Tanins galliques et catéchique

La différenciation entre les tanins catéchique et galliques est obtenue grace au réactif

de Stiasny (10ml de formol (35%) + 5ml d’acide chlorhydrique R) :

Sur 30ml de I’infusé on ajoute 15ml a 30 minutes. L’apparition d’un précipité de
couleur rose montre la présence des tanins catéchique.aprés filtration, le filtrat est saturé aves
10ml d’une solution d’acétate de solution (1%) et quelques gouttes de FeCl; (1%), le
développement d’une teinte bleu-noiratre indique la présence des tanins galliques non

précipités par le réactif de Stiasny (MIBINDZOU, 2004).
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v" Les Flavonoides

a) Les anthocyanes

A 5ml de I'infusé on ajoute 5 ml d’acide sulfurique (H,SO4) et Sml d’hydroxyde
d’ammonium(NH4OH), une coloration rouge en milieu acide et bleu violacée en milieu

basique révele la présence d’anthocyane (MIBINDZOU, 2004).
b) Réaction a la cyanidine

A 5ml de I’infusé, on ajoute 5 ml d’éthanol chlorhydrique (éthanol a 95°, eau distillée
et acide chlorhydrique R en volume égale de 5ml) ensuite quelque copeaux de magnésium

sont ajoutés ainsi 1ml d’alcool isoamylique.

L’apparition d’une coloration sur la couche surnageant d’alcool isoamylique indique la

présence des flavonoides libres (génines) :

- Une coloration rose-orangée indique la présence des flavones.
- Une coloration rose-violacée indique la présence des flavanones.

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

On effectue la réaction de la cyanidine sans ajouter des coupeaux de magnésium et on
chauffe pendant 10 minutes au bain- mari. En présence de leucoanthocyanes, il se développe
une coloration rouge cerise ou violacée ; les catéchols donnent une teinte brune-rouge

(MIBINDZOU, 2004).
v" Les coumarines

2 ml de I’infusé placé dans un tube dans lequel sont ajoutés 3ml de NaOH (10%), puis
agitation de la solution et I’apparition d’une couleur jaune indique la présence de coumarines

(DIALLO, 2000).
v" Les dérivés anthracéniques

1g de poudre dans 10ml de chloroforme chauffée prudemment au bain-marie pendant

3 minutes et filtré¢ a chaud. Le volume est ajusté a 10ml.

L’hydrolysat : une partie du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme, on ajoute

10ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique concentrée. On maintien le tube a essai
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dans le bain-marie bouillante pendant 15 minutes. La solution est refroidie sous un courant

d’eau et filtrée. Le volume est ajusté¢ a 10ml avec de I’eau distillée.
v" Les dérivés anthracéniques libre

Ils sont observés en introduisant dans un tube a essai 1ml d’extrait chloroformique et 1
ml de NH4,OH dilué. La coloration plus ou moins rouge apres agitation de la solution indique

la présence d’anthraquinones libres.

v' Les dérivés anthracéniques combinés
Les O-Hétérosides

Prélever Sml d’hydrolysat qui sont agités avec 5 ml de chloroforme, la phase organique
est introduite dans un tube a essai et 1 ml de NH4OH dilué et ajouté.aprés agitation, la présence
d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou moins intense. Si la réaction est

négative ou faiblement positive, on recherche les O-Hétérosides.

5ml d’hydrolysat auquel 3 a 4 gouttes de FeCI3 (10%) sont ajoutés, la solution est
chauffée pendant Sminutes au bain-marie. Aprés refroidissement, une extraction liquide-
liquide aves 5ml de chloroforme est réalisée. La phase chloroformique est récupérée et
introduite dans un tube a essai, 1ml de NH4OH est ajouté et la solution est agitée. Le test est

positif si la coloration rouge est plus intense apparue (DIALLO, 2000).

v Les C-Hétérosides

La phase aqueuse qui a été conservée au cours de la caractérisation des O-Hétérosides
est reprise par 10 ml d’eau distillée et Iml de FeCL; (10%) est ajouté. Le tube a essai
contenant la solution est maintenue dans un bain-marie bouillant pendant 30 minutes, apres
refroidissement, 5 ml de chloroforme sont ajoutés pour réaliser une extraction liquide-liquide,
la phase chloroformique est récupérée dans un tube a essai. Iml de NH4OH dilué est ajouté a

la solution qui est agitée.

Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de C-Hétéroside

(DIALLO, 2000).

v" Les quinones libres

Ig de poudre est placée dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther de pétrole. Apres

agitation et un repos de 24 heurs, 1’extrait est filtré et concentré au rotavapeur, puis quelques
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gouttes de NH4OH (10%) sont ajoutés, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet

la présence des quinones libre est conformée.
v" Les stérols et triterpénes

1g de poudre dans 20ml de d’éther pendant 24 heurs, ensuite 1ml de CHCL; est ajouté
au résidu de macérat évaporé.la formation d’un anneau rouge brunatre ou violet a la zone de

contact révele leur présence (MAMMADOU, 2012).
v Les stéroides

Sml de I'infusé plus 5 ml d’anhydride acétique sont reprit dans un tube a essai dans
lequel 0.5 de H2SO4 concentré sont ajoutés. L apparition d’une coloration violette qui vire au

bleu puis au vert indique une réaction positive (HARBORNE, 1998).
v Les saponosides

2ml de I’infusé avec un peu de 1’eau (2ml), puis la solution est fortement agitée. La

présence des saponosides est évaluée comme suit :

- Pas de mousse = test négatif ;

- Mousse moins de 1cm = test faiblement positif ;

- Mousse de 1-2 cm= test positif ;

- Mousse plus de 2 cm= test tres positif (TREASE et EVANS, 1987).

v Les stupéfiants

0.5 de poudre sont introduits dans un tube a essai aux quels Sml d’éther de pétrole sont
ajoutés et agitée pendant 15 minutes. Apres décantation, 1’éther de pétrole est récupéré et
évaporé a sec. L’ajout de 3 a 4 gouttes de KOH (5%) dans 1’alcool colore la solution en violet

en cas de réaction positive (HARBORNE, 1998).
v" Les alcaloides

5g de poudre avec 25ml de H,SO4 (10%), agitation et macération puis filtré et lavé
avec de I’eau distillée et complété 25ml de H2SO4, on obtient la solution (S1). On prend 1ml
de S1 et 5Sml de Dragendroff sont ajoutées, apparition d’un précipité confirme la présence des

alcaloides.
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I11.6. Détermination de la teneur en polyphénols totaux(PPT)
II1.6.1.Extraction des polyphénols

Le matériel végétal broyé (10g) est soumis a une extraction par macération dans
100ml de méthanol-eau dans une proportion (70 :30) en volume pendant 24 heurs puis
I’extrait obtenue est filtré et évaporé a sec a I’aide d’un rotavapeur a 45°C (BOUCHOUKA,
2016). Le résidu sec est pesé puis repris dans le méthanol pour le test antioxydante ou DMSO

(diméthyle sulfoxyde) a 1% pour le test d’activité¢ antibactérienne (BOUCHOUKA, 2016).

Le procédé d’extraction adopté est illustré dans la figure 12 ci-dessous :

Figurel2 : Schéma illustrant I’extraction des composés phénoliques

I11.6.2. Calcule de rendement en polyphénols

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

d’extrait et celle de la plante seche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

Rdt % = (PB/PA) x100




Chapitre 111 Matériels et méthodes

Soit :
PB : poids d’extrait brut.
PA : poids de la plante séche en poudre (BOUCHOUKA, 2016).

I11.6.3. Le dosage de polyphénols totaux (PPT)
Principe
La teneur en polyphénols a été¢ déterminée par spectrophotométrie selon la méthode de

Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). Ce réactif de couleur jaune est constitu¢ d’un
mélange d’acide phosphotunguestique (H;PW,0,¢) et I’acide phosphomolybdique (H;PMo Oyy).

Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu en un
complexe d’oxyde de tungsténe (WgO,3), I’intensité de la couleur est proportionnelle aux des

composés phénoliques oxydés (BIOZOT et CHARPENTER, 2006).

Cette méthode soit généralement utilisée et préférée, il est facile d’obtenir des résultats

comparatifs avec d’autres mati¢res végétales figurant dans la littérature.

Mode opératoire

La méthode adoptée pour le dosage des composés phénoliques totaux est celle décrite
par Kim et ces collaborateurs (KIM et al, 2003. Une quantit¢ de 100 pl de D’extrait
convenablement dilué¢ dans le méthanol 80% est mélangé avec 1 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu (10 fois dilu¢), apres 5 minutes, Iml du Na,COs (7%) est ajouté tout en agitant. La
solution est immédiatement diluée par 400ul avec de 1’eau distillée et le mélange est agité
vigoureusement. Apres incubation de 90 min a I’obscurité et a la température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 750nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Les étapes de dosage des polyphénols totaux sont représentées dans la figure 14 :
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Figure 13: Diagramme du dosage des polyphénols totaux (KIM et al., 2003).

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme de matiere seche (mg EAG/ g de MS) en utilisant 1’équation de la régression linéaire

de courbe d’étalonnage tracée avec 1’acide gallique (Annexe 3).

La teneur en composés phénoliques (TCP) d’échantillon analysé est calculée par la

formule suivante :

TCP=C.V/M

Soit :

C : concentration de 1’extrait ;

V : volume de solvant utilisé pour ’extraction ;
M : masse en gramme de la prise d’essai.

II1.7. Détermination de I’activité antioxydante

Trois tests ont été utilisés pour évaluer la capacité antioxydante in vitro de 1’extrait
hydrométhanolique de la partie aérienne, a savoir la réduction de phosphomolybdate

d’ammonium, pouvoir piégeur du radical DPPH+, et pouvoir réducteur du fer FRAP. Les
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résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme de maticre

seéche.

L’acide ascorbique est utilisé comme référence dans les mémes conditions opératoires

ainsi que dans la méme gamme de concentration.
I11.7.1. Test du P’activité antioxydante totale (TAC)
Principe

L’activité antioxydante totale d’extrait, est évaluée par la méthode de réduction de
phosphomolybdate (Mo+6) au (Mo-+5) par les antioxydants selon la méthode de PRIETO et al.
(1999). Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate

/Mo) a un pH acide.
Mode opératoire

400 pl d'extrait sont mises dans un tube a essai et mélangées avec 4 ml du réactif
composé d’acide sulfurique (H,SO4) (0,6M), de phosphate de sodium (Na;PO4) (28 mM) et de
molybdate d’ammonium (4 mM). Les tubes sont ensuite agités et placés au bain marie
pendant 60 minutes a 95°C figure 14. L’absorbance de la solution préparée est mesurée a 695

nm contre un blanc préparé de la méme maniere (sans extrait) (PIERTO et al., 1999).
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ErtE B

T

Figure 14: Protocole du test TAC
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I11.7.2. Test du pouvoir antioxydant par réduction du fer (FRAP)
Principe

Les substances ayant un potentiel de réduction réagissent avec le ferricyanure de
potassium pour former le ferrocyanure de potassium, qui réagit a son tour avec le chlorure
ferrique pour donner lieu & un complexe qui a une absorption maximal a 700nm (figure 15)

(JAYANTHI et LALITHA, 2011).
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Figure 15: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
Fe (III) et un antioxydant (AH) (BENSIE et STRAIN, 1996).
Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé est celui de YILDIRIM, MAVI, et KARA (2001), ou
0.5 ml de I’échantillon a différentes concentrations (20 a 200mg/1), est mélangé avec 1.25 ml
d’une solution tampon phosphate a 0.2 M (pH= 6.6) et 1.25 ml d’une solution de ferricyanure
de potassium KsFe (CN) a 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidir a la
température ambiante. 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction, puis les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. 1.25 ml du surnageant
sont ajoutés a 1.25 ml d’eau distillée et 250 ul d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20)
a 0.1% (figurel6). La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un

spectrophotométre.
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Figure 16: Protocole du test de réduction du fer (FRAP) (YILDRIM et al., 2001).
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II1.7.3.Test du DPPH, activité radicalaire
Principe

La molécule de 1,1-diphényle-2-picryldrazyl (DPPH) est un radical libre stable, dont
la solution posseéde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand
une solution de DPPH est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d’hydrogene,
antioxydante, il y’a formation de la forme réduite figure 17. Ceci provoque la perte de la
coloration violette en coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible

a 517nm (BRAND-WILLIAMS, 1995).
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Figure 17: Structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite.
Mode opératoire

L’effet piégeur antiradicalaire de I’extrait étudié vis-a-vis du radical DPPH est évalué
selon la méthode décrite par HANSRAJ et ses collaborateurs (2006). Un volume de 2 ml de
DPPH (0.2mM) préparée dans le méthanol 80% est mélangé avec 2ml de I’extrait de la plante
ou de I’antioxydant de référence (vitamine C) a différentes concentration. Apres 30 minutes
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante. L’absorbance est lue a 517 nm. Le

résultat est exprimé en mg de vitamine C équivalent par g de matiére séche.
Le pourcentage d’inhibition (P1%) est calculé par la relation suivante :

PI1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs controle] x 100
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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.
I11.8- Activité antibactérienne

La détermination de 1’activité antibactérienne de 1’extrait hydrométhanolique de
Raphanus sativus L. A été évalué vis-a-vis des souches bactériennes pathogenes (identifiés
dans le laboratoire de microbiologie), département Biochimie-Microbiologie, par la méthode
de disques appelée aussi méthode de diffusion en milieu gélosé c’est une technique qualitatif
basée sur la mesure de diametre, découpés le papier wattman N°1 en disques, stérilisées et
imprégnés dans 1’extrait a testé puis les disques ont ét¢ déposés a la surface d’un milieu
préalablement ensemencé. Chaque essai a été répété trois fois dans les mémes conditions

d’expérimentation.

» Préparation des milieux de culture
Le milieu utilisé pour la culture des souches bactérienne est celui de Mueller Hinton
(MH).

» Préparation des disques

Des disques de papier Wattman de 6mm de diametre ont été préparés et stérilisés sont
mis dans un tube a essai, stérilisés dans 1’autoclave et conservés jusqu’au moment de leurs

utilisation.
» Préparation de pré-culture

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites Pétri contenant le

milieu MH et incubées pendant 18 a 24 heurs a 37°C.
» Standardisation des suspensions bactériennes

A T’aide d’une pipette Pasteur, nous avons prélevé quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et ont été mises dans 10ml d’eau physiologique stérile a 0.9% de sel

(NaCl). La suspension bactérienne est bien homogénéisée.

L’absorbance des suspensions bactériennes mesurée a une longueur d’onde de 620nm

et doit étre comprise entre 0.08 et 0.1 (BENHAMMOOU et al., 2008).
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» Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode des disques

Selon BENJILALI et al., (1986), les disques sont imbibés par 20 pl de I’extrait, par
ailleurs, le milieu de culture MH est coulé dans des boites de Pétri de 90mm de diamétre a

une ¢paisseur de 4 mm puis laisser refroidir.

Les boites de Pétri stériles préalablement coulées, sont ensemencées par écouvillonnage
a I’aide d’un écouvillon stérile, les disques contenant 1’extrait sont déposés a la surface de la

gélose. Chaque essai a été répété trois dans les méme conditions expérimentales.

» Lecture des résultats
Aprés incubation des boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures, toute activité
antimicrobienne se manifesterait par la formation d’un halo d’inhibition autour du disque ou
la culture est absente ; le diameétre sera mesuré en millimetres et comparé avec des diametres

de référence relatifs aux antibiotiques utilisés.

Les résultats obtenus sont symbolisés par des signes d’apres la sensibilité des souches

vis-a-vis d’extrait (PONE et al., 2003).

e Souche non sensible (-) ou restante : diametre < 0.8 ;
e Souche sensible (+) : diametre compris entre 0,9 et 1,4 cm ;

e Souche extrémement sensible (+++) : diamétre > a 2cm.
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IV.1. Résultats d’analyses physicochimiques

L’analyse physicochimique portée sur la détermination de la teneur en eau, (pH) et la
teneur en cendre a permet de dire que cette plante est riche en eau (49.60%), et une teneur en
cendre de (64%). Ainsi la mesure du Ph montre que la plante est peu acide (Ph de 6.06), ce
qui signifi¢ que la plante contient une quantité importante de minéraux par rapport a la

maticre organique de (34%).
IV.2- Résultats d’analyse phytochimque

Pour identifier la composition en métabolites secondaires présents dans Raphanus

sativus L., un screening chimique est fait selon la méthode standard de screening chimique.

Les résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau IV, (Annexe 3).

Meétabolites secondaires Quantité
Tanins Tanin catéchique ++
Tanin gallique +++
Alcaloide ++
Coumarine +++
Composees Anthocyane +++
flavonoiques
Flavone +++
Flavanone -
Flavanole -
Flavanonol -
Leucoanthocyane +++
Terpénoides Stérol + +
Triterpéne +
Saponoside + +
Dérivés Anthracénique libre -
anthracéniques Anthracéniques combinés : +++
C-hétéroside +++
O-hétéroside

(+++) : Abondance ; (+ +) moyen ; (+) faible ; (-) absence
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Les résultats de ce tableau révelent que, les feuilles et les tiges de Raphanus sativus L
sont riche en métabolites secondaires tel que (tanins galliques, anthocyanes, flavones,
coumarines, Anthracénique combinés, Leuconanthocyanes (+ + +)), de plus elles renferment
aussi (les tanins catéchique, les stérols, les saponosides, alcaloides) en quantité moyenne (+

+), par contre les triterpeénes) sont présents avec une faible quantité (+) .

En effet, en comparant la teneur en métabolites secondaires de cette espece a d’autres
especes herbacées nous constatons que Raphanus sativus L. est trés riche en (tanins galliques,

anthocyanes, flavones, coumarines, Anthracénique combinés, Leuconanthocyanes).

Les tests de recherche des anthraquinones libre et leucoanthracyanes réalis¢ par
DAOUDI en (2016) ont été négative chez ’espeéce Ruta chalpensis, par contre dans notre test

nous avons révélé la présence des leucoanthocyanes en abondance.

D’apres les travaux de DAOUDI et al.,(2016), Raphanus sativus L. et Ruta chalpensis
sont riche en alcaloides qu’on les trouve aussi chez Raphanus sativus L. Ces derniers
possédent des propriétés biologiques intéressantes, notamment 1’antiprolifération et

antalgique.

Concernant les composés terpéniques nous avons mis en évidence la présence de
saponosides, de stérols et les triterpenes, ces composés sont aussi présents chez 1’espece Ruta

chalpensis selon (DAOUDI et al. (2016).

Par ailleurs Ruta chalpensis est riche en flavones, flavanonols, et des flavanones selon
I’é¢tude faite par HNATYSZYN et al. (1974), alors que Raphanus sativus L. ne contient que

les flavones et les anthocyanes.

Les résultats montrent aussi la présence des C-hétérosides et les oses chez Raphanus
sativus L. ces composés ont été révélés par DAOUDI et al. (2016), chez Ruta chalpensis. Par

ailleurs, les dérivés anthracéniques sont absents.
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IV.3. Le rendement en polyphénols

Extrait apres filtration

Evaporation

v

Extrait aprés évaporation

Figue 19: Aspect, couleur, d’extrait apres filtration et apreés €vaporation.

Tableau V: Aspects, rendement et couleurs d’extrait phénolique.

Aspect d’extrait

apres filtration

Couleur d’extrait

apres filtration

Aspect d’extrait

apres évaporation

Coule de ’extrait

apres évaporation

Rendement %

Liquide

Vert clair

Pateux

Marron foncé

14.37%

Le rendement en extrait de la partie aérienne est de Raphanus sativus L. de 14.37%,

ce rendement est nettement supérieur a celui obtenu par MANSOUR et al.,, en 1990 sur la

partie aérienne de I’espéce Ruta chalpensis, qui est de 3.75%.

Les travaux de JOKIC et al. (2000); ARIMBOOR et ARUMUGHAN (2011),

confirment que I’eau et le méthanol sont les meilleurs solvants d’extraction, la présence d’eau

augmente la perméabilité des tissus végétaux et favorise le phénomene de diffusion de masse

dans 1I’étape d’extraction.

Selon 1I’¢tude réalisée par BEEVI et al.( 2010) sur la méme espece permet d’avoir

une teneur en PPT de (135.61mg/g), ce résultat est similaire a celui obtenu dans notre étude.
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IV.4- Résultats du dosage des polyphélos totaux de I’extrait hydrométhanolique

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de notre extrait a été effectuée

suivant la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (SINGLITON et ROSSI, 1965).

La courbe d’étalonnage est établie en utilisant 1’acide gallique, a différentes

concentrations comme référence (annexe 4).
Le dosage de polyphénols révele que I’extrait hydrométhanolique contient 136.6mg/g.

Ce résultat est supérieur a celui signalé par GHAZGHAZI et al. (2013), qui a
démontré que les meilleurs solvants d’extraction de polyphénols de cette espece sont le

méthanol et I’acétone.

Cependant la teneur en polyphénols de notre extrait est légérement inférieure a celui

obtenu par BEEVI et al. (2010), qui est de 142.85 mg/g dans I’extrait méthanolique.

En effet plusieurs facteurs interviennent dans le processus d’évaluation des PPT des
plantes. Ces teneurs varient qualitativement et quantitativement d’une plante a une autre.

Parmi ces facteurs :

- La méthode d’extraction (LEE et al., 2003).

- Le patrimoine génétique, la période de récolte, et le stade de développement de la
plante (MILIAUSKAS et al., 2004).

- Les facteurs climatiques (température ¢élevée...etc.), environnementaux Zone
géographique, sol, salinités.) et les maladies..... etc. (FALLAH et al., 2008 ;
EBRAHIMI et al., 2008).

- Lapériode de récolte et les conditions de stockage (PODSEDEK, 2007).

D’aprés KHOKHAR et al. (2002), la teneur en polyphénol du thé noir (135 mg/g) est
presque similaire a celle obtenu sur notre plante, sachant que le thé noir est connu par sa forte

teneur en polyphénols.
IV.5- Résultats de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante d’extrait de Raphanus sativus L. a été¢ déterminée en utilisant
trois tests différents a savoir; FRAP, la capacit¢ antioxydante totale, DPPH. L’activité
antioxydante est un systéme dépendant, plusieurs mécanismes ont été proposés pour étudier a

I’activité antioxydante telle que le don d’hydrogene, la terminaison de la réaction en chaine
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par les radicaux libres, chélation des ions catalytiques et élimination des peroxydes. La
caractéristique d’un systéme particulier peut influencer le résultat d’analyse, et aussi cela
pourrait fournir une approche plus fiable pour évaluer le potentiel antioxydant et

antiradicalaire (BEEVI et al., 2010).
IV.5.1- Capacité antioxydante totale

Les résultats obtenus illustrés en figure 19, révelent une activité antioxydante
appréciable de notre extrait avec une valeur de 61.46%, et une augmentation proportionnelle
a la concentration utilisée. Ainsi notre extrait présente une activité antioxydante avec un
IC50=0.173 + 0.003 qui est proche de celle de I’acide ascorbique (antioxydant de référence)
qui est de IC50=0.2+0.008 mg/ml.
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Figure 19: Courbe de test de TAC de I’extrait hydrométhanolique et de I’acide ascorbique

Le pouvoir réducteur de 1’extrait est di a la présence du groupement hydroxyle dans
les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électrons. Par conséquent, les
antioxydants peuvent étre considéré comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants
(SIDDHUR-AJU et BECKER, 2007), quelque étude antérieures ont également montré que le
pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle (JEON ez al., 2004).
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L’extrait de Raphanus sativus L. présente une activité antioxydante légérement
supérieure a celle obtenu par KHELIFI et al. (2016), sur Ruta chalpensis qui est de 0.1+0.002

mg/ml.

La variabilité de I’activité¢ antioxydante entre les deux especes peut étre expliquée par
la teneur en métabolites secondaires (RODREGUEZ et al., 2016). Néanmoins certains
auteurs rapportent I’augmentation de I’activité antioxydante a la formation de nouveau

composés antioxydants (TOMAIN et al., 2005).
IV.5.2- Test de piégeage du radical libre (DPPH)

L’activité antioxydante vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée par le spectrophotomeétre
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur jaune au

violet a517nm. (figure 20). La valeur du pouvoir réducteur est de 65.67%.

L’analyse montre qu’IC50 de I’extrait est similaire a celle trouvé par BEEVI et al.
(2010), (0.07+0.01 mg/ml) sur la méme espece, aussi ils ont trouvé que 1I’'IC50 sur feuilles de
Raphanus sativus L. est de 0.031£0.00, alors que I’'IC50 des tiges est de 0.042+0.01mg/ml).

La variabilité de I’activité antioxydante des extraits de différentes plantes peut étre
expliquée par la différence dans les métabolites secondaires, car les polyphénols semblent
étre de bon candidats du fait de la présence de nombreux hydroxyles pouvant réagir avec les

radicaux libres (GHAZGHAZI et al., 2013).
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Figure 20: La courbe de pourcentage d’inhibition de 1’extrait hydrométhanolique
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IV.5.3. Test réducteur de fer

L’activité antioxydante vis-a-vis le fer (Fe3+) a été évalué par le spectrophotometre
suivant la réduction qui s’accompagne par son passage de la couleur jaune au bleu vert dans le

milieu réactionnel a700nm.

La figure ci-dessous illustre les résultats obtenus pour le test FRAP de 1’extrait et de

I’acide ascorbique.
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Figure 21: Réduction de fer de I’extrait hydrométhanolique de Raphanus sativus L.

Les résultats obtenu, révelent une activité antioxydante appréciable de notre extrait,

qui est de 64.14%.

Le Pouvoir réducteur de I’extrait est dii a la présence du groupement hydroxyle dans
les composés phénolique qui peuvent servir comme donneur d’électrons. Par conséquent, les
antioxydants peuvent étre considérés comme des réducteurs et inactivateur des oxydant

(SIDDHYR-AJU et BECKER, 2007).

En comparant les tests réalisés pour la mise en évidence de I’activité antioxydante

FRAP, DPPH, TAC, on trouve que les résultats sont similaires.

45



Chapitre IV Résultats et discussion

IV.6.Résultats de ’activité antibactérienne

IV.6.1. Caractéres macroscopiques et microscopiques de microorganismes testés

Les caracteéres macroscopiques et microscopiques des différentes souches testées dans

(Annexe 5).

IV.6.2.Résultats de D’activité antibactérienne de D’extrait hydrométhanolique de

Raphanus sativus L.

L’action bactériostatique se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du
disque de papier imprégné de I’extrait étudié. Ainsi le diametre de la zone d’inhibition différe

d’une bactérie a une autre (Annexe 6).

Les résultats de 1’activité antibactérienne de 1’extrait hydrométhanolique de Raphanus

sativus L. regroupés dans le tableau VI.

Tableau VI : Les diamétres des zones d’inhibitions (moyenne + ET) exprimés par 1’extrait

hydrométhanolique.
Diametres de zone
Microoganismes d’inhibition (mm)
Extrait
S. aureus 12.00 + 0.00
E. coli 10.00£0.5
P. aeruginosa 10+ 0.00
K. pneumonia 9.00+ 0.00

Les résultats des antibiotiques de référence sont indiqués dans le tableau VII :
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Tableau VII: Diamétres des zones d’inhibitions des antibiotiques vis-a-vis les souches

bactériennes testées :

ATB Diameétre des zones d’inhibitions en (mm)
Souches CN P FOX 30 PN AX K N30
S. aureus 26 20 - - 16 / /
E. coli 26 - - 14 18 /
P. aeruginosa 22 - - - / 18
K. pneumoniae - - - - - / /

o Le diamétre des disques (6mm) est inclus dans la mesure des zones d’inhibitions

e (-):absence de zones d’inhibitions.

I1 ressort du tableau VII que I’extrait utilisé exerce un large spectre d’activité car il
agit sur les bactéries gram positifs et négatifs mais le degré de sensibilité différe d’une souche

testée a une autre.

D’apres les résultats obtenue, il apparait que les quatre souches bactérienne sont
sensible car les diametres d’inhibitions sont compris entre 9 et 14mm chez : E. coli 10 mm, S.
aureus (12 mm), P. aeruginosa (10 mm), par contre chez I’extrait a montré une légére

activité antibactérienne sur K. pneumonea avec un diametre de zone d’inhibition de (9 mm).

De plus nos résultats viennent consolider ceux rapportés dans la littérature que les
terpénoides et les composés phénoliques montrent la plus grande activité antibactérienne et
que la souche S. aureus est plus particulierement sensible aux composés phénoliques

(COWMAN, 1999).

Pour cette méthode de diffusion, un extrait est considéré comme actif lorsqu’il induit
une zone d’inhibition. Ainsi, la zone d’inhibition de I’extrait chez les quatre souches est

moins importante que celui obtenu par les antibiotiques de références (Tableau VIII).

D’aprés la recherche bibliographique il n’y a aucun travail portant sur 1’activité

antibactérienne de I’extrait hydrométhanolique de la partie aérienne de Raphanus sativus L.
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Cependant les travaux de BEEVI en (2008), sur I’extrait méthanolique. Les feuilles,
les tiges, séparément de la méme espeéce, montrent une activité antibactérienne plus
importante sur les méme souches testés S. aureus (19mm) ; K. pneumonea (18mm de Q) ; E.

coli (13mm de @) ; P. aeruginosa (15mm de ).

D’apres les résultats de cet auteur, I’extrait methanolique est plus actif par rapport a
I’extrait hydro méthanolique. Cependant 1’extrait hydro methanolique exerce une activité

antibactérienne dans la mesure ou il n’est pas un produit pur mais un extrait brute (SANOGO

etal.,2006 ; WERNER et al., 1998).
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Conclusion

Conclusion

Au terme de cette ¢tude qui a pour but d’évaluer in vitro Pactivité antioxydante et
antimicrobienne de I’extrait de Raphanus Sativus L. Toutefois, il nous a semblé opportun de
vérifier la présence de molécules pouvant conférer cette activité a la plante. Ainsi le screening
phythochimique a révélé la présence chez la plante des principales familles de composés
chimique: Les tanins, les alcaloides, flavonoides, Anthocyane, flavones, tri terpénes, saponosides,
Anthracénique combing, ainsi cette plante possede des propriétés physicochimiques tel que la

teneur en eau en cendre et un pH légeérement acide intéressante (cendre, I’eau, pH).

Le dosage de polyphénols effectué¢ sur 1’extrait hydrométhanolique de la plante seche

montre une teneur en considérable qui est de I’ordre de 136,6mg EAG/ g MS.

L’activitéantioxydantede 1’extrait hydrométhanolique est évaluée par le test DPPH,
FRAP et TAC a montré qu’ils exhibent un pouvoir antioxydant intéressant, Ces trois tests ont
révélé une activité antioxydanterelativement proche, DPPH (65.65%), FRAP (64.14%), TAC
(61.53%)

Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne se sont avérés positifs vis-a-vis des
bactéries grams positifs et négatifs. L ’extrait utilis¢ a révélé des diametres d’inhibitions assez
proches qui varient de 9 mm a 12 mm les souches sont considérées dans ce cas comme étant

sensibles.

Les tests phytochimiques réalisés sur Raphanus sativus L. montrent sa richesse en
métabolites secondaires. Alors, il serait utile de faire extraire ces substances et les appliquer
dans les différents domaines d’utilisations. Ainsi sont activité antioxydante importante
suggéré son utilisation dans la conservation testée une étape préliminaire pour cette plante peu
¢tudiée pour cela i1 est utile d’approfondir et accomplir I’étude de cette plante et cela par la

détermination de la dose la plus efficace contre les germes pathogeénes pour ’homme.
-De déterminer sa composition en ¢lément minéraux.

-Un fractionnement des extraits et identification des molécules responsable du pouvoir

antioxydant en utilisant des techniques plus performante.
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Annexe 1: Matériel utilisé

Produits et réactifs

Milieu de culture

Outillage Appareillage chimiques
Flacon Etuve Eau-distillée Milieu MH (Mueller
Tubes a essai Broyeur ¢€lectrique Acide ascorbique CsHgOg Hinton)
Fioles Réfrigérateur (vitamine C)

Béchers Bain marie Dragendroff

Passoire Spectrophotometre Stiasny

Entonnoirs Autoclave Hydroxyde de sodium

Pinces Agitateur a plaque Coupeau de magnésium

Micropipettes chauffante Ether de pétrole

Anses Vortex méthanol

Filtres Balance de précision Chlorure ferrique FeCl3

Pipettes pasteur | centrifugeuse Acide sulfurique NH40OH

Ecouvillons Ethanol

Erlennmeyer chlorhydrique

Papier wattman alcool isoamylique

Papier alumium Chloroforme CHCI3

Boites de pétri Acide acétique NaOH

Bec bensen Phosphate dibasique de
sodium NaHPO4
Phosphate monobasique de
sodium NaH2PO4
Tampon phosphate
Ferricyanure de potassium
K3Fe(CN) 6
Acide

trichloroacétiqueC2HCI1302
10%

Réactif Folin-Ciocalteu
Bicarbonate de sodium
NaCO3

Acide gallique

Eau physiologique NaCl 9g/1
Disques d’antibiotiques
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Annexe 4: Resultants de I’analyse phytochimques

Meétabolites secondaires

Aspect

Tanin cathéchique

Tanin gallique

Alcaloide

Coumarine

Anthocyanes

Flavone
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Stérol

Triterpeéne

Saponoside

Anthracéniques combinés
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Annexe 3: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

1.4
12 y=0.0058x+0.0125

o =
0.2 /
0 / : : : : .

0 50 100 150 200 250
concentration de l'acide gallique mg/ml

absorbance a 700nm

Annexe 4 : la courbe d’¢étalonnage de I’acide ascorbique

do

1.2

0.9V
0.8
0.6
/ ¢ do
0.4 Linéaire (do)
0.2
0 / . : : : .

0 50 100 150 200 250
concentration en mgLml

DO a 695
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Annexe 2 : Caracteéres macroscopiques et microscopiques des différentes souches.

Milieu de

Souches Gram Aspect macroscopique Aspect microscopique
culture
, Colonies jaune dorées de ) ,
Gélose .\ . Coccli group€ an amas ou
S. aureus it Positif 1 mm de diamétre, de raisi
nutritive ) , en grappes de raisin
rondes, lisses, bombées £rapp
Colonies jaune vertes,
large de 2 4 3 mm de ) e
, ) g o Bacilles fin, droit, isolé
) Gélose .. diamétre a bords )
P. aeruginosa .\ Négatif . . ou groupé en
nutritive réguliers, surface lisse, ) .
diplobacilles
plates sur les bords et un
peu bombé¢ au centre
. Bacilles de forme
Colonies de 2 mm de cylindrique, se présente
. <y Ly uc,
. Gélose .. diamétre, ronde bombée a Y q ] P
E. coli .. Négatif , . seul ou groupé en
nutritive contours réguliers, . .
. diplobacilles et rarement
surface lisse
en amas
, Bacilles
. Gélose .. .. , .
K. pneumoniae .\ Négatif | Colonie jaune dorées bien que souvent sous
nutritive

forme de filaments
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Annexe 5: Résultats de ’activité antibactérienne de I’extrait hydrométhanolique de Raphanus

sativus L.

Zones d’inhibitions d’extrait Zones d’inhibitions des antibiotiques

hydrométhanolique vis-a-vis de références 1(CN), 2(AX) contre

. P. aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa &

Témoin négatif (DMSO)
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Zones d’inhibitions d’extrait Zones d’inhibitions des antibiotiques de
hydrométhanoliques vis-a-vis références 1(CN), 2(P), 3(AX) contre S. aureus
Staphylococcus aureus

Témoin négatif (DMSO)
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Zones d’inhibitions d’extrait Zones d’inhibitions des

hydrométhanoliques vis-a-vis antibiotiques de références 1(CN),

E. coli 2(KANA), 3(AX) conte E. coli

Témoin négatif (DMSO)



Annexes

Zones d’inhibitions des antibiotiques de

Zones d’inhibitions d’extrait références, CN, P, FOX, PN, AX contre
hydrométhanoliques vis-a-vis de K. pneumonea

K. pneumoniae

Témoin négatif (DMSO)
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