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Introduction

Au travers des dges, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base: nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies
de I’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité (Lhuillier, 2007).

Selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS, 2002) environ 65- 80% de la
population mondiale dans les pays en développement, sur raison de la pauvreté et du manque
daccés a la médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales
traditionnelles pour leurs soins de santé primaire. Et malgré les remarquables progrés en
chimie organique de synthése du vingtieme siecle, plus de 25% des médicaments prescrits
dans les pays industrialisés tirent directement ou indirectement leurs origines des plantes
(Laraba et al., 2016).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires (Boudjouref, 2011), ces dernieres, en particulier, sont doués de multiples vertus
thérapeutiques. 1ls jouent un réle trés important, principalement dans la lutte contre les
cancers, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique, expliquant ainsi leur
grande utilisation dans la fabrication des médicaments. Ils interviennent aussi dans la
protection des plantes contre les différentes attaques microbiennes (Bruneton, 2009).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement les plantes médicinales (Benbrinis, 2012).

La flore Algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15 % endémiques, reste tres peu explorée sur le plan phytochimique comme
sur le plan pharmacologique. La valorisation des plantes médicinales de la flore nationale sera
d’un grand apport pour I’industrie pharmaceutique algérienne et aura un impact économique
certain (Touafek, 2010).

C’est pourquoi, nous somme intéressé a étudier un des plantes sahariennes reconnues
médicinales traditionnelle poussant dans la zone d'Oued Souf, en I’occurrence Pergularia
tomentosa L. appartient a la famille des asclepiadaceae. Cette plante avait de nombreuses
applications dans différents remeédes de médecine traditionnelle, tels que diarrhée, bronchite,
constipation, dermatoses, tuberculose, dépilatoire, laxatif, anthelminthique, abortif (Lahmar
etal., 2015).
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L’objectif de notre travail vise a démontrer la présence de notre plante en
polyphénols et a déterminer leur activité antioxydante et antibactérienne. Le travail est
subdivisé en deux grandes parties: dont une partie théorique qui regroupe deux chapitres dont
le premier rassemble des données sur les métabolites secondaires, Par ailleurs, le deuxieme
chapitre rassemble des données bibliographiques sur la plante étudié Pergularia tomentosa L.

La partie pratique englobe deux aspects: dont le premier décrire le matériel et les
méthodes utilisées lors de travail expérimental, qui port sur une étude phytochimique d'extrait
de plant étudiée basée sur la quantification des composés phénoliques, et I'évaluation de
I'activité antioxydante des extraits vis-a-vis du radical libore DPPH, et le test d'hémolyse.
Finalement un test antimicrobien est également réalisé afin de déterminer l'efficacité de
I'extrait contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,  Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Listeria innocua, et Fusarium culmorum.

Le deuxiéme aspect, regroupant les résultats obtenus et leur discussion générale.
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Chapitre 1. Généralités sur les composés phénoliques

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees
par les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011). Ce sont caractérisés généralement par de
faible concentration dans les tissus végétaux (Newman et Cragg, 2012). Aussi n’exercent pas
de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante (Guignard, 1996).
Biosynthétisés a partir de métabolites primaires et jouent un role majeur dans les interactions
de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de l'organisme dans son
écosysteme (Peeking et al., 1987).

Les métabolites secondaires se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils
sont distribués selon leurs roles défensifs. Cette distribution varie d'une plante a l'autre
(Merghem, 2009). Ainsi leur concentration dans les différentes parties des plantes est
influencée par plusieurs facteurs environnementaux tels que la température, 1’humidité,
I’intensité lumineuse, l'eau, les sels minéraux et le CO, (Ramakrishna et Ravishankar,
2011).

Ils existent plus de 200 000 métabolites secondaires dentifiées (Vermerris et al.,
2006), appartiennent a 3 classes principales qui sont les alcaloides, les terpénoides et les
phénylpropanoides, appelés aussi composes phénoliques (Wuyts, 2006).

I.1. composés phénoliques
1.1.1. Généralités, structure et biosynthese

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. (Macheix et
al., 2005). lIs forment une immense famille de plus de 8000 composeés naturels, sont divisés
en plusieurs catégories: les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols; les
tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides, les acides phénoliques, les
coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (Dacosta,
2003).

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les
feuilles de tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes,
les boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les
légumes secs. Les fruits et légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en
polyphénols (Middleton et al., 2000).

IIs sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier,
2006).

L’¢élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un

noyau phénolique a 6 carbones (Fig.01), auquel est directement lié au moins un groupe




Chapitre 1. Généralités sur les composés phénoliques

hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside
(Bruneton, 1999).

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
(acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins
condenses) (Macheix et al., 2005). Le terme « phénol » englobe approximativement 10000
composes naturels identifiés (Martin et Andriantsitohaina, 2002; Druzynka et al., 2007;
Balasundram et al., 2006).

OH

Figure 01: Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies
d’¢élaboration de cycles aromatiques, la voie shikimate (également responsable de la synthése
des acides aminés Phe et Tyr) et la voie polyacétate, qui consiste en la condensation de
molécules d’acétylcoenzymeA. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande
diversité de molécules quisont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, d’un tissu
particulaire (Guignard, 2000 ; Bruneton, 2008).

1.1.2. Classification
Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes de

carbone dans le squelette de base (Dacosta, 2003).




Chapitre 1. Généralités sur les composés phénoliques

Tableau I : Principales classes des composes phénoliques (Rezaire, 2012)

Squelette carboné Classe Structures de base

OH
C6 Phenols simples

¥

COOH
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques ©/
Acides hydroxycinnamique
! WCOOH
C6-C3 coumarines
C6-C4 Naphtoquinones

Bas

C6-C2-C6 Stilbénes O \
C6-C3-C6 Flavonoides ‘ O

(C6-C3)2 Lignanes
(C6-C3)n Lignines
(C6-C3-C6)n Tanins condensés




Chapitre 1. Généralités sur les composés phénoliques

1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments jaunes, généralement polyphénoliques, trés
répandus chez les végétaux ; ils sont responsables en particulier de la coloration des fleurs,
des fruits et méme des feuilles. Abondants chez les plantes supérieures, ils sont présents dans
tous les organes jeunes, feuilles et boutons floraux (Roux et Catier, 2007), dans les fruits, les
Iégumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge (Tsimogiannins et Oreopoulou,
2006).

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutdt préte du flavus ; (flavus = jaune) (Malesev et Kuntic, 2007). Ces
molécules sont les polyphénols les plus abondants de notre alimentation et plus de 4000
composés ont pu étre identifiés (D'archivio et al., 2007).

Ce sont des métabolites secondaires qui partagent tous la méme structure de base
nommeée « Flavane » (Fig.02), formée par de deux cycles aromatiques reliés par une chaine en
trois carbones : C6-C3-C6, souvent fermée par un hétérocycle oxygéné (Milane, 2004). Ces
composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme liée a des oses et autres

substances, dite hétérosides (Heller et Forkmann, 1993).

Figure 02 : Squelette de base des flavonoides (Heim et al., 2002).

Tous les flavonoide ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent
le méme élément structural de base (Bouakaz, 2006). lls peuvent étre subdivises en sous-
classes selon la structure de I’hétérocycle C. Il existe dans chaque sous-classe de nombreux
composés selon les substitutions des cycles aromatiques. La plupart des flavonoides sont

glycosylés, ce qui augmente leur solubilité dans 1’eau (Crozier et al., 2009).
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Tableau I1 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 ; Erdman et al.,

2007)
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1.3. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau, de poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Dalton (Peronny, 2005), ayant en commun la propriété de tanner la
peau, c'est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de se
combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Tres répandus dans le regne
végétal ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une accumulation plus
particulierement dans les tissus agés ou d'origine pathologique. lls sont localisés dans les
vacuoles, quelque fois combinés aux protéines et aux alcaloides (Roux et Catier, 2007).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes basés sur des
différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables (Fiorucci,
2006).

1.3.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables, comme leur nom 1’indique, sont caractérisés par le fait qu’ils
s’hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous 1’action d’enzymes (telle que la
tannase) (Quideau, 2009). Se sont des esters d’un sucre (glucose) et d’un nombre variable de
molécules d’acide phénol (Fig.03), ces tanins sont de deux types : Les tanins galliques qui
sont les esters d’oses (glucose) et d’acides galliques; et les tanins éllagiques qui sont des
esters d’oses et d’acide éllagiques (Fig.04), (Atefeibu, 2002 ; Asres et al., 2005) .

OH OH

HO O
HO

Figure 03: Structure de base des tanins hydrolysables (Hartzfeld et al., 2002).

HO,
N A
C
HO OH
OH
Acide élagallique Acide gallique

Figure 04 : Structure chimique de quelques tanins hydrolysables (Crestini et Lange, 2015).
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1.3.2. Tanins condensés

Les tanins condensés sont des oligomeéres de flavane-3-ols (des anthocyanidines) et
des flavane-3,4-diols (des leucoanthocyanidines) (Fig.05), dérivés de la catéchine ou de ses
nombreux isomeéres (Stevanovic et Perrin, 2009).

Contrairement aux tanins hydrolysables, les tanins condensés sont résistants a
I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader (Macheix et al.,
2005).

Figure 05 : Structure chimique des tanins condensés (Macheix et al., 2005).

1.4. Propriétés biologiques des polyphénols
1.4.1. Activité antioxydante

Comme la vitamine C et les caroténoides, les polyphénols ont la capacité de piéger
les radicaux libres, générés en permanence par notre organisme ou formés en réaction a des
agressions de notre environnement (tabac, polluants, infections ...). Quand ils sont ingérés
avec les aliments, ils renforcent nos défenses naturelles en protégeant nos cellules et nos tissus
contre le stress oxydant (Scalbert, 2004).

Les flavonoides, peuvent empéchés les dommages oxydatifs par différentes
mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes
(Hodek et al., 2002) ; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance
majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit I’inhibition des enzymes responsables
de la génération des radicaux libres (Van Acker et al., 1996 ; Benavente-Garcia et al.,
1997). Concernant le pouvoir antioxydant des tannins, cette propriéte est tres remarquable due
a leurs noyaux phénols (Rahman et al., 2006). Les autres composés phénoliques qui
possedant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide caféique, I’acide gallique

et ’acide chlorogénique (Bossokpi, 2002).
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1.4.2. Activité antimicrobienne

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par
leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhésines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe
cellulaire (Cowan, 1999).

Il a été reporté que les raisins Vitis vinifera possedent des propriétés
pharmacologiques importantes, en particulier des activités antimicrobiennes grace a la
présence de nombreux polyphénols, notamment d’acide gallique, d’acide
hydroxycinammique, de flavanols, de flavonols, et de tanins (Nassiri-asl et Hosseinzadeh,
2009).

Une étude faite sur Tibouchina grandifolia a montré une forte activité antifongique
de flavonoide contre différents types de moisissures (Kuster et al., 2009).

Pour I’acide caféique, il se montre trés efficace contre les virus, bactéries et
champignons (Cowan, 1999). Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale,
principalement contre le rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience
acquise (SIDA), virus d’influenza, virus de I’herpes (HV), adénovirus (ADV) et virus de la
grippe A (A/WS/33) (Choi et al., 2009).

1.4.3. Activités anti-inflammatoire

L’inflammation est la réponse immunitaire de 1’organisme a une agression par des
agents pro-inflammatoires d’origine virale, bactérienne ou autre (par exemple, les
lipoprotéines oxydées, marqueurs du stress oxydant). L’ inflammation est précisément régulée
afin de limiter les altérations des biomolécules de 1’hdte. Cependant, une régulation
inappropriée de ce phénomene peut conduire a un état inflammatoire chronique (Bengmark,
2004), et la plupart des pathologies chroniques citées précédemment, possédent une
composante inflammatoire (Hotamisligil, 2006).

Les différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces
contextes pathologiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de 1’inflammation
(Gonzalez-Gallego et al., 2010) et agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre
des voies de signalisation de I’inflammation (Santangelo et al., 2007).

Dans la famille des stilbénes, le resvératrol, a montré des propriétés anti-
inflammatoires in vivo et in vitro. Les recherches se tournent actuellement vers la synthese de
produits a base de resvératrol dans le but de diminuer [’utilisation de médicaments

synthétiques (Udenigwe et al., 2008).
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1.4.4. Effets cardiovasculaires

De nombreux travaux suggeérent que les polyphénols participent a la prévention des
maladies cardio-vasculaires. Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire
de la capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau
des arteres, ils préviennent l'oxydation des lipoprotéines de faible densité (Low Density
Lipoproteins ou LDL), qui est l'un des facteurs clé du processus physiopathologique de
I'athérosclérose (Manach et al., 2005).

Les mécanismes d'action des polyphénols, impliqués dans la prévention de ce type de
pathologies, incluent I'inhibition de I'oxydation des LDL, l'inhibition de I'agrégation des
plaquettes et I'inhibition de la formation de cellules spumeuses dans les aortes (Scalbert et al.,
2005).

1.4.5. Ostéoporose

Certains polyphénols peuvent agir comme des hormones, tels que par exemple les
isoflavones de soja ; méme si leur réle contre la diminution du capital osseux reste encore
controversé chez I'hnomme (Scalbert, 2004).

1.4.6. Vieillissement

Les laboratoires cosmétiques s’intéressent de prés aux polyphénols et les incorporent
dans leurs crémes anti-dge. En effet, les polyphénols agissaient directement contre le
vieillissement de la peau ; ils luttent contre les radicaux libres et donc ralentissent le

vieillissement cellulaire (Guillard, 2011).

1.5. Roles des polyphénols dans les plantes

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs et des fruits qui
couvrent une large gamme de couleur allant du rouge au violet en passant par le jaune. Leur
couleur dépend de leur structure, mais aussi de I'acidité du milieu (Bruneton, 2009).

On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par
leur go(t désagréable, peuvent jouer un rdle dans la protection des plantes. Les flavonoides
montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrdle de la croissance et du
développement des plantes en interagissant d’une manieére complexe avec diverses hormones
végétales de croissance. Certains d’ entre eux jouent également un rble de phytoalexines,
c’est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une
infection causée par des champignons ou par des bactéries (Ghedadba et al., 2015). De plus
ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenése, la détermination sexuelle, la

photosynthése et la régulation des hormones de croissance des plantes (Lhuillier, 2007).
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1.6. Extraction des composeés phénoliques

Plusieurs techniques sont utilisées pour extraire les composeés phénoliques. Ces
techniques sont soit conventionnelles, telles que I’extraction par macération, par soxhlet, ou
nouvelles comme 1’extraction assistée par micro-ondes, par ultrasons, par fluide supercritique,

par subcritique, ou en phase solide (EPS).

1.6.1.Méthodes conventionnelles
1.6.1.1. Macération

Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de 1’eau froide (macération
aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voir plusieurs
jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser. Elle convient pour 1’extraction
de plantes contenant du mucilage, comme les graines de lin ou les graines du plantain des
sables, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une gélatinisation s’ils se
préparent dans de 1’eau bouillante. Egalement utilisée pour empécher |’extraction de
constituants indésirables qui se dissolvent dans 1’eau chaude (Kraft et Hobbs, 2004). Elle
concerne aussi les plantes dont les substances actives risquent de disparaitre ou de se dégrader
sous ’effet de la chaleur par ébullition (Baba-Aissa, 2000).

1.6.1.2. Soxhlet

L’extraction par ’appareil Soxhlet (nous allons 1’appeler simplement Soxhlet) est
une méthode simple et convenable nous permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction
avec du solvant frais jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matiére premiere, d'ou

vient son efficacité élevée (fig 06) (Penchev, 2010).

Cependant, le Soxhlet possede quelques désavantages comme, par exemple, le temps
d’extraction relativement long, la possibilit¢ de dégradation des composés a cause d’une
surchauffe locale, le choix limité du solvant, les difficultés d’utilisation de mélanges de

solvants, etc ( Penchev, 2010).
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Figure 06 : Extracteur Soxhlet (Penchev, 2010).

1.6.2. Nouvelles méthodes
1.6.2.1. Extraction Assistée par Micro-onde (EAM)

L’EAM est une nouvelle technique d’extraction utilisée pour extraire des
polyphénols et des tanins, et pour extraire les acides phénoliques et les flavonoides (fig 07).
Son principe consiste en la propagation des radiations électromagnétiques dans le matériau,
pour atteindre les molécules polaires présentes dans la matiére d’extrcation. Ces molécules
générent de la chaleur qui chauffe le matériau & cceur. Les radiations se propagent sous forme
de vagues avec des fréquences allant de 0,3 a 300 GHz (Wang et Weller, 2006). La pression
élevée provoque la rupture des cellules, ce qui facilite la pénétration du solvant (Mondal et
al., 2007). L’EAM présente I’intérét d’étre une source d’énergie contrélable de fagon
instantanée et réglable avec précision. Elle permet d’accélérer la cinétique d’extraction et de
réduire le ratio solvant/charge, ce qui permet de préserver les composés les plus thermolabiles
des réactions de dégradation traditionnelles. De plus, en raison de la rapidité du procéde, il y a
une augmentation de la sélectivité de 1’extraction par rapport a la méthode traditionnelle

(Anizon et al., 2003).
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Figure 07 : Four micro-onde (Rhazi, 2015).

1.6.2.2. Extraction assistée par ultrasons

Cette technique présente 1’intérét de faire des extractions a température ambiante, 20-
25°C et pour des durées trés courtes de 3-30 min, ce qui permet de préserver les composés
thermolabiles (acide gras, polyphénols) (Routray et Orsat, 2012), des colorants, des
antioxydants, des ardbmes ou aussi des caroténoides .Son principe consiste a la destruction des
parois cellulaires par des fréquences d’ultrasons, ce qui permet une meilleure pénétration du
solvant au cceur de la matiére, et par conséquent un meilleur rendement d’extraction. Les
fréguences utilisées sont généralement supérieurs a 20 kHz. En milieu liquide, les ultrasons
provoquent des cycles d’expansion et de compression des cellules formant ainsi des bulles. Le
développement excessif des bulles microscopiques a proximité des parois cellulaires, entraine
une élévation de température et de pression, ce qui provoque ’explosion des bulles et la

destruction des parois cellulaires (Perraut, 2013 ; Wang et Weller, 2006).

1.6.2.3. Extraction en phase solide (EPS)

Cette technique peut étre également employée pour le fractionnement et/ou la
purification ou pour obtenir la concentration initiale des composés. En effet, I'extraction en
phase solide avec des cartouches C18 a été réguliérement utilisée pour I'extraction sélective
d'acides phénoliques et de flavonoides des vins rouges (Pinelo et al., 2006).

Cette méthode constitue aussi une autre option rapide et économique puisqu'elle
réduit de maniere significative le volume des solvants requis (Escribano-Bailon et Santos-
Buelga, 2003).
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1.6.2.4. Extraction par fluide supercritique

Cette technique utilise le CO2 dans des conditions de température et pression
supercritique, respectivement 304 °K et 7,28 M Pa. Le dioxyde de carbone présente
I’avantage de créer un environnement sans oxygene et donc éviter d’avoir des réactions
d’oxydation, c’est un fluide non polaire ce qui limite la solubilité des composés polaires
(Murga et al., 2000). Généralement, il est utilisé avec des co-solvants polaires avec une faible
concentration (3-5%) pour améliorer la solubilité des produits polaires. Les co-solvants
utilisés sont : I’cau, le méthanol, 1’éthanol, I’acétone. Un mélange méthanol-eau permet une
bonne extraction des composés phénoliques par rapport aux autres solvants (Pensera et al.,
2004).

1.6.2.5. Extraction par Eau Surchauffée ou Subcritique

L’eau surchauffée ou subcritique est 1’eau liquide au-dessus de sa température
d’ébullition (100°C) sous pression. Sous ces conditions 1’eau liquide est moins polaire qu’a la
température ambiante et possede une capacité croissante a dissoudre les composés organiques,
ainsi lui donnant un caractere étendu des solvants organiques polaires. Le terme eau
surchauffée est attribué a 1’eau liquide sous pression a température comprise entre 100°C et
374°C qui est sa température critique. Pour I’extraction des produits naturels la température
ne peut pas étre trop ¢levée a cause de leur thermosensibilité, alors 1’intervalle entre 100 et

200°C est le plus utilisé. (Clifford, 2002).

Parmi les avantages de cette technique: faible colt, non toxique, un rendement
meilleur, une bonne qualité de produits propres, un bénéfice environnemental, et de
I’économie d’énergie (pour 1’élévation de la température de I’eau de 30 a 150°C il faut
505kJ/kg, alors que pour transformer I’eau a 30°C en vapeur a 100°C il faut 2550kJ/kg)
(Clifford, 2002; Smith, 2002).
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I1.1. Présentation d'Asclepiadaceae

Asclépiades (Asclepiadaceae) est une famille des mauvaises herbes laiteuses
(Benhouhou, 2005), qui comprend quelques 200 genres et 2500 especes d'arbustes et d'herbes
vivaces distribuées dans les régions tropicales et tempérées du monde. La famille est réputée
pour les plantes contenant des cardénolides, notamment dans les genres Asclepias, Pergularia,
Gomphocarpus et Calotropis (Gohar et al, 2000).

11.2. Présentation de I'espece Pergularia tomentosa L.

11.2.1. Description botanique de Pergularia tomentosa L.

C’est une plante herbacée ou semi-ligneuse, a tige grimpante ou volubile. Est un
arbrisseau vivace pouvant dépasser 1m de hauteur (Schmelzer et Guribfakim, 2013).

Les feuilles sont simples, pétiolées, ovales, orbiculaires, cordées a la base et
apiculées, elles sont tomenteuses sur les deux faces au stade jeune et glabres au stade adulte,
elles mesurent environ 5 cm de diameétre mais souvent plus petites. Les fleurs sont souvent
blanc pourpre et odoriférantes avec une corolle tubulaire blanche ou pourpre qui mesure 8
mm de long. Les fruits, qui sont des follicules groupés par paire, sont fusiformes, divergents
et couverts de rugosités. lls sont pubescents et crochus a leur sommet. Ils mesurent 7 cm de

long et s'ouvrent par une fente longitudinale par ou s'échappent les graines (Amani et

Barmo, 2010). Les graines sont plates et densément pubescentes avec une marge plus légére
et crénelée (Goyder, 2006).

La période de végétation: Floraison en printemps (Chehma, 2006).

Figure 08: les déférentes organes de Pergularia tomentosa L.(https://www.projectnoah.org)
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11.2.2. Position systématique de Pergularia tomentosa L
Embranchement: Spermatophyte

Sous- embranchement: Angiosperme

Classe: Dicotylédones

Sous classe: Rosidae

Ordre: Gentianale

Famille: Asclepiadaceae

Genre: Pergularia

Espéce: Pergularia tomentosa L. (Dupont et Guignard, 2007).

Figure 09 : Pergularia tomentosa L. (https://www.jircas.affrc.go.ip)

11.2.3. Etymologie

"Pergularia” vient du latin "Pérgula™ qui signifie "vigne™ en raison de la capacité de
la plante a conserver son environnement; la pergola a la méme origine. "Tomentosa" signifie
poilu: la plante est couverte de petits poils qui lui donnent sa couleur verdatre (Maiza et al.,
1993).
Pergularia tomentosa L. porte de nombreux noms folkloriques :
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Tableau I11: Noms folkloriques de P. tomentosa

Pays Nom Référence
] Maiza et al (1993) ;
Algérie Ghalaka ; Kabbar
Baba Amer (2013)
Egypte
g-jyp ] Ghalaka Al-Said et al (1988)
et Arabie Saoudite
Niger Tachkat Baba Amer (2013)
Tunisie Bouhliba Goyder (2006)

11.2.4. Origine et répartition géographique

Pergularia tomentosa est largement réparti dans le désert du Sahara jusqu'aux déserts
du sud et de I'est de I'lran, a I'Afghanistan et au Pakistan, en passant par la Corne de I'Afrique,
le Sinai (Egypte), la Jordanie et la péninsule Arabique (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013),
C’est un arbrisseau vivace, spontané, xerophyte et tres répandue en Afrique du Nord, plus

commune dans le Sahara algérien (Al-Said et al., 1988).

Figure 10: Distribution de P. Tomentosa dans tous les parties du monde
(Hosseini et al., 2017).
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11.2.5. Ecologie

P. tomentosa pousse bien dans les déserts ou les précipitations ne dépassent souvent
pas les 100 mm par an, dans le lit des oueds et sur les plateaux, sur des sols argileux a
sablonneux, graveleux et pierreux. Il est présent depuis le niveau de la mer jusqu'a 1000 m
d'altitude. Le long de la mer Rouge, on le trouve au sein des communautés de plantes qui

dominent les plaines sablonneuses (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013).

11.3. Usage traditionnel

Cette plante est utilisée dans les remedes populaires comme antirhumatismal, laxatif,
abortif et traitement de certaines maladies de la peau, I'asthme et la bronchite (Hamed et al.,
2006). Ainsi que dans le traitement de diarrhée, constipation, dermatoses, tuberculose et
utilisés comme cataplasme, les Frissons dépilatoire et anthelminthique (Abou- Zeid et al.,
2008 ; Clauzel, 2006; Hammiche et Maiza, 2006).

I1.4. Travaux antérieurs
11.4.1. Composition biochimique du Pergularia tomentosa

Les études phytochimiques menée sur le Pergularia tomentosa montrent la présence
des éléments nutritifs, métabolites secondaires, et compositions minérale.

11.4.1.1. Analyse proximale et composition en éléments nutritifs

Tableau 1V: Valeurs nutritionnelles de différents organes de Pergularia tomentosa (Lahmar

etal., 2017).
Parametres Racines Tiges Feuilles Fruits
Humidité(%o) 11.12 + 0.56 13.02 + 0.47 15.31+0.79 23.1+0.85
Cendres(%o) 6.72+0.75 8.55+0.42 19.44 + 0.51 15.73 £ 0.68
Protéines (%o) 3.67+0.13 5.14+0.2 5.72+0.26 6.89 £ 0.33
Lipides (%) 2.51+0.25 3.53+0.18 4.63+0.19 5.46 + 0.26
Glucides (%) 76.58 £ 0.52 70.62 £ 0.38 55.82+0.71 49.93 +£0.49
Sucres totaux 20.35+£0.15 22.12 £ 0.09 15.37+0.11 19.98 £+ 0.12
(g DWIL)
Sucres
réducteurs 1.56 £ 0.13 0.74+0.12 0.27 £ 0.07 1.55+0.09
(g DWIL)

DW: poids sec de la plante. Les valeurs sont la moyenne de trois déterminations + écart type.

19

——
| —




Chapitre 11. Généralités sur ’espece Pergularia tomentosa

11.4.1.2. Métabolites secondaires
Tableau V: Analyse phytochimique quantitative de Pergularia tomentosa par mg.g™ poids
sec (Alghanem et EI-Amier, 2017).
Composés
Tanins | Alcaloides | Saponines | Flavonoides | Steroids | Phénoliques | Glycosides

Non

9.39+0.02  2.64 +0.03 | 3.45+0.04 @ 2.01+0.02 7.94+0.04 @ 2.51+0.02

détecté

A partir de Abu Rayyan et al (2018), les résultats des compositions phytochimiques
et les propriétés biologiquse de Pergularia tomentosa grandi dans le district de Hail a montré
qu’il existe 18 composés (composés phénoliques et cardénolides) dans I'extrait. Quatorze
composés appartenant aux phénoliques et flavonoides, et 4 cardénolides ont été identifies a

partir de la solution aqueuse de feuilles extrait de P. tomentosa.

11.4.1.3.Composition minérale
Tableau VI: Composition minerale d'extrait de Pergularia tomentosa (Hassan et al., 2007).

La partie de  Phosphore . : . Calcium
plante (bpM) Potassium(ppm) Sodium(ppm) Magnésium(%) (%)

Feuilles ~ 185%005 2974021  413+031  032+006  0,25+0,01

Racines  8,13+006  167,3+503  2,33+0,15  0,25+0,008 0,08 0,003
Tiges ~ 7,07+006  2150+10  203%0,15 015003 (150,01

11.4.2. Activités biologiques et thérapeutiques du Pergularia tomentosa
11.4.2.1. Activité antioxidante

A partir Lahmar et al (2017), la capacité antioxydante des extraits méthanoliques de
différentes organes (les racines, les tiges, les feuilles et les fruits) de Pergularia tomentosa
dépendrait fortement de la composition de ces extraits et des conditions de manipulation
appliquées lors des tests in vitro. Dans les conditions de dosage parmi les quatre extraits,

I'activité antioxydante la plus puissante a été détectée dans I'extrait de feuilles.

11.4.2.2. Activité antimicrobienne

A partir Alghanem et EI-Amier (2017), les métabolites de la plante ont été extraits
avec différents solvants et 1’activité antimicrobienne de P. tomentosa a été testée in vitro par
un puits d’agar méthode de diffusion. En cas d'extrait d'éther de pétrole inhibé la croissance

de Stroptococcus pyogenes et de Staphylococcus aureus. Extrait de chlorure de méthyléne

( 1
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inhiber toutes les bactéries pathogénes sauf Escherichia coli et Klebsiella pneumonia.
L'extrait d'acétate d'éthyle n'a aucun effet K. pneumonia et Bacillus subtilis, mais inhibe les
autres. L’extrait d’acétone n’a aucune activité antibactérienne sur toutes les bactéries
pathogénes sauf K. pneumonia et S. pyogenes.

Cette étude a révélé que les extraits de P. tomentosa peuvent étre utilisés comme
antimicrobiens naturels agents dans les systétmes de conservation pharmaceutiques et

alimentaires (Alghanem et EI-Amier, 2017).

11.4.2.3. Larvicide

D'aprés les résultats d’Acheuk et Doumandji-Mitiche (2013), les alcaloides de la
partie aérienne de P. tomentosa présentaient une toxicité et une activité larvicide inhibitrices
de la croissance considérables, Cette efficacité larvicide dépend de la concentration de

I'extrait.

11.4.2.4. Activité allélopathique

les extraits aqueux de Pergularia tomentosa possédent un effet d’inhibiteur agissant
méme a faibles concentrations et empéchent ainsi la germination des graines d’orge. De ce
fait, une meilleure connaissance de ce phénomene pourrait offrir des perspectives
intéressantes pour la gestion de la flore spontanée des parcelles cultivées, et ainsi contribuer a
diminuer I‘utilisation d‘herbicides de synthése (Cheriflet al., 2016).
11.4.2.5. Activité cytotoxique

Huit glycosides cardénolides ont été isolés a partir des racines de Pergularia
tomentosa L pour étudier I'activité potentielle contre les cancers, ces composés testés in vitro
ont montré l'inhibition de croissance de cellule de différentes lignées cellulaires cancéreuses

humaines, et pour leur capacité a inhiber la Na + / K+ ATP ase (Piacente et al., 2009).
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I.1. Matériel d'étude

I.1.1. Présentation de site expérimental

La Wilaya d’El-Oued est située au Sud-Est de I'Algérie, elle a une superficie de 08..85 44
Km? (Neguia, 2014).

Wilaya de Khenchela Wilaya de Tébessa

1-El Oued

2-Robbah

3-Bayadah
4-Kouinine

5-Debila

6-Hassani Abdelkrim
7-0.Alenda

£-Sidi Aoun

TUNISIE

Limie fronséro intsmationals
s Limite 0o daira Douar B Mo

Limite de comsrune

®  Chef lou de daira

Dara

Figure 11: Géolocalisation de la région d’El-Oued (Remini ,2006) .
1.1.2. Matériel végétal
La plante Pergularia tomentosa est récoltée au mois d'Avril 2017 dans la région de
Méguibra a El-oued (sud-est d'Algérie). Les feuilles sont nettoyees, séchées a 1’ombre et a
température ambiante. Ensuite le matériel végétal est broyé avec un broyeur électrique et la
poudre obtenu a été conservé dans de flacon en verre a température ambiante puis stockée a

I’abri de la lumiere jusqu'a son utilisation.

1.1.3. Choix de plante
Le choix s’est porté sur Pergularia tomentosa L. l'une des plantes du Sahara
d'Algérie et surtout dans la région d'El-oued et connue par son large utilisation médicinales

grace a ses effets bénéfiques qu’on a déja détaillé dans la recherche bibliographique.

1.1.4. Produits chimiques utilisés

Dans cette étude nous avons utilisé: méthanol et éthanol comme solvants et les
réactifs chimiques: AICl; ; Folin ciocolteu ; Carbonate de sodium (Na,COs3); 2,2’-diphényle-
1-picryl hydrazyl (DPPH); Acide ascorbique; acide gallique; quercétine; diméthyle sulfoxyde
(DMSO); I'eau physiologique; eau distillée; FeCls; H,0; HCI; vanilline.
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1.1.5. Matériel et appareils utilisés

Spectrophotométrie Balance de précision Papier filtre

Bain marie Agitateur Ecouvillon stérile
Etuve Autoclave Tube & essai
Rotavapeur de type Buchi R-210 Micropipette Tube EDTA
Papier aluminium Bec Benzene Pince stérilisee
Réfrigérateur Disques vide stériles Pipette Pasteur
Entonnoire Erlenmeyer Spatule

Cuve Centrifugeuse Seringue

Alcool chirurgical Couton

1.1.6. Souches bactériennes ciblés

Les souches bactériennes ayant fait 1’objet de cette étude ont été gracieusement
fournies par l'institut de Pasteur d'Alger au sein du quel nous avons réalisé cette partie de
notre travail, a savoir le test antibactérien.

Nous avons choisi de tester notre extrait sur les souches microbiennes suivantes
parce qu’elles sont les agents pathogenes les plus fréquemment impliquées dans les infections

humaines.

v Escherichia coli (ATCC 8737)

C’est un coccobacille, gram négatif et mobile, appartient a la famille des
Enterobacteriaceae. (Kayser et al., 2005). C’est une bactérie aérobie ou anaérobie facultative,
(Irving et al., 2005). C'est I'espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. E. coli est
habituellement une bactérie commensale (Nauciel et Vildé, 2005). C’est une bactérie

indicatrice de contamination fécale des eaux potables et des aliments (Kayser et al., 2005).

v Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027)

C’est un bacille, gram négatif et mobile. C’est une bactérie aérobie stricte, (Irving et
al., 2005). P. aeruginosa se caractérise par la pigmentation bleu-vert de ses colonies. (Nauciel
et Vildé , 2005). Cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de I'hnomme et
de divers animaux. Considérée comme une bactérie pathogéne opportuniste, c'est le germe-

type des infections hospitaliéres ou nosocomiales (Kayser et al., 2005).

v’ Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Les staphylocoques sont des cocci a gram positif immobiles, anaérobies facultatives.

S. aureus appartient a la famille des Staphylococcaceae. C’est une bactérie productrice de

( 1
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I’enzyme coagulase, et d’un ensemble de toxines responsables des symptémes cliniques
observés lors des infections invasives, des toxicoses et des formes mixtes causees par cette
espéce (Kayser et al., 2005). Elle est tres répandue chez I'nomme et dans de nombreuses
especes animales. 1l développe rapidement des résistances aux antibiotiques et les souches

hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu'aux glycopeptides (Nauciel et Vilde , 2005) .

v’ Listeria innocua (CLIP 74915)
Est un batonnet court et régulier avec des extrémités arrondies (Zaika et Faneli,
2003, psychrophiles, gram positif (Augustin, 1999), elle fait partie de des Listeriaceaes.
L. innocua, sont des germes ubiquitaires, présentes dans le milieu extérieur dans de
sol et la végétation, ainsi que chez des porteurs sains. (Hugas et al. 1998). La listériose est
une des plus importantes maladies transmises lors de consommation des aliments contaminés

par Listeria (Swaminathan et Gerner-Smidt, 2007).

v' Salmonella typhi (ATCC 14028)

Est un bacille aigu, gram-négatifs, mésophile et aérobie. Elle fait partie de la famille
des Enterobacteriaceae (Scaria et al., 2008). Les animaux constituent un réservoir et la
dissémination dans I’environnement provient essentiellement de contaminations fécales
(Hanes, 2003). S. typhi est obligatoirement pathogene et peut infecter une grande variété de

mammiferes, d'oiseaux, de reptiles et d'autres animaux (Wigley, 2004).

v Fusarium culmorum
Le principal caractére morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies
fusiformes et cloisonnées. Sur milieux usuels le thalle, il donne un mycélium plus ou moins
aérien. De couleur rarement blanche ou créme, il peut étre ochracé ou plus souvent de

colorations vives : rose, rouge ou violet (Aoki et Donnel, 1999).

1.1.7. Antibiotiques de références
On a utilisé deux antibiotiques différents comme références. Il s’agit de la

Ciprofloxacin 5 pug (CIP5) et Imipenem 10 pg (IPM10).

CIPROFLOXACIN 5
L

Figure 12: Ciprofloxacin 5 pg/disque.
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Figure 13: Imipenem 10 ug/disque.

1.1.8. Milieux de culture
e Milieux Sabouraud Dextrose agar (SDA): milieux de culture pour la levure
e Milieux Muller-Hinton (MI-1) gélose: milieux de culture pour les bactéries

e Gélose nutritif pour revivification des souches microbiennes.

Figureld: Gelose nutritvie. Figure 15: Gélose Mueller Hinton

Figure 16: gélose Sabouraud (https://www.techniclab-dz.com)

——
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1.2. Méthodes

1.2.1. Extraction des composés phénoliques par macération
% Principe
Cette méthode consiste de la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans
ou avec agitation. Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et I'utilisation d'une
quantité considérable de solvants, est relativement peu colteuse. En plus, elle se déroule a
température ambiante ce qui est trés positif pour conserver l'intégrité des molécules

polyphénoliques (Spigno et De faveri, 2007; Budic-letoc et al., 2005).

¢+ Protocole

50 g des feuilles de Pergularia tomentosa broyé est macérée dans 500 ml de solution
hydro-alcoolique (éthanol-eau : 80/20), en considérant que le matériel végétal devait étre
entierement submergé par la quantité suffisante d'éthanol. Apres 24 h le mélange a été separés
par filtration sur papier filtre. La solution éthanolique est évaporée a sec sous pression réduite
dans un évaporateur rotatif type Buchi R-210 a 60°C et repris dans 4 ml d’Ethanol. L’extrait
ainsi obtenu est conservé au réfrigérateur a 4°C jusqu'a 1’utilisation. Cette opération a été
répétée trois fois (Lahmar et al., 2017), et ces étapes sont illustrées dans la (Fig. 17).

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

d’extrait et celle de la plante seche en poudre. 1l est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = (P / Pa) x 100

Pg : poids d’extrait brut.
Pa : poids de la plante seche en poudre.
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50 g du matériel vegétal (en poudre) +
500 ml d*éthanol (80/20)

~ ‘-

<I- 77 Agitation pendant " "

~ ~ v 7

<z-"77 Al'obscurité " =-
_2 pendant24h  __Z:=.

i ~ \
\ N 1 ~
‘a”\ RN 1 SN

/ ~ ~
. . \ 2 N
| Filtration v

| Filtrat | | Le résidu végétal sec est jeté |

Evaporation |

Extrait éthanolique brut |

Figure 17: Protocole de préparation d'extrait éthanolique par macération
(Lahmar et al., 2017).
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1.2.3. Analyses quantitatives des composées phénoliques
1.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux par Folin Ciocalteu
v Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec
un spectrophotométre en utilisant 1’essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques
réagissent avec le réactif de folin-ciocalteu. Le mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM01,040) est réduit, lors de 1’oxydation des
polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO,3) et molybdene (MOgO,3). La
coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente dans les extraits
vegetaux (Boizot et Charpentier, 2006).

v" Protocole

Les polyphénols (PP) ont été determinés par spectrophotométrie, suivant le protocole
appliqué en 2007 par Li et ses collaborateurs. 100ul d’extrait végétal dilué est mélangé avec
500 pl de réactif de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois dans de I’eau distillée. Apres 10
minutes, 400 ul de carbonate de sodium (NayCOs3) a concentration de 7,5 g/l sont ajoutés.
Aprés une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures a température ambiante et a
I’obscurité, L’absorbance est mesurée a 765 nm.

La courbe d’¢étalonnage est effectuée par ’acide gallique a différentes concentrations
(0 - Img/ml), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont
ainsi exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par 1g de I'extrait (mg EAG/g E). Toutes

les mesures sont répétées 3 fois.

1.2.3.2. Dosage des flavonoides
v Principe
Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AlCl3 avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec
le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones
et des flavonols. Par ailleurs, AICI; peut également former des complexes acides labiles avec
les groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des
flavonoides (Chang et al., 2002).
v Protocole
La meéthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par Chang et al (2002) et
Djeridane et al (2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans notre extrait. Le

protocole de dosage est le suivant:
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Dans des tubes a essai, on melange 500 ul d’extrait dilué avec 500 ul de solution d’AlCl3
(2%). Aprés 10 min d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, la lecture
des absorbance est faite & 430 nm.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire réalisée par la quercétine a différentes concentrations (0 - 0.1mg/ml) dans les mémes
conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de

quercétine par gramme de l'extrait (mg EQ/g E).

1.2.3.3. Dosage de tanins condensés
v" Principe

Les tanins condenses sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide.
Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du groupement aldéhydique de vanilline sur
le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore rouge qui
absorbe la lumiére a 500 nm (Mahmoudi et al., 2013; Schofield et al., 2001).

v Protocole

Le dosage des tanins condensés dans les extraits de Pergularia tomentosa est
effectué selon la méthode de Schofield et al (2001).

A 400 pL de I'échantillon ou standard, on ajoute 3 ml d’une solution de vanilline (4%
dans le méthanol), et 1,5 ml de HCI concentré. Le mélange est incubé durant 15 min et
I’absorbance est lue a 500 nm. Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir
un gamme d’étalonnage établie avec la catéchine (0 - 0,5 mg/ml), et sont exprimées en

milligramme d’équivalent catéchine par gramme de I'extrait (mg ECT/g E).

1.2.4. Activités biologiques
1.2.4.1. Activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de notre extrait éthanolique a été
réalisée par deux tests; un test chimique et l'autre biologique. Dans le test chimique, on
s'intéresse a mesure l'activité de balayage d'un radical libre par le fraction antioxydant en
employant le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl DPPH, et nous avons adopté une technique
biologique d'évaluation de I'état de défense des substances phénolique vis-a-vis de l'intégrité
des cellules sanguines induit par un générateur des radicaux libre c'est I'némolyse.
A. Test de piégeage du radical DPPH

v" Principe
Le test DPPH, qui utilise une réaction d'oxydoréduction avec le 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl radicale, a été utilisé pour déterminer la capacité anti-oxydante des extraits. Le

29

——
| —



Chapitre 1. Matériel et méthodes

radical a une couleur violette en raison de I'électron non apparié d'azote et, apres réaction avec
I'atome d'oxygene d'un piégeur de radicaux de la réduction de DPPH-H (2,2- diphényl-1-
picrylhydrazin) est formé, qui est jaune (Villano et al., 2007). Le changement de couleur peut
étre suivie par spectrophotométrie a 517nm et de cette fagcon le potentiel antioxydant d'une

substance ou un extrait de plante peut étre déterminée (Popovici, 2009 ; Molyneux, 2004).

H @ Hﬂz
O "'_"/ 0N N—N
$ATO] e \r(s 4 2
: . B

1: Diphenylpicrylhydrazyl 2: Diphenylpicrylhydrazine
(Forme radicalaire) (Forme nonradicalaire)

Figure 18: Réduction du radical DPPHe ( Molyneux, 2004)

v" Protocole

Dans notre étude on a suivi la procédure faite par Al-Nadaf et al ( 2018) comme elle
est décrite ici, 50 pul d'extrait et de differents dilutions qui sont comprises entre 0 et 10 mg/ml ,
ainsi que les standards le vitamine C et I' acide gallique (entre 0 et 0.12 mg/ml), et le contrdle
sont ajoutées 21950 ul d’une solution méthanolique du DPPH (0.04 mg/ml). Le mélange est
laissé a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au contréle négatif contenant
uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm.

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

Activité antiradicalaire % = [(Abs contrdle - Abs échantillon) / Abs contr6le] x100

La réalisation de la cinétique de cette activité a permis de déterminer les
concentrations qui correspondent a 50 % d’inhibition (ICsp); la valeur d’ICso la plus faible
correspond a I’efficacité de I’extrait la plus élevée. La valeur d’IC50 est exprimée en mg/ml

(3 répétitions pour chaque concentration).
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B. Test hémolyse

Les érythrocytes constituent un modele cellulaire trés adéquat pour I’étude du stress
oxydant. En raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la
concentration cellulaire élevée en oxygeéne et en I’hémoglobine, ces cellules sont extrémement
susceptibles aux endommagements oxydatifs (Arbos et al., 2008 ), tel que I'hnémolyse causé
par le peroxyde d'hydrogene.

v’ Principe

Cette activité est basée sur la reconnaissance de la capacité protectrice de I'extrait
végétale aux globules rouges de I'agression apres leurs mise en contact avec les oxydants et
les radicaux libres, par la mesure de pourcentage des globules rouges éclatées (Shobana et
Vidhya, 2016).

L’hémolyse induite par H,O, résulte des dommages oxydatifs destructeurs de la
membrane cytoplasmique suite a la peroxydation lipidique des AGPI présents dans celle-ci
(Singh et Rajini, 2008). Lorsque le H,O, traverse cette membrane, il peut causer la
dégradation de 1’héme de I’hémoglobine ainsi les ions Fe?*, ce qui génére le radical hydroxyle
qui est tres réactif par la réaction de Fenton. Ces deux radicaux induisent une chaine de
peroxydation lipidique aboutissant a la lyse des érythrocytes (Okoko et Ere, 2012).

v Protocole

Le pouvoir anti-hémolytique d’extrait a été réalisé a partir de cing concentrations
(0.1; 0.25; 0.5; 0.75; et 1 mg/ml) sur une suspension d’érythrocytes du sang humain.

Le sang prélevé dans des tubes d’héparine a partir d’un donneur sain est utilisé¢ pour
préparer la suspension érythrocytaire. 1l est centrifugé a 3000 tours/min durant 10 minutes
pour séparer les globules rouges des autres éléments constitutifs du sang, et aprés élimination
du plasma, le culot est diluée deux fois par I'eau distillée, ensuite il est centrifugé a 3000
tours/min pendant 10 min.

Selon Abirami et al., (2014), dans des tubes a hémolyse, 2 ml de différentes
concentrations de I'extrait sont ajoutés a 40 ul de la suspension érythrocytaire préparée. Ces
tubes sont ensuite incubés a 37 °C pendant 5 minutes. Puis on ajoute 40 ul de solution de :
H,0, (30.10° mol/ml), FeCls (80.10°° mol/ml) et acide ascorbique (50.10° mol/ml). Aprés
I’incubation dans 1'étuve a 37 °C pendant 1 h, le mélange est centrifugé a 700 tours/min
durant 10 min.

La lecture des absorbances est effectuée a 540 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage par rapport a ’hémolyse

totale, apres 60 minutes d’incubation, selon la formule suivante :
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% Hémolyse = [Abs controle /Abs échantillon]x100

e Abs contréle: I'absorbance a I'absence de I'extrait.

e Abs échantillon: absorbance a la présence de I'extrait.

1.2.4.2. Activité antimicrobienne

Pour tester I’activité antimicrobienne de I'extrait étudiée, nous avons adopté la
technique de diffusion sur milieu solide, a partir des disques imprégnés de notre extrait. Elle
permet de déterminer 1’activité inhibitrice de croissance bactérienne par la mesure du
diametre d’inhibition autour d’un disque (Sharififar et al., 2007). Les souches testées sont
présentées dans le tableau VII.

Tableau VII : Les souches microbiennes testées.

Escherichia coli ATCC 8737

Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 - Institut de
Pasteur d'Alger
staphylococcus ATCC 6538 +
aureus
Salmonella typhi ~ ATCC 14028 -
- Institut de
Listeria innocua CLIP 74915 +
Pasteur, France
laboratoire des
. Produits Bioactifs
Fusarium
/ / et la VValorisation
culmorum )
de la Biomasse de
I'ENS Alger
( |
1 32 )
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% Revivification des souches bactériennes

La revivification des souches est une étape nécessaire avant leur utilisation car leur
activité biologique est nulle. Donc, elle a pour but I’obtention d’une culture jeune et pure.
Elle consiste a ensemencer en stries la surface de la gélose nutritive préalablement coulée et
solidifiée dans les boites de Pétri quelques colonies des souches conservées a 4°C (milieu
gélose nutritif pour les bactéries).

Les boites de Pétri renfermant chacune une souche de bactérie sont incubees & 37°C
pendant 24 h (Bouchouka, 2016).

% Préparation des disques
Des disques de 6 mm de diametre sont découpés du papier Wattman N° 3 et stérilisés

dans un autoclave pendant 20 min a 120°C (Yin et al., 2013).

¢ Préparation des dilutions
Différentes concentrations (0.5 mg/ml; 1 mg/ml; 2.5 mg/ml; 5mg/ml) d’extrait

éthanolique de Pergularia tomentosa L. ont été préparé dans DMSO (Vora et al., 2017).

‘ L Y wy ‘ "w \ g o
4 ‘ P x [
\\‘.\\\\\;\t )" // ) (&5 hlw “x ‘ig |

Figure 19: Les dilutions de I'extrait éthanolique de P. tomentosa

% Préparation de ’inoculum
A partir des cultures jeunes préparées, on preleve quelques colonies des bactéries
dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 %. On agite ensuite les tubes au vortex pendant
quelques secondes.
Puis, on réalise une lecture de la densité de chacune des suspensions microbiennes

préparées a I’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde de 625 nm. Donc la densité
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optique obtenue doit étre comprise entre 0,1 et 0,2 pour les bactéries, qui correspondent a une
concentration de 10° CFU/ml (Ouis, 2015 ; Reghioua, 2006).

% Préparation des milieux de culture avec des suspensions microbiennes
Cette étape consiste a liquéfier le milieu de culture Mueller-Hilton (pour les
bactéries) ou sabouraud (pour les champignons) dans un bain marie, puis, on coule
aseptiquement les milieux en sur fusion dans des boites de Pétri a raison de 6 mm par boite.
On laisse refroidir et solidifier sur la paillasse puis, on réalise I’ensemencement par
écouvillonnage a 1’aide d’un coton-tige stérile contenue des suspensions microbiennes et on

verse en tournant la boite ( Hoekou et al., 2012).

s Dép6bt de disques

Une fois le milieu de culture qui contient les suspensions microbiennes est solidifie,
on préléve aseptiquement a 1’aide d’une pince stérile 4 disques absorbant stérile de 6 mm et
on I’'imbibe avec 10 ul de quatre concentrations de I’extraie de Pergularia tomentosa L. a
tester, puis on le dépose sur la gélose préalablement préparée (3 boites pour chagque espéce)
(Labiod, 2016).

Un disque préparé imbibé de DMSO est utilisé comme controle négatif; et 2 disques
des antibiotiques (IPM10 et CIP5) sont utilisés comme contrdle positif (3 boites).

% Incubation
On incube les boites de Pétri a 37°C pendant 24h pour les bactéries, et 48h pour

I’espéce fongique (Lahoum et al., 2016).

% Lecture des résultats

La lecture des résultats est effectuée en fonction de I’existence ou non des zones
d’inhibition. La sensibilité des espeéces est estimée par la mesure du diamétre de zone
d’inhibition autour des disques imprégnés de différentes concentrations d’extrait

éthanolique de la plante.

Ces étapes sont présentées dans la Figure 20.
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Revivification Inoculum

Incubation Dépot de disques Imbibition

Figure 20: Schéma résume le protocole de I'activité antimicrobienne de Pergularia tomentosa

1.2.5. Analyse statistique
Les données expérimentales obtenues du dosage et de I’évaluation des activités
biologiques ont été exprimées par une moyenne et plus ou moins 1’écart type a été déterminé

en utilisant I’Excel 2007.
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Chapitre II. Résultats et Discussion

I11.1. Résultats

11.1.1.Rendement d'extrait éthanolique

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée aprés évaporation du solvant,
il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a
I’extraction. Donc 1'extrait par macération représente 20,73 % de rendement.
11.1.2. Résultats de I’étude quantitative
11.1.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu.
L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont
représentés dans une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de I’acide
gallique par gramme de I’extrait (mg EAG/g E). A partir de la courbe d’étalonnage, la
concentration des polyphénols totaux est 7,47 + 0,26 mg EAG/g E.

2,5

y=2,5164x + 0,0332
2 RZ=0,994

1,5

Absorbance a 765
[y

0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09

concentration d'acide gallique (mg/ml)

Figure 21: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

11.1.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICl3). L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus
sont représentés dans une courbe d’étalonnage de la quercétine.

La quantit¢ des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la

quercétine par gramme de I’extrait (mg EQ/g E).
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D'aprés la courbe d'étalonnage obtenue lors du dosage des flavonoides, on constate que
Pergularia tomentosa présente un teneur en flavonoides qui est de I'ordre de 42,93 + 0,48
mg EQ/g E.

y =32,463x - 0,0238
R*=0,9976
-

Absorbance a 430 nm

0 z T T T T T T 1
} 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

-0,5

Concentration de quercétine (mg/ml)

Figure 22: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

11.1.2.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon la méthode de vanilline, la
catéchine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 500
nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage. La quantité des
tanins condensés a été rapportée en milligramme d’équivalent de la catéchine par gramme de
I’extrait (mg ECT/g E).

D'apres la courbe d'étalonnage, on remarque que la Pergularia tomentosa présente

un teneur en tanins condenses qui est de l'ordre de 40,22 + 1,87 mg ECT/g E.

1,2
o 1 y=1,9033x - 0,0018
] R?=0,9969
m 0,8
v e ®
% []16 .
o
B ‘
< 02 L8
.
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
concentration de catechine (mg/ml)

Figure 23: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins condensés.
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11.1.3. Evaluation biologique
11.1.3.1. Activité antioxydante
A. Test DPPH

Pour estimer I'activité antioxydante de notre extrait éthanolique, on s'est basé sur le
test DPPH, qu'il est la plus largement utilisée pour cette but, dont les pourcentages
d'inhibition de radicale libre ont été déterminés a partir de la loi de Al-Nadaf et al (2018),
L'activité antioxydante de notre extrait est exprimée en ICsg; cette derniere est une valeur
exprime la concentration de I'extrait nécessaire pour diminuer I'absorbance du DPPH de 50 %
(inhibition de DPPH a 50%).

L’ICsp est déterminée graphiquement a partir des droits représentent les pourcentages
d'inhibition en fonction des concentrations croissantes de l'extrait (Fig.24). L’efficacité est
estimée a partir de I’activité de I’acide gallique (Fig.25) et de I’acide ascorbique (Fig.26)
comme références standards.

70
y = 5,495x + 3,934
2 -
60 R*=0,998
z e
& 50
(a]
c
S 40
e}
S
2 30 s
()]
©
® 20 /
10 /
O ' T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Concentration (mg/ml)

Figure 24: L'effet inhibiteur de I'extrait éthanolique de Pergularia tomentosa sur le DPPH.
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Figure 25: Courbe représentant le pourcentage d'inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration en acide gallique.
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Figure 26: Courbe représentant le pourcentage d'inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration en acide ascorbique.

D'apres les courbes précédentes obtenant, la concentration corresponde pour éliminer
50% des radicaux libres a partir I'extrait phénolique exprimé en mg/ml.

On résume les résultats des tests du pouvoir réductrice dans la figure suivant:
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Figure 27 : Histogramme des résultats de concentrations inhibitrices 50 % de DPPH de
P.tomentosa, A.G et A.A

Les résultats obtenus dans la figure 27 montrent que les deux antioxydants standards

I’acide ascorbique et 1’acide gallique sont montrés une activité antioxydante puissante avec
une ICso de I’ordre de 0,11 + 0,001 mg/ml et 0,039 + 0,0004 mg/ml respectivement.
Concernant I’extrait de Pergularia tomentosa, I' ICsy égale 8,92 + 0,40 mg/ml, cette valeur est
moins importante que celles de 1’acide ascorbique et 1’acide gallique, alors notre extrait
présente un pouvoir antiradicalaire modéré.

B. Test hémolyse

Pour confirmer l'activité antioxydant de Pergularia tomentosa, nous basons sur le test
hémolyse des globules rouges parce qu'il est le plus utilisé.

Les résultats sont determinés par les pourcentages d’hémolyse avec I'extrait selon la
méthode de Abirami et ces collaborateurs (2014), leur efficacité est déterminé par rapport a

I'acide ascorbique qui est considéré comme standard.
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Figure 28: Courbe représentant le pourcentage d'hémolyse en fonction de la concentration en

acide ascorbique.
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Figure 29: Courbe de pourcentage d'hémolyse en fonction des concentrations de I'extrait.

Les résultats obtenus montrent que les pourcentages d’hémolyse sont
proportionnellement inversifs a ’augmentation des concentrations des extraits éthanoliques et
vit C (Fig.28 et 29).

Les pourcentages d'inhibition du test hémolyse mesurées pour la concentration

1mg/ml de I'extrait de plante et I'acide ascorbique sont présentés dans le figure 30.
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Figure 30: Pourcentage d'hémolyse de I'extrait et I'acide ascorbique a la concentration
1 mg/ml.

A partir de figure 30, les pourcentages d'hémolyse des érythrocytes a la
concentration 1 mg/ml de Pergularia tomentosa et d'acide ascorbique sont comparables avec
de taux d'hémolyse de 27,41 et 18,54 % respectivement.

Nous remarquons que, notre extrait posséde un pouvoir anti-hémolytique important
sur les érythrocytes humains malgré leur concentration faible.

11.1.3.2. Evaluation de I'activité antimicrobienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de I'extrait éthanolique de Pergularia
tomentosa a été réalisée par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide,
Mueller- Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour la levure.

L’activité antimicrobienne de I'extrait est déterminée en terme de diamétre de zone
d’inhibition produite autour des disques contenants l'extrait aprés 24h d’incubation a la

température adéquate pour le développement des bactéries et 48h pour la levure. Les résultats
sont présentés dans les figures ci-dessous :

——
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Figure 31: L'effet inhibiteur de I'extrait éthanolique du P. tomentosa contre Salmonella typhi.
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Figure 32: L'effet inhibiteur de I'extrait éthanolique du P. tomentosa contre Pseudomonas

aeruginosa.
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Figure 33: L'effet inhibiteur de I'extrait éthanolique du P.tomentosa contre Escherichia coli.
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Figure 34: L'effet inhibiteur de I'extrait éthanolique du P. tomentosa contre staphylococcus

aureus.
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Figure 35: L'effet inhibiteur de I'extrait éthanolique du P. tomentosa contre Listeria innocua.
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Figure 36: L'effet inhibiteur de I'extrait éthanolique du P. tomentosa contre Fusarium

culmorum.

A partir les figures (31, 32, 33, 34, 35 et 36) qui représentent les résultats de I'effet
antimicrobien de Pergularia tomentosa contre les germes pathogénes qui sont: Salmonella
typhi, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, staphylococcus aureus, Listeria innocua et
Fusarium culmorum, nous remarquons que l'augmentation de concentration augmente le

diamétre de zone d'inhibition.
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Les antibiotiques utilises comme control positif (Ciprofloxacin 5, Imipenem 10) ont
des différentes sensibilités aux souches testées.

Le DMSO est un solvant utilisé pour la préparation de I'inoculum microbien qui n'a
exercé aucune activité inhibitrice, les colonies se développent normalement en sa présence,

donc c'est un bon diluant pour cet extrait.

On résume le pouvoir antimicrobien de P. tomentosa a la concentration 5 mg/ml vis-

a-vis les souches testées dans la figure suivante :

60
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Les souches microbiennes

Figure 37: Histogramme représente les zones d'inhibition (par mm) des souches

microbiennes testées par I'extrait, IPM10 et CIP5.

D'aprés la figure 37, le résultat des tests d'activités antimicrobiennes a la
concentration 5 mg/ml montre que les souches L. innocua et F. culmorum sont sensibles a
I'extrait éthanolique de la plante avec des zones d'inhibition de 11 + 0,66 mm pour chacune.
Par contre pour S. typhi et P. aeruginosa la zone d'inhibition est 9,33 + 0,22 mm et 9,33 £+
0,44 mm respectivement; tandis que E. coli et S. aureus sont moins sensibles a cet extrait
avec des diameétres des zones d'inhibition de 8,33 + 0,88 mm et 7 + 0 mm respectivement. Cet
effet demeure modéré par rapport a celui d’IPM 10 et CIP 5, utilisés comme antibiotiques de
référence.

Concernant les antibiotiques, nous remarquons que tous les souches testees
présentent une sensibilité envers les antibiotiques examinés, mais IPM 10 a un diametre de
zone d'inhibition plus que CIP 5, dont ces deux ATBs sont influés sur les souches L. innocua

et F. culmorum plus que les autres.
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11.2. Discussion
11.2.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantit¢ de substances naturelles
extraites par I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la
matiere végétale. Il est dépend de plusieurs parametres tels que: le solvant, le pH, la
température, le temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Do et al., 2014), et de la
durée du stockage et de la période de la récolte (Haddouchi et al., 2016), ces facteurs,
peuvent conduire a une réduction trés significative de certaines molécules (Ouédraogo et al.,
2018).

Le rendement de I'extrait éthanolique de feuilles de Pergularia tomentosa est élevée
(20,73%), cette valeur également d'accord avec le travail de Bouchouka (2016) sur les
feuilles du plante Periploca laevigata (Asclepiadaceae) avec rendement égal a 20,82 %.

Ce résultat peut étre expliqué par I’utilisation combinée de l'eau et du solvant
organique faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau et / ou
dans le solvant organique (Do et al., 2014). Parce que les solvants alcooliques sont capables
d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires (Seidel, 2005). De plus l'extraction a
température ambiante et sous agitation continue peut permettre d'extraire le maximum de
composés bioactifs et d'empécher leur dégradation. Un certain degré de température peut
inactiver les composés bioactifs et diminuer leur rendement d'extraction dans le solvant utilisé
(Lahmar et al., 2017).

11.2.2. Analyse quantitative de composes phénoliques
11.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques constituent le groupe principal qui contribue a I’activité
antioxydante des végétaux, fruits, céréales et d’autres matériels a base de plantes
(Tachakittirungrod et al., 2007). Ces composes posseédent aussi diverses activités
biologiques telles que les activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale,
antiallergique, anti-thrombotique et vasodilatatrice qui peuvent étre reliées a leur activite
antioxydante (Gulcin et al., 2010). C’est la raison pour laquelle, le dosage des phénols totaux
de notre plante a été effectué dans cette étude.

Dans le but de déterminer la teneur totale des phénols de notre plante, un dosage a
été effectué au niveau de I'extrait brut de composés phénoliques par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Cette méthode est la plus utilisée pour déterminer la
guantité totale des polyphénols solubles mais elle reste trés globale et ne donne aucune

indication sur les différents composés présents dans 1’extrait.
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Apres extrapolation des résultats de la D.O. sur la courbe d'étalonnage, la teneur en
composés phénoliques totaux de notre échantillon est estimée a 7,47 + 0,26 mg EAG/g E.
Notre résultat est confirmée par Alghanem et EI-Amier (2017) qui trouvent un teneur en
polyphénols de valeur de 7,94 + 0,04 mg EAG/g E dans P.tomentosa, et d'apres les résultats
de Rached (2009), qui révéle la teneur en polyphénols de I'ordre de 42,46 + 3,09 mg EAG/g
E, qui est particulierement trés riches en substances phénoliques.

Ces différences des composés phénoliques des extraits dépend essentiellement: de
leur origine (Ebrahimzadeh et al., 2008), la variété, la saison de récolte, la localisation
géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante
(Park et Cha, 2003), et les conditions climatiques dures des endroits ou elles poussent
(température élevee, grande exposition au soleil, la sécheresse et la salinité) qui stimulent la
biosynthése des métabolites secondaires comme les polyphénols. Aussi, elle peut étre liée a la
distribution des métabolites secondaires, peut changer pendant le développement de la plante
(Falleh et al., 2008).

Le dosage des polyphénols totaux par le test Folin-Ciocalteu, implique que toutes les
molécules réductrices, comme les sucres réducteurs ou la vitamine C, sont dosées, ce qui par
conséquent rend ce dosage non sélectif vis-a-vis des polyphénols (Fukushima et al., 2009).
11.2.2.2. Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur des flavonoides de I'extrait brut a été effectuée au
moyen d'un dosage spectrophotométrique selon la méthode au trichlorure d'aluminium, celle-
ci est la plus employée, elle se base sur la formation d’un complexe flavonoide-ion
d’aluminium ayant une absorbance maximale a 430 nm.

D'apres les résultats expérimentaux obtenus lors du dosage des flavonoides, on
constate que Pergularia tomentosa présente une teneur en flavonoides qui est de I'ordre de
42,93 + 0,48 mg EQ/g E.

D'apres les résultats de Rached (2009) montrent que P. tomentosa est globalement
pauvre en flavonoides que notre extrait avec un taux de 11,80 + 0,48 mg EQ/g E.

D'une maniere générale la teneur en flavonoides de P. tomentosa est supérieur a celle
de I'extrait méthanolique de Pergularia daemia de taux égal a 4,65 mg EQ/g E qui est trouvée
par Karthishwaran et Mirunalini (2012).

A partir les résulats du dosage des flavonoides, Bouchouka (2016) constate que
I'extrait aqueux du chloroforme de la plante Periploca laevigata (Asclépiadacées) possede
une teneur égale a 46,99 + 5,32 mg ECT/g E. Nous constatons également que c’est 1’extrait

aqueux du chloroforme qui a donné la teneur la plus elevée étant donné que les flavonoides
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sont des petites molécules hydrosolubles riches en groupements hydroxyles se solubilisant
donc dans les solvants polaire. La faible teneur des flavonoides dans 1’extrait éthanolique brut
s’expliquerait par la présence de plusieurs composés phytochimiques dans [’extrait
éthanolique ce qui engendrerait un encombrement stérique et empécherait ainsi la formation
du complexe jaunatre entre les groupements hydroxyles des flavonoides et le chlorure
d’aluminium.

Les écarts trouvés entre les résultats obtenus et les données de la bibliographie sont
tout a fait justifiés. En effet, les conditions d'extraction, I'état et I'origine de I'échantillon en
terme de provenance géographique, saison de collecte et cultivation (Ranalli et al., 2006 ;
Falleh et al., 2008 ; Atmani et al., 2009). Ainsi la diversité structurale des composés
phénoliques conduit a la variabilité des propriétés physico-chimiques, la différence des
standards utilisés, les méthodes de conservation et d'exposition des plantes a la lumiére
peuvent affecter la teneur en composés phénoliques (Mateus et al., 2003 ; Athamena et al.,
2010).
11.2.2.3. Dosage des tanins condensés

La quantité de tanins condenses de I'extrait éthanolique de feuilles de P .tomentosa a
été mesurée a l'aide du test a la vanilline (Heimler, 2006). Les résultats ont été exprimeés en
milligramme d’équivalent catéchine par gramme de 1'extrait (mg ECT/g E).

A partir de Tlili (2015) les feuilles de P.tomentosa montrent que cet extrait est
relativement riche en tanins condensés, avec un taux de 61,06 + 0,22 mg ECT/g E, ce qui est
une valeur supérieur a celle de notre extrait (40,22 + 1,87 mg ECT/g E).

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Lahmar et al (2017) sur la plante
P. tomentosa, et de Bello et al (2011) sur Leptademia hastata, qui sont montrés la richesse en
ce classe phénolique.

La variation de taux de tanins pourrait étre due aux conditions environnementales
(Fahmi et al., 2013), Ainsi que dépend a la dégradabilité, est susceptible d’étre influencé par
le mode de culture, le stade phénologique (avec le temps, les plantes ont tendance a durcir par
lignification et leur valeur nutritive décline), la nature du sol (les sols arides sont sablonneux,
infertiles et pauvres en éléments nutritifs), le climat au moment du prélevement (température
et pluviométrie), de méme que par la constitution de I’échantillon (proportion tiges-feuilles-
fleurs). Le traitement de ces prélevements en vue de I’expérimentation (mode de séchage, de

broyage et de stockage) est aussi susceptible de faire varier les résultats (Rira, 2006).
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11.2.3. Activités biologiques
11.2.3.1. Activité antioxydante
A. Teste DPPH

Le potentiel antioxydant des polyphénols est désormais munis d’un grand intérét du a
son effet chimio-protecteur contre les maladies degénératives telles que les maladies
neurologiques et cardiovasculaires ainsi qu’a son effet inhibiteur de la peroxydation lipidique
des denrées alimentaires (Bubonja-Sonje et al., 2011).

Le radical libre stable 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) est largement utilisé
pour le dosage de l'activité d'élimination des radicaux des extraits de plantes. L’activité
antioxydante a été évaluée en déterminant la valeur de ICsp, correspondant a la concentration
de I’extrait capable d’inhiber 50% des radicaux libres (Khasawneh et al., 2011). Cette
activité peut dépendre de nombreux facteurs tels que la composition en lipides, la
concentration en antioxydants et le type de plante. La capacité antioxydante des échantillons
de Pergularia tomentosa dépendrait fortement de la composition de ces extraits et des
conditions de manipulation appliquées lors des tests in vitro (Lahmar et al., 2017).

A partir des résultats obtenus, I'extrait éthanolique des feuilles de P.tomentosa a une
valeur d’ICso élevé de 8,92 + 0,40 mg/ml, ce qui se traduit par de moyenne potentiel
antiradicalaire, par rapport celles des antioxydants standards testés.

L'ICso de Cette activité antioxydante constatée, sont dues a une production des
métabolites secondaires (Gagandeep, 2006). Considérant que Les flavonoides et les acides
phénoliques sont plus efficaces dans le piégeage des radicaux libres apres 1’extraction par les
solvants modérés ou hydrophiles (Albano et Miguel, 2010). En générale les plantes
médicinales usitées dans les pharmacopées traditionnelles possédent des propriétés
antioxydantes (Speroni et al., 2000).

D'aprés Alghanem et EI-Amier (2017) I'extrait méthanolique de P.tomentosa
récoltée en Egypte a un 1Csy de I'ordre de 2,86 mg/ml, cette valeur est relativement élevé par
rapport a notre résultat. On peut suggérer que le pouvoir antioxydant observé est du a la
différence dans la constitution chimique de cette plante, elle-méme variable en fonction des
conditions du biotope. Et la quantité des composés bioactifs de la méme plante dépend de
plusieurs facteurs parmi eux le facteur de la région géographique qui, associée aux conditions
climatiqgues comme la température et l'altitude, influent sur la composition chimique des
constituants actifs et sur la capacité antioxydante des plantes (khadri et al., 2008; Tlili,
2015).
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L'activité antioxydante de notre extrait éthanolique différente selon les espéces et
selon les organes d’une méme espéce serait directement liée a leur composition différente en
composes polyphénoliques comme le montrent les résultats de Abu Rayaan et al (2018),
pour I'extrait éthanolique de tige des feuilles et racines de P. tomentosa montre une valeur
d'ICsp de 'ordre 0,63 mg/ml est tres largement inférieur a celle de notre échantillons.

Nos résultats aussi indiquent que notre extrait posséde un pouvoir antioxydant
puissant par apport a celui trouves par Tlili (2015) sur méme plante et de méme région de
I'ordre de 9,81+£0,06 mg/ml. Ce différence peut étre expliqué parle potentiel antioxydant des
extraits dépend non seulement de la concentration des polyphénols mais aussi de leur
structure ; c’est le concept de la« relation structure-activité » et de leur qualité de ces
composés polyphénoliques (Rached, 2009).

A partir de ces comparaisons, on conclue que 1’activité antioxydante puissante de
I'extraits de feuilles de P. tomentosa peut étre attribuée principalement a la teneur en
composés phénoligues, en raison de leurs groupes hydroxyle, et / ou aux flavonoides qui
réagissent avec le radical DPPH lors du don d’atomes d’hydrogéne aux radicaux libres
(Calliste et al., 2001), alors qu’il est extrémement positif. la corrélation entre le contenu
phénolique total et l'activité antioxydante a €té établie dans le cas de nombreuses especes
végétales (Juan et Chou, 2010; Khasawneh et al., 2011). Cette corrélations et la valeur
d'ICso est due a la présence des flavonoides, Ces derniers possédent des propriétés
antioxydants puissantes. Le nombre et/ ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux
de ces molécules, les substitutions sur les cycles B et A avec la présence de la double liaison
C2-Cz en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C renforcent 1’activité antioxydante
des flavonoides (Cai et al., 2006).

B. Test hémolyse

Dans ce test biologique les hématies sont soumis a une agression oxydante,
production contrdle de radicaux libre par (FeCls) et (H202), dont le pouvoir antioxydant des
globules rouges a la présence de I'extrait testé est mesuré colorimétrique par
spectrophotometre a langueur d'onde 540 nm.

A partir les résultats obtenues, on constate que I'extrait des feuilles de P. tomentosa
est moins efficace contre 1’oxydation des lipides dans la membrane d'érythrocyte que l'acide
ascorbique, qu'il est considéré parmi les antioxydants les plus puissants connus. Cette
différence d'activité pourra étre due a I'effet de la solubilité des composés dans les milieux

réactionnels. Ces résultats sont proportionnellement similaire avec ceux obtenues dans le test
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DPPH, dont nous avons obtenu une activité antioxydante modérée pour le DPPH et bien
importante pour I'némolyse.

L effet anti-hémolytique peut étre attribué aux métabolites secondaires présents dans
cet extrait tel que les flavonoides et les polyphénols, En effet, plusieurs études ont prouvé que
certains des composés phénoliques, notamment les flavonoides posseédent des propriétés
antiradicalaires, en neutralisant ou en piégeant les radicaux libres (Hatia et al., 2014). De
plus, les polyphénols sont connus comme chélateurs de métaux de transition tels que le Fe*,
réduisant ainsi la vitesse de réaction de Fenton. Ils peuvent aussi empécher les oxydations
causées par le radical hydroxyle (Tsao, 2010) et empécher le passage de H,O, a travers la
membrane érythrocytaire et la génération des radicaux libres (Hapner et al., 2010).
11.2.3.2. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne de l'extrait éthanolique par la macération a été évaluée
dans cette étude par la technique de diffusion sur disque (Rios et Recio, 2005). Le choix des
souches bactériennes testées dans la présente étude était basé sur le caractére de
multirésistance envers les antibiotiques classiques et I’agent pathogene le plus fréquemment
impliqué dans les infections humaines, d’origines bactériennes (Kayser et al., 2005).

Ces résultats présentent que l'extrait éthanolique de P.tomentosa s'est révélé actif
envers toutes les souches bactériennes testées mais avec des degrés différents, avec une légére
activité antibactérienne contre la souche staphylococcus aureus a la concentration 5 mg/ml
avec un diametre de zone d’inhibition de 7 + 0 mm, ce dernier est en accord avec les résultats
trouvés par Alghanem et El-Amier (2017) sur I'extrait méthanolique obtenu de la méme
plante. D'autre part et a partir les résultats obtenus par Abu Rayaan et al (2018) qui sont
révélés aucun effet inhibitrice sur la méme souche.

D'apres Abu Rayaan et al (2018) ont révélés aucune activité inhibitrice a la
concentration 12,5 mg/ml vis-a-vis de la souche Escherichia coli, Mais il a une effet avec
zone d'inhibition de 18 mm a la concentration 25 mg/ml. Une autre étude faite par
Bouchouka (2016) a donné la méme observation, ce qui confirme l'absence de tout effet de
I'extrait méthanolique de la plante Periploca laevigata (Asclépiadacéae) sur la souche E. coli.
Par contre nos résultats qui montrent une activité inhibitrice avec un diametre de zone
d’inhibition de 8,33+ 0,88 mm & la concentration 5 mg/ml.

D’autre part, Hoekou et al ( 2015) ont constaté que I'extrait éthanolique des feuilles
de la plante Secamone afzelii (Asclepiadaceae) sur Salmonella typhi et Pseudomonas
aeruginosa a une activité antibactérienne avec des zones d'inhibition de I'ordre de 6,5 £ 0,7 et

8,5 £ 2,1 mm respectivement. Ces résultats sont faibles si elles sont comparée avec celles de
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notre extrait qui montrent des valeurs des zones d'inhibition de 9,33 + 0,22 pour S. typhi et
9,33 + 0,44 mm pour P. aeruginosa.

Les résultats de l'activité antibactérienne apparait que listeria innocua (gram
positive) est la bactérie la plus sensible par rapport aux autres souches (gram négative); ceci
peut étre attribué a la différence structurale entre les bactéries gram positives et les bactéries
gram négatives (David et Sudarsanam, 2013), Cette différence est en relation avec la nature
de leurs membranes (imperméables a la plupart des agents biocides) (Bouzid et al., 2011;
Faucher et Avril, 2002). Chez les bactéries a Gram®, le peptidoglycane est trés épais et
associé a des protéines pariétales exposees et a des structures polyosidiques (acides
lipoteichoiques et acides teichoiques). En revanche chez les bactéries a Gram’, le
peptidoglycane est trés fin et associé a une enveloppe externe complexe définissant un espace
périplasmique. Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe
constituée de phospholipides, de protéines (porines) et de lipopolysaccharides (LPS). L'espace
périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour qu'elles
puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits chimiques toxiques
(antibiotiques). La résistance des bactéries & Gram™ aux glycopeptides et aux macrolides est
due & l'incapacité de ces molécules a franchir la membrane externe (Cristani et al., 2007;
Boukhatem et al., 2014).

Le diametre de la zone d'inhibition dépend principalement de nombreux facteurs, par
exemple: capacité de diffusion de substances (présentes dans les extraits) dans le milieu de
gélose, pouvoir antimicrobien des substances diffusées, la croissance et activité métabolique
des micro-organismes dans le milieu (Bandeira, 2006), en plus en fonction de la date de la
récolte il aura des variations trés importantes dans la composition chimique et de I’activité
(Athamena, 2009).

A partir de ces résultats on conclue que les différentes classes de polyphénols
essentiellement comme les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits
envers les micro-organismes (Harrar, 2012), les terpénes et stéroides et les composés
phénoliques décelés sont deux classes de métabolites secondaires qui constituent des agents
de lutte chimique contre les pathogenes tels les bactéries et les champignons (Bruneton,
2009). L’effet antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par la multiplication des modes
d'actions tels que: l'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de
substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer,
I’inhibition du métabolisme microbien (Daglia, 2011), degradation de la paroi cellulaire,

perturbation de la membrane cytoplasmique, ce qui cause une fuite des composants
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cellulaires, ’influence de la synthése de 'ADN et I'ARN (Zhang et al., 2009), des protéines
des lipides, et la fonction mitochondriale (Balentine et al., 2006), ainsi que la formation des
complexes avec la paroi (Gangoué, 2007). Et l'induire d'une fuite d’ions de potassium au
niveau de la membrane et par voie de conséquences des lésions irréversibles au niveau de
cette membrane. Cette perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort
(Rhayour, 2002).

Un grand nombre de travaux ont décrit ’activité antifongique des polyphénols.
Cependant, les polyphénols sont observés comme des phytoalexines et sont des moyens de
défense utilisés par les plantes contre les champignons pathogenes (Lahmar et al., 2017;
Tlili, 2015; Hoekou et al., 2012).

Il a été démontré que les polyphénols induisent des changements morphologiques au
niveau de la matrice mitochondriale pour la rendre plus dense. Ces changements dans la
structure mitochondriale peuvent provoquer un manque d'énergie intracellulaire, inhibant

ainsi la mitose (Mohammedi, 2013).
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Conclusion

A T’heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux medicaments. Elles sont considérées comme une source de matiére premiere
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments. C’est pour cette raison que le patrimoine végétal doit étre absolument préservé
dans sa diversité et dans son étendue.

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal la valorisation d'une
plante spontanée (Pergularia tomentosa) du Sahara septentrional largement utilisée dans la
médecine traditionnelle. Elle était choisie pour valoriser I'une des plantes médicinales du
Sahara d'Algérie et surtout dans notre région El-oued. Donc, ce travail se veut une
contribution & une meilleure connaissance de cette espece vegétale.

L'extraction des composés phénoliques des feuilles de la plante par la méthode de
macération a permis d'obtenir un rendement de 20,73 %.

La teneur en composés phenoliques des plantes estimées par la méthode de Folin-
Ciocalteu est 7,47 + 0,26mg EAG/g E. Le dosage par la méthode d’AlICl3 a révélé que
I’extrait estriche en flavonoides avec a un teneur de 42,93 + 0,48 mg EQ/g E. L’estimation de
la quantité de tanins condensés montre que 1’extrait présente un teneur de 1’ordre de 40,22 +
1,87 mg ECT/g E.

L’activité antioxydante de I'extrait de Pergularia tomentosa a été évaluée par deux
méthodes; le test de piégeage de radical libre DPPH et le test hémolyse. Les résultats du
DPPH montrent que I'extrait éthanolique étudié possede une activité antioxydante modérée
grace a leur constituants (composes polyphénoliques),avec une I1Csy égale a 8,92 =+ 0,40
mg/ml, mais reste relativement faible par rapport a celui de 1’acide gallique et l'acide
ascorbique utilisés comme contrdles positifs. L'effet anti-hémolytique contre 1’hémolyse
induite par peroxyde d'hydrogéne de I'extrait éthanolique de Pergularia tomentosa réalisé sur
les érythrocytes humain est donné de bons résultats avec un pourcentage d'inhibition égal a
27,41% a la concentration 1 mg/ml. Les résultats obtenus suggérent que les composants
phénoliques de notre extrait pourraient étre le principal constituant anti-hémolytique.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur cing souches bactériennes et une
souche fongique, selon la méthode de diffusion de disque. Les résultats indiquent que I'extrait
éthanolique posséde une activité antimicrobienne sur toutes les souches testées. Une bonne
activité antimicrobienne a été remarquée contre Salmonella typhi, Listeria innocua et
Fusarium culmorum.

Ces résultats confirment que la Pergularia tomentosa est une plante médicinale

élabore une importance non négligeable en médecine, En effet, les feuilles de la plante
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possedent de nombreuses propriétés thérapeutiques. Ces résultats restent cependant initiaux

partiels. 1l serait donc judicieux a 1’avenir d’approfondir 1’étude phytochimique de cette plante

en essayent d’identifier et de purifier les substances bioactives responsables & des activités
testees.
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Résumé

L’objectif de ce travail est I’étude d’une des plantes médicinale de la pharmacopée
traditionnelle de 1’Algérie, en ’occurrence Pergularia tomentosa provenant de la région de
Méguibra (El-oued),et déterminer les contenants en composés phénoliques de leur feuilles
extraire par maceération éthanolique par dosage colorimétrique, suivi d’une évaluation des
activités antioxydant, et antimicrobienne de ces composes.

Le dosage quantitatif a montré la richesse en polyphénols totaux, en flavonoides et
en tannins avec des valeurs de 7,47 + 0,26 mg EAG/g E, 42,93 + 0,48 mg EQ/g E et de 40,22
+ 1,87 mg ECT/g E respectivement.

L'évaluation du potentiel antioxydant de I'extrait par deux méthodes différentes : le
test de DPPH et le test hémolyse, le test de DPPH a révélé une réponse antioxydante
considérable avec ICso de 8,921 + 0,4 mg/ml, le test hémolytique indique que I'extrait de
notre plante exerce un effet protecteur sur la membrane érythrocytaire contre le stress oxydant
induit par H,0..

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur six souches: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Pseudomona aeruginosa, Listeria innocua et
Fusarium culmorum, les résultats obtenus montrent que touts les souches ciblés possedent

une sensibilité différent au 1’extrait éthanolique de Pergularia tomentosa.

Mots clés: Pergularia tomentosa, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante,activité

antimicrobienne, hémolyse.



Abstract

The objective of this work is the study one of the medicinal plants of the traditional
pharmacopoeia of Algeria, in this case Pergularia tomentosa pick from the Meguibra region
(El-oued), and to determine the containers in phenolic compounds of their leaves extract by
ethanol maceration by colorimetric assay, followed by an evaluation of the antioxidant and
antimicrobial activities of these compounds .

The quantitative assay showed a richness in total polyphenols, flavonoids and tannins
with values of 7.47 + 0.26 mg EAG / g E, 42.93 + 0.48 mg EQ / g E and 40.22 + 1.87 mg
ECT / g E respectively.

The evaluation of the antioxidant potential of the extract by two different methods: the
DPPH test and the hemolysis test , the DPPH test revealed a considerable antioxidant
response with IC50 of 8.921 + 0.4 mg / ml, the hemolytic test indicates that the extract of our
plant exerts a protective effect on the erythrocyte membrane against oxidative stress induced
by H,0..

The antimicrobial activity was determined on six strains: Escherichia coli , Staphylococcus
aureus, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Listeria innocua and Fusarium
culmorum , the results that we have reached show that all the strains targeted have different

susceptibility to the ethanol extract of Pergularia tomentosa.

Keywords: Pergularia tomentosa, polyphenols , flavonoids , antioxidant activity,
antimicrobial activity, hemolysis test.
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