L) Ada) jRagal) 4y 0 Jal) 4y sgeand)
: République Algérienne Démocratique et Populaire
LS ki aled! Gailly el amsl 27 5 g
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
gy padd daa L dlf drala
Université Echahid Hamma Lakhdar -El OUED
SLady depbal) » gle LulS
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Lt jadl g Lyl Lis gl gsd] anad
Département de biologie Cellulaire et Moléculaire

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE

En vue de I'obtention du dipléme de Master Académique en Sciences
biologiques
Spécialité : Biochimie appliquee

THEME

4 )

Etude de I'activité biologique de la plante médicinale Astragalus
gombo et quelques parametres de stress oxydatif induite par le

métribuzine chez des rattes de type Wistar albinos.

e/

Présenté par :
M®" SALHI Imane

Devant le jury composé de :

Président : M" DEROUICHE Samir Université d’El Oued.
Examinatrice : M™ AOUIMEUR Meriem Université d’El Oued.

Promotrice:  M™ MAHBOUB NASMA Université d’El Oued.

—Année universitaire : 2017/2018-




Al

mise au monde, a la luniiere de mes yeur,

K 3 e ¥

7 os pas el le bonkeur de ma vie ma mére fhellout

i

a‘

WWOrIe SO appil duranl foultes mes années

a éride. (i

no. Vé/’e Abdelfialime gui m a appris le sens de la

loule au long de mes endes, pour son sacriiice, ses

Hadjer £t Sirine
de mon caur . Routara , Lythade,
v Afras

\’.\' Y




2Ya mon directeur de Mémoire , M MAHBOUB: |
%’ §€s qualités scientifiques et pédagogiques qui m ont.”

ﬂ Merci pour m’avoir fait confiance jusqu’a la f n
dmge sur ce sujet passionnant merci pour suivi mon..
on prodiguant des conseils toujours justes et elle a su morr. :

danner ca‘ dider.a traverser des moments difficiles et des instants de doute. Ausszr
pour son soutien, son attention, son qualités humaines. Pour tout cela,

p
de

trav vec

Je tiens a vous
ofondément Wi

s chaleureux et fraternels a la présidente du jury Mr

-

“



‘ (R Esumé



Resume

Résume

L’objectif de ce travail est d’abord de contribuer a 1’évaluation de 1'activité biologique
d'Astragalus gombo de la région d’El Oued. L’analyse phytochimique qui appliquée sur les
Deux parties (feuilles et racines) de la plante a révélé la présence des Alcaloides, Tanins,
Flavonoides, Sucre réducteur, polyphenols et Saponines. Aussi la concentration en composés
polyphénoliques totaux est estimé a 65.7+£0.02 mg EAG/qg pour les feuilles et 14.49+0.006 mg
EAG/g pour les racines. Les analyses spectrophotométriques effectuées montrent que les deux
extraits contiennent une quantité importante de flavonoides 32.65+0.05(mg de Querc /g MS)
pour les feuilles et 4.36+0.042(mg de Querc /g MS) pour les racines. L’évaluation de 1’effet
antioxydant de ces extraits par le piégeage du radical libre DPPH a donné les valeurs des ICs
de ’ordre de 0.797 mg/ml et 1.57 mg/ml pour les feuilles et les racines respectivement. En
paralléle, I'étude de l'activité antimicrobienne montre que I'extrait de feuilles d'Astraglus
gombo possedent une activité remarquable contre les quatres souches étudiées (Salmonella
enterica ssp .Arizonae CIP 81-3, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et Escherichia coli
ATCC 25922 gram négatif ) et (Listeria innocua CLIP 74915gram positif). Afin d’évaluer
I'activité antioxydante de deux extraits aqueux (feuilles et racines ) du plante d'Astragalus
gombo In vivo qui appliquée sur un modéle des rattes Wistar albinos ont été exposé au
métribuzine (30 mg/kg pc) pendant 30 jours, puis traités pendant 15 jours par deux extraits
différents (feuilles et racines) ainsi que le médicament ( vitamine E). Ces groupes restent
exposés au métribuzine pendant le traitement . Le deuxiéme lot est considéré comme témoin
négatif a exposés au métribuzine et non traité a l'extrait végétal. Le premier lot est un
témoin positif, qui constituent des rattes saines. Les rattes sont sacrifiés(apres 45 jours), des
parametres biochimiques, stress oxydatif et des coupes histologiques sont déterminés.
L’analyse des résultats obtenus une augmentation du poids relatif du foie de groupe exposé au
métribuzine. Des changements notables dans les parameétres biochimiques étudiés ont été
observés. Cependant, les résultats révelent également la présence de stress oxydatif chez le lot
exposé au métribuzine. En revanche, le traitement par la plante avec les deux extraits aqueux
(feuilles et racines ) et par le médicament (vitamine E) donne les mémes résultats en
normalisant le poids relatif de foie et les parametres biochimiques étudiés et en diminuant
I’état de stress. Enfin I’étude histologique du foie a confirmé les résultats biochimiques
obtenus.

Mots clés : Astragalus gombo, métribuzine, feuilles, racines, médicament (vitamine E),

Stress oxydatif, activité antioxydante, activité antimicrobienne.
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Introduction générale

Introduction générale

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept , celui du «stress oxydant», c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contr6le plus la présence excessive des radicaux libre toxiques. les especes réactives
oxygénées et azotées ROS/RNS sont radicaux libre qui produites en continu dans le corps
humain et elles sont contrlées par les antioxydants enzymatiques comme (superoxyde
dismutase glutathion peroxydase, la catalase) et antioxydant non enzymatique. en effet, les
concentrations élevées en espéces réactives de 1’oxygene induisent un stress oxydant, qui est
due a un déséquilibre entre le systeme antioxydant et les molécules oxydantes, celle-ci est
considérée comme le moteur qui génére d’autre complication comme les maladies
cardiovasculaires et les cancers (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2010). quand il y’a une
surproduction de ces especes, suite a une exposition a des substances oxydantes externes ou
un deséquilibre dans les mécanismes de défense (ARUOMA, 1998) , provoqué des
dommages. ces derniers sont réalisés par ’attaque des radicaux libres sur de divers
biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et I’ADN, ayant finalement comme
conséquence la dégradation et la mort de cellules (MOON et SHIBAMOTO, 2009).

Egalement au cours des derniéres décennies, la résistance microbienne a évolué
jusqu’au point ou elle se présente actuellement comme un majeur probleme de la santé
publique. une importante diminution de 1’efficacité des agents antimicrobiens se dévoile avec
I’apparition de nouvelles souches multi résistantes entrainant souvent une prolongation de
I’état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. cette résistance est une réponse
adaptative par laquelle les microorganismes commencent a tolérer la concentration d’une

antibiotique qui serait normalement inhibitrice (OMS, 2016 ; LAURENCE, 2016).

Selon l'organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65- 80% de la population
mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du manque d'acces 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
synthese du vingtieme siecle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays
industrialisés tirent directement ou indirectement leurs origines des plantes (NEWMAN et al.,
2000 ; CALIXTO, 2005).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux medicaments,

elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte



Introduction générale

de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (MAURICE,
1997). cette matiére vegétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts
multiples mis a profit dans 1’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie et il est
principalement utilisé pour traiter les maladies (Telles que les maladies causées par le stress
oxydatif) , parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides
phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides (BAHORUN et al, 1996). et aussi
utilisées pour leur propriété antibactérienne, en tant que sources des antibiotique , mais on
existe des plantes restent encore sous exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie
médicale (MACHEIX et al, 2005).

En Algérie, ou les médicaments a base de plantes sont toujours utilisés par de
nombreuses populations pour des soins sanitaires, le pouvoir thérapeutique des plantes était

connu de facon empirique (KOFFI et al., 2009).

La flore algérienne comprend plusieurs astragales, dont Astragalus gombo. Plusieurs
especes d’Astragalus trouvent des applications en medecine traditionnelle et moderne. les
feuilles d’Astragalus gombo sont utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement des
hémorroides, Astragalus mongholicus et caprinus et aussi Astragalus gombo sont utilisées
comme reméde pour plusieurs maladies (LEI et al, 2003 ; SEMMAR et al, 2002 ; YIN et al,
2006). Plusieurs constituants des astragales pharmacologiquement actifs, tels que les
saponines et les polysaccharides, polyphenols et flavonoide ont des effets hépatoprotecteurs,
immunostimulants et antiviraux et antioxydants antibactérienne (RIOS et al, 1997).

Ce travail vise a étudier in vitro de cette espéce végétale (Astragalus gombo) Et
connaissant la teneur de composés actifs essentiels( polyphéols et les flavonoide) Trouvé
dans les différentes parties (feuilles et racines) et d’en évaluer leur pouvoir biologique

(Pactivité antioxydant (in vivo et in vitro) et antibactérienne).
Ce travail sera présenté comme suit:

Une premiére partie est une synthése bibliographique: le premier chapitre sur les aspects
botaniques et phytochimiques de la plante, ensuite. En paralléle, la deuxieme chapitre qui
contient un rappel sur les activités biologiques (antioxydante et antibactérienne). La deuxiéme
partie illustre le matériel et les méthodes utilisées. Par ailleurs, la troisieme section est
consacrée a la présentation I’ensemble des résultats obtenus et leurs discussions, en détaillant

les points suivants :
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- Etude quantitative des composés phénoliques par le dosage des polyphénols totaux.

- Etude quantitative des flavonoides totaux.

- Etude du pouvoir antioxydant de la plante par mesure du pourcentage d’inhibition du
radical DPPH.

- Etude de l’effet antibactérien de 1’Astragalus gombo vis-a-vis plusieurs souches
bactériennes.

- Etude de D’effet antioxydant de 1’Astragalus gombo chez des rattes exposées au
pesticide Metribuzin.

Enfin, le manuscrit est ponctué d’une conclusion générale et de perspectives

envisageables.
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Chapitre | description botanique d’Astragalus

I.1. Description botanique d’Astragalus

I.1.1. La famille des Fabaceae

La famille des Fabacées ou Légumineuses est I'une des plus importantes du régne
vegétal (OZENDA, 1991), la troisieme apres les Orchidaceae et les Asteraceae par le nombre
d'especes. Elle compte environ 765 genres regroupant plus de 19 500 espéces (JUDD et al,
2002) dans 1’ Algérie on enregistre 53 genres et 339 especes (QUEZEL et SANTA, 1962)

Sur le plan économique, les Fabaceae sont la deuxieme famille en importance apreés les
Poaceae et constituent une source de protéines végeétales trés appréciable pour I'alimentation
humaine (FRANCOIS, 2008). a métabolisme azoté et acides aminés élevé, souvent nodules

racinaires contenant des bactéries de fixation d’azote (Rhizobium) (JUDD et al, 2002).

Les Fabacées, au sens large, sont des plantes herbacées, des arbustes, des arbres. C'est
une famille a répartition cosmopolite, présente dans tous les continents (a l'exception de

I'’Antarctique), des zones froides aux zones tropicales.(JUDD et al, 2002)

- Cette famille subdivisé en 3 grande sous famille:
Tableau N° 1: Caractéres diagnostiques des sous familles des Fabaceae (=Leguminosae)
(JUDD et al.,2002)

) _ L Papilionoi
Mimosoideae Caesalpinioideae
Deae
Genres /Especes 40/2500 150/2700 429/12.615
Acacia, Albizia, Bauhinia , Caesalp , Arachis, Astragalus ,
Calli, Inia, Cassia , Baptisia , Crotalaria ,
Andra, Inga Chamaecrista , Desmodium, Glycine ,
Leucaena , Cercis , Delonix , Indigofera , Lupinus ,
Genres ) . .
- Mimosa, Gleditsia , Melilotus , Phaseolus ,
Principaux Parkia, Parkinsonia , Senna , Pisum , Robinia,
Pithecellobium Tamarindus Tephrosia , Trifolium,
Wisteria.
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Arbres ou buissons,

Arbres ou arbustes,

plantes herbacées,

Port rarement plantes rarement plantes buissons,
herbacées herbacées ou arbres
Généralement Généralement composées pennées ou
composées composées trifoliolées, rarement
Feuilles
Bipennées pennées ou unifoliolées
bipennées
Actinomorphe Généralement Zygomorphe
Corolle Zygomorphe zygomorphe ( parfois (la Plupart)
Actinomorphe)
Ligne en U sur Présente Généralement Absente

Absente

la graine

1.1.2. La Sous famille de Papilionacee

Le nom papilionacées vient de I’aspect de la fleur qui fait penser aux ailes de papillon.
(PUY M., 2015 ). La sous famille de papilionaceae est la plus important des fabaceae car elle
compte plus de 3 genres, dont une vingtaine dans la flore saharienne. (OZENDA, 1977)

1.1.3. Genre d’Astragalus

Le genre Astragalus est le genre le plus important chez les plantes a fleurs et donc
également le plus important de la famille des Fabacées (légumineuses) (FRANCOIS,
2008). 1l comporte environ 3270 espéces et caractérisé par son fort taux de diversification
morphologique et sa large répartition géographique (RIOS, 1997). Certaines especes de ce

genre peuvent présenter des indices de spéciation et d’endémisme (BOUMLIK, 1995).

L’origine probable du genre Astragalus est I’Eurasie et plus précisément les régions
situées entre les montagnes du sud-ouest asiatique et le plateau de I’Himalaya et certaines
zones désertiques. (HASSENT et al, 2012).

1.1.3.1. Le genre Astragalus en Algérie

En Algérie, le genre Astragalus est assez bien représente (QUEZEL et SANTA, 1962).
En effet, la flore algérienne comporte 40 espéces d’Astragales, parmi eux Astragalus gombo
qui a fait ’objet de cette étude. Ces especes se divisent en especes annuelles et vivaces qui
colonisent plusieurs types d’habitat et appartiennent a différentes aires de répartition
(CHOUANA, 2017).
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1.2. Présentation d'espece étudiée (d’Astragalus gombo)
1.2.1. Définition

Astragalus gombo une des plantes caractéristiques des dunes de sable (Figure 1), ou il
est largement répandu dans ces environnements et participer a la diversification de la société
végetale de cette région, il est considéré comme une plante pastorale importante, il se nourrit
d'animaux en particulier les chameaux (CHOUANA, 2017).

- Cette espece caractérisée par:

e Habitat : la zone principale pour la propagation de cette espece est des
environnements de dunes de sable en pieds isolés ou en petites colonies, dans les
terrains sablonneux (CHEHMA, 2006).

e Répartition : assez commun dans tout le Sahara Endémique (CHEHMA, 2006).

e Période de végétation : il pousse et fleurit au printemps, floraison en mars — avril
(CHEHMA, 2006). La croissance des espéces du genre Astragalus se produit de
l'automne au printemps, elles demeurent vertes pendant I'hiver quand I'herbe est
peu disponible (COLEGATE et al, 1985).

Figure N° 1 : Astragalus gombo (photo originale, 2018)
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1.2.2. Position systématique
Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure (QUEZEL et SANTA,
1962 ; BOUMLIK, 1995 ; CHEHMA, 2006) synthétisée dans (le tableau?2)

Tableau N° 2 : Systématique d’Astragalus gombo

Régne Plantes (\Végétal)
Embranchement Spermatophytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Fables
Famille Fabaceae
Sous famille Papilionaceae
Genre Astragalus
Espece Gombo
Nom scientifique Astragalus gombo
Nom vernaculaire (44l Faila
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1.2.3. Description botanique de I'espece (Astragalus gombo)
La description botanique de I'espéce (Astragalus gombo) est résume dans (le tableau3)

Tableau N° 3 :Description botanique de I'espéce (Astragalus gombo).

Feuilles de cette plante
généralement composées, pennées a
folioles entieres, stipulées. (PAUL et
al, 1836), peuvent avoir jusqu’a
quarante-cing  folioles,  quelques
especes pontent  des  feuilles
trifoliées (GEOFF et al, 2003).

Figure N°2 : Feuilles d’Astragalus
gombo (photo originale, 2018)

Les fleurs qui fait penser aux
ailes de papillon leur diamétre 25 mm
et jaunes, regroupées en grappes
compactes axillaires, sessiles
(dépourvues de pédoncules) ou
presque, insérées a laisselle des

feuilles terminales. composée par un

calice tubulaire en cloche, a cing dent
subégales ou tres inégales. Les pétales
Figure N° 3 : Fleurs d’Astragalus

énéralement longuement onguiculés .
d ) ) gombo (photo originale, 2018)

(Ozenda, 2004)
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Fruits

Est une gousse de forme
variée, rarement uniloculaire,
géneralement a deux loges (QUEZEL,
et SANTA., 1962) . Le gousse divisée
longitudinalement en deux loges par
une cloison (OZENDA , 1977). et
peut développer également une
fausse cloison longitudinale par intra
flexion (DUPONT et GUIGNARD,
2012).

Figure N° 4 : Fruits d’Astragalus
gombo (photo originale, 2018)

Tiges

Les tiges sont  dressées,
tomenteuses (cotonneuses) recouvertes
par poils épais blancs, et leur couleur
sont claire (OZENDA , 1977).

Figure N° 5 : Tige d’Astragalus
gombo (photo originale, 2018)

Racines

Elle constitue la partie souterraine
de la plante, la racine se ramifie ,au
cours de son développement, pour
former un réseau de racines appelé
systeme racinaire (REYNIER, 1991).

Figure N° 6 : Racine d’Astragalus

gombo (photo originale, 2018)
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1.2.4. Constituants chimiques principaux du genre Astragalus
Les constituants chimiques principaux d'Astragalus sont consignés dans( le tableau 04)
(BAYKAL, 1998 et ; HARBORNE, 2000 et; ALI. et al, 1998)

Tableau N° 4 : Constituants chimiques principaux d* Astragalus

Familles de constituants . -
.. Constituants chimiques
chimiques
Anthocyanosides O-glucosides du cyanidol et du péonidol
Acides phénols Acide monocaféyl-tartrique, acidesphénylpropanoiques
Tanins hydrolysables (esters du glucose et des acides gallique et
Tanins déhydrohexahydroxydiphénique)
Glucosides de flavonols : quercétine-3-O-B-D-glucuronide,
Hetérosides de flavonols isoquercitrine (quercétine-3-Op-glucoside), et kaempférol-
3glucoside

1.2.5. Répartition géographique

L'Astragalus gombo est représenté partout dans le monde localisées surtout dans les
pays du bassin méditerranéen ont été décrites en Afrique du Nord et aussi dans Sahara
Algéro-Marocain (OZENDA, 1958). Cette plante est connue dans toute I'Algérie, notamment
dans les zones désertiques (JOHANDIEZ et al, 1932 ; RAYNAUD, 1982). .

1.2.6. Astragales toxiques
Les espéeces toxiques de ce genre sont classées selon la nature de la toxine
dominant et le type d’intoxication qu’elles provoquent, et se divisent en trois catégories

(TARAZONA et SANZ, 1987) :

- Les astragales accumulatrices de sélénium (MOLYNEUX et al, 1985)

- Les astragales synthétisant des produits nitrés (ALAQOUI, 1981)

- Les astragales contenant des alcaloides indolizidiques (MOLYNEUX et al, 1985) dont
certaines espéces causent les mémes troubles neurologiques que ceux observés lors de
I’intoxication. (RAYNAUD, 1982 ; WILLIAMS, 1981)

10
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1.2.7. Intéréts médicinal de la plante étudiée (Astragalus gombo)
L'Astragale contient des nombreux éléments actifs, tels que des flavonoides, des
polysaccharides, des glycosides tri terpenes, des acides aminés et des traces de

minéraux. Les différentes recherches sur I'Astragale démontrent que:

- Les propriétés immunitaires de cette plante semblent ramener a un niveau normal le
nombre de cellules T (un globule blanc de la famille des lymphocytes) dans les cas de
certains cancers (GAO, 2001).

- Les recherches en laboratoire sur certains extraits de la racine ont démontré un effet
protecteur au niveau des cellules hépatiques soumises a certains toxiques et un
effet anti-inflammatoire a également été constaté (LYONS et NAMBIAR, 2005).

- L'Astragale contient également un flavonoide nommé astragalée, qui est un
puissant antioxydant (TULSIANI et al., 1985)

- Comme agent thérapeutique, 1’astragale est recommandé dans les cas de
faiblesse engourdissements, asthme, nervosité, tendance aux infections,
transpirations nocturnes, rhumes et grippes, douleurs arthritiques, déficience du
systéme immunitaire et insuffisance de production d’urine (SAOUDO, 2007).

- Les feuilles d’Astragalus sont utilisées en médecine traditionnelle pour le
traitement des hémorroides (HASSEN et al., 2012)

- Autres usages

L'astragale soigne les organes sujets a prolapsus, notamment l'utérus, et se montre

efficace en cas de saignements utérins et d’anémie (ISERIN, 2001).

11



CHAPITRE Il

Les activités piologiques



Chapitre 11 Les activités biologiques

Chapitre 11 les activités biologiques

I1. Généralités sur les activités biologiques
Les activités biologiques des extraits végétal et leur propriétés biologiques trés variés.
cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des
roles biologiques importants . Parmi les activités les plus importantes que possédent la

plupart des plantes se trouve : ( I'activités antioxydants et I'activités antibactérienne)

11.1. L'activités antioxydants

11.1.1. Généralités

L’oxygene (Oy) est une molécule indispensable a la vie (PINCEMAIL et al, 2002). Il
est essentiel pour le métabolisme aérobie en tant qu’accepteur final des électrons de la chaine
respiratoire. Cette réaction est associée a la production de 38 molécules d’adénosine
triphosphate (ATP) a haut potentiel énergétique. Les processus de réduction de 1’oxygene en
eau n’est toutefois pas parfais car 2 a 3 % de 1’oxygene sont transformeés en especes réactives
de I’oxygéne (ERO) (KOPPENOL, 2001).

Cette production physiologique d’ERO est régulée par des systemes de défense
composés d’enzymes (superoxyde dismutase (SODs), catalase, glutathion peroxydase (GPx’s)
(MOREL ET BAROUKI, 1998 , DELATTRE et al, 2005) et de molécules antioxydantes de
petite taille (caroténoides, vitamines, glutathion...) et de protéines telles que la transferrine

(COYLE et al, 2002).

Dans un premier temps, la cellule ne modifie pas ses propriétés biologiques, si les ERO
continuent a s’accumuler, une adaptation plus consistante de la cellule est nécessaire avec
I’induction de génes codant des enzymes anti- oxydantes et des enzymes impliquées dans la
réparation de ’ADN (Adénosine désoxy-nucléotide) et des protéines. On observe aussi une
répression des systémes susceptibles de libérer des ERO, notamment la chaine respiratoire
(BAROUKI ET MOREL, 1998). Ces derniers endommagent la vie cellulaire en causant
I’oxydation des lipides, des protéines et de I’acide désoxyribonucléique (ADN). L’évolution
de cette oxydation semble étre la cause de plusieurs maladies telles que le cancer, les
infections inflammatoires, les maladies cardiaques et accélerent le processus de vieillissement
(DASGUPTA, 2007).

12
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Figure N° 7 : Schéma représentant les sources de ROS et les systéemes de détoxification de la
cellule (MOREL, 2007)

Les ROS sont produites par des méecanismes cellulaires trés divers (en noir). La cellule
possede des systémes enzymatiques qui permettent la transformation du peroxyde
d’hydrogéne (H,0;) en eau (en vert) tel que Mn- et Cu/Zn-SOD : superoxyde dismutase
dépendante du manganése (dans les mitochondries) ou du cuivre et du zinc (dans le
cytoplasme). En présence de fer libre intracellulaire, le radical hydroxyle (OH®) est produit a
partir de H,O; et peut oxyder les constituants de la cellule (en rouge).

11.1.2. Le stress oxydant
11.1.2.1. Définition
Dans les systemes biologiques, le stress oxydant défini comme l'incapacité de
I'organisme a se défendre contre I'agression des radicaux libres (SIES, 1991), suite a une
déséquilibre entre la génération d’espeéces oxygénées activées (EOA) et les défenses
antioxydants de 1’organisme (HALENG et al, 2007; BAROUKI, 2006), ce qui conduit a des
dégats cellulaires irréversibles (PINCEMAIL et al, 1999).
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ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO
Caroténoides

OXYDANTS

0,>, OH®, '0,, H,0,

°NO, ONOO
HOCL

LOO®, LOOH

Figure N° 8: Déséquilibre Antioxydant /Oxydant (GUEYE, 2007).

11.1.3. Radicaux libre
1.1.3.1. Définition

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe (JADOT,
1994), cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité. Une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son
électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre(MARTINEZ-CAYUELA,
1995). Les radicaux libres peuvent étre produit d'origine exogéne (UV, radiation ionisantes,
xénobiotiques, pesticides ou certains médicament...etc) (LEVERVE et al, 2001), ou par des
processus cellulaire normaux: la respiration mitochondriale(THIEBAULD et SPRUMONT,
2005).

11.1.3.2. Différents type des radicaux libres
Dans les cellules On peut distinguer les radicaux libres
a) Lesradicaux libres primaires (radicalaires) :

IIs dérivent directement de 1O, par une réaction de réduction (GUEYE, 2007;
MONGENS, 2013) qui jouent un rdle particulier en physiologie (Favier, 2003). Tels que
I'anion superoxyde O, et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote
NOe.

b) les radicaux libres secondaires (non radicalaires) :

Tels peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et le peroxynitrite (ONOO-) ils sont formés par la
réaction des radicaux libre primaires sur des composés biochimiques cellulaires (GUEYE,
2007 ;MONGENS, 2013).
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c) Les espéces actives de I’oxygéne :
Ce sont des molécules ne possédant pas d’¢lectron non apparié mais au fort pouvoir
oxydant car elles peuvent donner naissance a des radicaux libres (GUEYE, 2007).
Tableau N° 5 : les déférent especes radicalaires impliquées dans le stress Oxydant
(GUEYE, 2007).

Les radicaux libres primaires Les especes actives de I’oxygéne
et secondaires
ONOOGH Nitroperoxyde
RO2 Radical Peroxy
1/02 Oxygéne singule
02 Radical Superoxyde
ONOO Peroxynitrite
OH Radical Hydroxyle
HO2 Radical Perhydraxyle
RO i
Radical Alkoxyle H202 Peroxded’hydrogéne
ROOH Hydro pe_roxyde
Organique
NO Monoxide D’azote

NB : (Le symbole ¢ indique la présence d’un électron célibataire).

11.1.3.3. Origine des radicaux libres

e |Is sont produits par divers mécanismes physiologiques (Figure 9).Toutefois,
au contact entre I'oxygéne et certaines protéines du systéme de la respiration, une
production d'anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale. (MONGENS M, 2013).

e Les rayonnements UV sont capables de générer des radicaux libres et les
particules inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres.
(MONGENS M, 2013).

e L'ingestion d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers
mécanismes, également des antibiotiques, des anticancéreux et L’infection au VIH

a pour effet d’accroitre la production de radicaux libres dans 1’organisme
(MOHAMMEDI, 2005).
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Figure N° 9: Origine des différents radicaux libres oxygéneés et especes réactives de I'oxygene
impliqué en biologie (FAVIER, 2003).

11.1.4. Les antioxydants
11.1.4.1. Définition

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I'organisme. ces substances ont pour réle d'une
maniere directe ou indirecte, d’empécher les ERO et ERN d’atteindre les cibles biologiques
(acides nucléiques, protéines, lipides...), pouvant assister considérablement les mécanismes
cellulaires (BOUHADJRA, 2011) . Il existe une quantité innombrable d'antioxydants et ceux-
ci peuvent étre non enzymatiques ou enzymatiques (YOU et al, 2003).
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p-caroténe
Vitarmine C
Vitamine E
Polyphénols
Ubiquinone andopiasmioue
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Catalase
) Ghutathion réduit
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dismutase (CWZn) -l Thioredoxine
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FASEB J, 1987

Figure N° 10 : Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule
(Mn-SOD) : superoxyde dismutase mitochondriale, (Cu/Zn-SOD) : superoxyde dismutase
cytosolique, (GPx) : glutathion peroxydase, (GSH) : glutathion réduit (GARAIT., 2006)

a) Les antioxydants endogénes (enzymatiques)

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué la premiére barricre
de cette défense antioxydante, qui est constituée de trois métalloenzymes essentielles : les
superoxydes dismutases, la catalase et les glutathions peroxydase(SIES, 1991). Ces enzymes
ont une action complémentaire sur ’activité radicalaire au niveau du superoxyde et du

peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygene moléculaire
(MARFAK, 2003).

b) Les antioxydants exogenes (non enzymatiques)
L’organisme possede une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres »
qui sont des composés pour la plupart apportés par ’alimentation (Vitamine C et E,
polyphénols,...) (SORGE, 2004) , dont le rdle essentiel est de neutraliser les effets toxiques
des ERO, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire. (LEVERVE, 2009).

11.1.4.2. Mécanisme d'action de antioxydant

11.1.4.2.1. Antioxydants enzymatiques
Les antioxydants enzymatiques reposent sur superoxyde dismutase SOD, catalases et
glutathion peroxydases (LEVERVE, 2009).
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a) Superoxyde dismutase (SOD)

Superoxyde dismutase est une metalloenzyme Accélére la dismutation de l'anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene, il existe plusieurs isoenzymes de SOD , SOD ferreux
(Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganese (Mn-SOD) (PIQUET et
HEBUTERNE, 2007). Les iso enzymes different selon la localisation chromosomique du
gene, leur contenu métallique, structure et leur localisation cellulaire (GUEYE, 2007;
TBAHRITI et al, 2014)

0, 4+ 05, +2H —H,0, 40,
b) Catalases (CAT)

Catalase joue un role important dans les voies de défense antioxydantes (LINFORD et
al, 2006). C'est un tétramere localises surtout dans les peroxysomes hépatiques, dont chaque
unité porte une molécule d'héme et une molécule de NADPH. La fixation du NADPH sur la
catalase augmente son efficacité et le protége contre I'inactivation (KIRKMAN et al,1999), et
il agit en tant que catalyseur son réle est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogéne
en eau et en oxygene moléculaire (GOUDABLE et FAVIER, 1997)

2H202 - 2H20+02

c) Glutathion peroxydase (GPx)

Les glutathion peroxydases(GPx) sont des enzymes tétramériques a sélénium localise
dans le cytosol ainsi que dans la mitochondrie (LACOLLEY, 2007). La glutathion peroxydase
(GPx) détruit le peroxyde d’hydrogene et les peroxydes lipidiques. La réduction de ces
dérivés réactifs est couplée avec 1’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion
(GSH). La glutathion réductase (GR) a pour role la régénération de GSH a partir du GSSG
tout en présence du cofacteur NADPH (SORGE, 2004).

d) Glutathion réductase(GR)

La glutathion réductase (GSSG-Red) régénére le glutathion réduit a partir du GSSG tout
en utilisant le NADPH comme cofacteur (DEATON et al, 2003), est localisée avec la
glutathion peroxydase, elle se trouve dans le cytosol et les mitochondries (BUTTERFIELD et
al, 2002).
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e)  Glutathionne-S-transférase(GST)

Glutathion S-transférase est une famille des enzymes multifactorielles présentes chez tous
les organismes (RENUKA et al, 2003). La glutathion-S-transférases (GST) est un systeme
tres important dans la protection de la cellule contre les espéces réactives de I'oxygéne, par sa
capacité de conjuguer le glutathion avec les composés électrophiles et la réduction des
peroxydes (ZHIHUA et al, 2004).

L'activité de conjugaison du GSH avec les composés électrophiles est présentée comme

suit:

GSH+R-X = GSR+HX

11.1.4.2.2. Antioxydants non enzymatiques
a) Vitamine E

La vitamine E ( Figure 11) est un antioxydant liposoluble majeur (GROUSSARD et al
, 2003) sous forme d’a- tocophérol, se localise surtout dans la membrane externe des
mitochondries et dans celle du réticuline endoplasmique. Elle est présente dans tous les
organes , a I’exception du cerveau dans le foie , le cceur ,les reins, les pommons ,la rate ,les
muscle squelettiques et le tissu adipeux que son activité est la plus forte (Martini et seiller,
2006), joue un rble  protecteur en  empéchant la  propagation de
la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant (BENHAMOU, 2012 ;GROUSSARD
et al, 2003 et REICHL, 2010) .

a-T0H+300" = a-10"+ ROOK / "

Figure N° 11 : Structure chimique d’a-tocophérol (LAURO ; ROLIH,1990).
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b) Vitamine C (acide ascorbique)

C'est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les fluides intra- et
extracellulaires. La vitamine C peut directement réagir avec des espéces réactives de
I'oxygene comme HOe ou O2-+(et leur forme protonée H,O-), ce qui est tout a fait
remarquable puisque ces derniers sont connus pour étre trés peu réactifs.(GARDES-ALBERT
et al, 2003).

HO_ OH

~0 CH CH,0

OH

Figure N° 12: L’acide ascorbique (LAURO ; ROLIH , 1990).
La vitamine C réduire le radical a- tocophérol qui permet une bonne efficacité de la
vitamine E (GARDES-ALBERT et al, 2003).

CHy
L

o~

Tocophérol (TOH) \]; . \?[/ \y

PRI ) Radical ascorhyl
(. (radical lipidique) g
R:H (AGPI)

1y = 3 7 | Acide ascotbique (AHy)

A I\ .<'
Er ~0 ol |

Radical tocophéryle (TC)

Figure N° 13: Régénération de la vitamine E via I’action de la vitamine C lors de la
peroxydation lipidique (Lauro C;Rolih C.(1990).
c) Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) (LI et al, 2005), joue
un réle important comme antioxydant endogéne et dans le maintien de I'équilibre
d'oxydoréduction. En fait, le GSH participe a I'élimination du H202 et des LOOH, en servant
de co-substrat a I'enzyme GSH-Px (FERRARI et al, 1991). Le GSSG formé par cette
premiére réaction est a nouveau réduit en GSH par la GSH réductase, une enzyme qui utilise
le NADPH comme cofacteur. Le GSH peut inhiber la peroxydation des lipides et s'avere
efficace comme piégeur direct de certains ERO, tels les radicaux OHe et 'oxygéne singulet
102 (HALLIWELL, 1996).
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GSH + -OH — GS5-+ H20

2GS- — GSSG

d) Oligo-éléments

Ces oligo-¢éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments, le zinc, le sélénium cuivre...etc.,
ont une action définie (FAVIER et HININGER-FAVIER, 2005).

*Zinc

Le zinc (Zn) joue un réle antioxydant indirect en assurant la stabilisation de SOD
(Powell., 2000). Le zinc inhibe la production des espéces radicalaires de I'oxygene ERO par
les métaux de transitions (FAVIER ET HININGER-FAVIER, 2005), en entrant en
compétition avec le fer et le cuivre dans la réaction de fenton. Il protége les groupements
thiols (SH) des protéines contre I'oxydation induite par le fer, en empéchant la formation de
ponts disulfure intramoléculaires. L'activité antioxydant du zinc pourrait également passer par
I'induction de metallothionéines pouvant piéger les ERO (DELATTRE et al, 2005).

*Sélénium
Le sélénium joue un ro6le clé dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre l’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des
glutathions peroxydases séléno-dépendantes, et a 1’activité biologique anti-radicalaire des
sélénoprotéines (BURK., 2002).

*Cuivre
Le cuivre est un oligo-élément indispensable, essentiel dans de nombreuses réactions
enzymatiques et dans la synthese de neurotransmetteurs (TROCELLO et al, 2010). Il est un
cofacteur de divers enzymes a activité antioxydant. EIément catalyseur pour efficacité de la
SOD (DELATTRE et al,2005).

e) Polyphénols
Les polyphénols sont des antioxydants ils sont capables de piéger des radicaux libres,
d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl, superoxyde et
peroxyl. lls sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés
chélatrices (DELATTRE et al, 2005).
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Tableau N° 6: la nature et les mode d'action des Principaux antioxydant enzymatique et
non enzymatique (K. BOUHADJRA ,2011)

Défenses non

enzymatiques

NATURE MODE D’ACTION
C'est un protecteur en empéchant
Vitamine E la propagation de
la peroxydation lipidique
Vitamine C piéger des radicaux libres
Polyphenole inhiber la peroxydation lipidique
Flavonoide piéger des radicaux libres

Glutathion réduit (GSH)

I'élimination du H202 et des
LOOH

Défenses

enzymatiques

Superoxyde
dismutase(SOD)

Accélére la dismutation de I'anion

superoxyde

Catalase

Catalyse la dismutation de I’anion

superoxyde

Glutathion peroxydase

Action réductrice sur H202 et les

hydro peroxydes

Glutathionne-S-transférase
(GST)

protection de la cellule contre les

especes reactives de I'oxygeéne par

la conjugaison le glutathion avec
les composés électrophiles

11.1.5. Méthode utilisée pour évaluer I'activité anti-oxydante

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant sont nombreuses et peuvent étre

qualitatives ou quantitatives. La méthode qualitative, utilisée pour repérer 1’activité anti-

oxydante de composeés, sont relativement peu nombreuses, mais il existe plusieurs essais

quantitative in vitro et une vivo.

Les méthodes utilisées , les noms dérivent, généralement, du nom de la substance

utilisée comme source de radicaux libres, parmi celles-ci, on cite (Tableau 7).
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Tableau N° 7 : Les différents tests pour la mesure de la capacité antioxydante globale in
vitro (TLILI, 2015)

Methode Nom Générateur de radicaux Slintle
Mesure/Calcul
. Décoloration du
Total équivalent AeI?('JI'XS ;azgrieziljcg radical ABTSe-:
TEAC antioxydant capacité ’p ¥ peroxy A=734 nm
d’hydrogéne formation du Unité - équivalent
radical (ABTS++) =
Trolox
Changement
. . d’absorbance a
Ferric reducing ability RN 6 e A=593nm
FRAP (TPTZ)2 ]
of plasma CI3 Unité : FRAP par
rapport a une
solution de Fe(ll)
Diminution de
DPPH o ?,2- I’absorbance
diphénylpicrylhydrazyl DPPH A=515nm
Unité : équivalent
Trolox
2,2-azobis (2- Diminution de la
T O AP fluorescence de la
TRap | sl ning | doroviras (8| pancosryme
P n;’ture y (A=495 nm et
ST A=575 nm). Unité :
ydrop équivalent Trolox

Le méthode utilisé dans cette étude est DPPH:

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé
pour I’évaluation rapide et directe de I’activité anti-oxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité¢ de 1’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 a 520nm (KHOLKHAL et al, 2013). 1l possede un électron non apparié sur un atome du
pont d’azote (figure 14). De couleur violette qui réagit avec des composés qui peuvent donner

un atome d’hydrogeéne, mais il est sensible a la lumiere, a ’oxygene, au PH et a la nature du

solvant utilisé (POPOVICI et al, 2009).
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N MNO-

NO,

Figure N° 14 : Structure chimique du radical libre DPPH (POPOVICI et al, 2009)
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Figure N° 15: Schéma de transformation du DPPH de sa forme active (POPOVICI et al,
2009).

11.1.6. Effet des antioxydants sur la santé humaine

Lors de la photosynthése, les plantes fabriquent des substances anti oxydantes pour se
protéger des effets déléteres des radiations solaires. Par conséquent, des vitamines (C, E,
caroténoides) et des enzymes (catalases, peroxydases) sont synthétisés. De plus, Ces plantes
¢laborent des flavonoides qui préviennent 1’oxydation. Ces substances jouent deux réles au
niveau de la plante : celui d’un filtre solaire et celui d’un antioxydant vis a vis des radicaux
libres produits par les radiations. Tous ces antioxydants sont directement assimilables par
notre organisme quand on consomme des végétaux ou des produits dérivés de ceux-ci.
existe une forte corrélation entre la consommation de légumes et de fruits et une moindre
incidence des maladies cardio-vasculaires et les cancers. Les antioxydants végetaux ont des
propriétés protectrices en matiére de vaisseaux sanguins, leurs vertus antivieillissement et
leurs implications probables dans la prévention des pathologies liées au stress oxydatif

(WOLFF, 1968 ; TURRENS et al., 1985).
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11.2. Activité antibactérienne

11.2.1. Genéralités

Dés la naissance, I'homme se trouve en contact avec des micro-organismes
(KAUFMANN, 1997) comme les bactéries, sont des micro-organismes unicellulaires classés
parmi les procaryotes, car ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractéere les
distingues des autres organismes unicellulaires classes parmi les eucaryotes (champignons,
algues, protozoaires) (NAUCIEL et VILDE, 2005). Les bactéries qui vont progressivement
coloniser son revétement cutanéo-muqueux, pour résister a ces microorganismes par
nombreux moyens sont mis en jeu (KAUFMANN, 1997).

11.2.2. Définition de I'activité antibactérienne

L'activité antibactérienne correspondant a activité d'une molécule (comme le
médicament) ou composé présent au sein d'un végétal (NICOLASE et DANIEL, 1998).
Capable a faible dose de tuer ou d'inhiber la croissance du germe par un mécanisme
particulier jouant sur ses mécanismes vitaux (OKUSA, 2012). Il est connu que le traitement
des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des antibiotiques, mais, la
consommation a grande échelle de ces « médicaments » a entrainé la sélection de souches
multirésistantes d’ou 1’importance d’orienter les recherches vers de nouveaux substituts,

surtout les végétaux qui ont toujours constitué une source d’inspiration dans les recherches

médicales (ALI-SHTAYEH et al, 1998).

11.2.3. Rappel sur les bactéries

Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, visible au microscope,
appartenant a une zone de transition entre le regne animal et le regne végétal.

Comme toute cellule, les bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un
protoplasme contenant des granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule.
Certaines bactéries sont mobiles grace a des cils vibratiles. Selon leur mode de nutrition et
leur comportement vis-a-vis de 1’oxygeéne, les bactéries sont classées en aérobies et en

anaérobies.

- Les bactéries se reproduisent selon deux modes :
e Ladivision simple ou scissiparité.
e Lasporulation, la spore représentant la forme de résistance et de dissémination du

germe.
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Pour croitre, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur des conditions
physicochimiques favorables qui leur sont nécessaires et les aliments couvrant leurs besoins
énergétiques. Sur le plan pratique, ces besoins sont satisfaits dans des milieux élaborés par

I’homme en vue d’étudier les bactéries et sont appelés : milieux de culture (LECLERC et al,

1995 ; MADIGAN et al, 1997 ; MARC et al, 2001).

11.2.3.1. Les infections bactériennes

Une infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration

d’une bactérie pathogéne dans un organisme. Elle peut étre :

- Locale: lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré.

- Générale: lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son
entrée (peau, muqueuses) ou au niveau des ganglions, il pénetre dans le sang et se
dissémine par celui-ci dans tout I’organisme.

- Focale : c’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les germes sont

apportés par la circulation sanguine. (POCIDALO et al, 1989 ; MARC et al, 2001).

11.2.3.2. Principales substances antibactérienne

11.2.3.2.1. D'origine végétale

Activité antibactérienne des polyphénols

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes
(COWAN, 1999). Une contamination des végétaux par des microorganismes pathogénes
entraine une forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, ce qui correspond a la
mise en place de mécanisme de défense de la plante (FLEURIET, 2005). Le mécanisme de
toxicité peut étre lié a linhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, et

dégradation de protéines de transport et d'enveloppe cellulaire. (COWAN, 1999).

e Les flavonoides
Les flavonoides sont parmi les plus communs des produits naturels qui présentent un
large spectre d’activité antibactérienne (DIDRAK, 1999 ; MODAK, 2001 ; OKIGBO, 2005)
les études scientifiques menées au cours des dernieres années a généré un intérét croissant
dans leur rdle potentiellement important dans le maintien de la santé humaine. Un nombre
considérable de plantes médicinales contiennent des flavonoides, qui ont été rapportés par de

nombreux auteurs comme ayant des propriétes antibactériennes (MAMATHA, 2005).
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L'activite de la quercétine par exemple, a été au moins partiellement attribuée a

l'inhibition de 'ADN gyrase d’E coli et rapporté que les flavonoides ont montré in vitro une

activité antimicrobienne contre les souches de Klebsiella pneumoniae (COWAN, 1999).

11.2.3.2.2. D'origine syntactique

e Les antibiotiques(médicament)

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes,

mais on inclut geénéralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits

entierement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement

sur I'usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des

bactéries, sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs.
(BERGOGNE-BEREZIN et DELLAMONICA, 1995).

11.2.4. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

Tableau N° 8 : Aspect morphologique des micro-organismes étudiés

Les souches

Caractéristiques

Habitat Morphologie Culture Biochimie Pouvoir pathogéne
Cette Bacille , Gram se cultive en | sont identifiées par La plupart sont
espéece négatif, La 37°C et apres les tests suivant : associée a voies
dominante plupart sont 24h en donnant | fermentation du | digestives : diarrhées
de la flore mobiles a des colonies de lactose, du aussi peut étre
aérobie du | ciliature péritriche | 2 a3 mm de mannitol et de provoquent par fois
Escherichia | e digestif | ,d’autre sont diamétre | sorbitol, production | hémorragiques avec
coli (NAUCIEL immobile (BERCHE et | d’indole, présence | fiévre et douleur
et VILDE, | (BERCHE etal., al., 1989) . de B-galactosidase. | abdominale , cystites
2005). 1989) . (BERCHE et al, traduisant par une
1989) . dysurie, une
pollakiurie
(BERCHE et al,
1989)
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ces espéece bacille , Gram se cultive sont identifiées par sont I’une des
colonisent négatif, de2a3 | facilementsur | les tests suivant : principales causes
les pum de longeur et milieu présence oxydase, des syndromes
muqueuse | 0,6 um de large, ordinaire en fermontation de gastro-enteritiques
intestinale mobile grace a 24h. Les glucose+production | qui sont dds a des
et ’iléum | ciliature péritriche | colonies sont | de gaz , production toxi-infections
chez (BERCHE et al, | lisses, a bords de I'hydrogene alimentaires , Elle
salmonella | o, me. 1989). réguliérs sulfuré, production | cause une fiévre a
entericassp | (gERCHE mesurant 2 & de lysine- 39°C- 40°C, des
Arizonae | o al, 1989). 3mm apres 24h decarboxylase douleurs
d’incubation a (BERCHE et al, abdominales, des
37 C° (Berche 1989). nausées des
et al, 1989). vomissements
(BERCHE et al,
1989)

Cette bacille fin gram se cultive sur | sont identifiées par Les infections a
espece est | négatifde 1,5a 3 la gélose les tests suivant :la | surviennent chez les
largement | um de longueur et | nutritive , les réduction des sujet agés et les

répandu 0,5a0,8 um de colonies sont | nitrates, la présence | immunodéprimés
dans largeur d’une grande d’oxydase , la (cancéreux),
I’environne | (CHAKER H, taille (1-3 mm présence d’une présentant des
ment. qui | 2012)., non ), & bord Iécithinase et la affections
vit a I’état | sporulée , irréguliers, dégradation du intercurrentes
Pseudomona
; saprophyte | strictement lisses et glucose et du D- | (insuffisance rénale ,
> AETHINes dans I’eau, | aérobie et trés bombées. arabinose (LILET | respiratoire, bralure)
le sol, les | mobile gréace a la (BERCHE et et al, 1983). (LILET et al, 1983).
végeétaux, et | présence de al, 1989) .

sur des
surfaces
inorganique
s (FLORET,
2009).

plusieurs flagelles
polaires
(BERCHE et al.,
1989) .
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Listeria

innocua

les végétaux

(BERCHE
et al, 1989)

extrémités
arrondies,non
capsulées,
aérobies
anaérobies
facultatifs, Peu ou
pas mobiles a 37°
C, Listeria est
toujours mobile a
22-25°C. La
ciliature est de
type péritriche,
avec un nombre
de flagelles
compris entre 1-5.
(EUZEBY, 2000)

réguliéres et
transparentes.
(ROCOURT,
2002;
LARPENT,
2004)

Cette petit bacille, se cultive sur | sont identifiées par | L.monocytogenes est
espece est Gram positif, la géelose, les | les tests suivant : une bactérie
trouvée régulier, non colonies de 24- | présence oxydase opportuniste de deux
dans sporulant, de 0,4 & | 48h a 37°C ont | ,catalase, uréase types d'infections
I'environne 0,5 mm de un diametre de chez 'hnomme :
o . . ,gaz en glucose .
ment dans | diametre et0,5a | 0,5a1,5mm, o
) (LARPENT, 2004) | Listeriose de
les sols, 2 mm de sont arrondies,
. I'adulte et de I'enfant
I'eau et sur longueur, aux lisses a bords

. méningites,
méningo-
encéphalites,
encéphalites,

septicémie.

. Listériose de
la femme enceinte :
infection bénigne
pour la femme, se
traduisant souvent
par une simple fiévre
mais grave pour le
feetus, pouvant
provoquer un
avortement, la mort
in utero.
(ROCOURT, 2000).

11.2.5. Méthode utilisée pour évaluer I'activité antibactérienne

L'activité biologique d'un extrait est liée a sa composition chimique. Lorsque I'on parle

d'activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d'effets : une activité létale ou biocide et

une inhibition de la croissance ou activité biostatique (ATTOU, 2011). La sensibilité des

microorganismes peut varier selon le germe testé car un antimicrobien peut étre biocide vis-a-

vis de certaines souches, biostatique vis-a-vis d’autres ou n’avoir aucun effet (PIBIRI, 2006).
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La plusieurs examen fait apparaitre la diversité des méthodologies utilisées pour mettre

en évidence ’activité antimicrobienne des extraits.

- Les différents protocoles peuvent étre classés :
» selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I'extrait, soit liquide soit solide.
» selon la nature du contact avec le germe : diffusion sur disque, ou dispersion dans
un émulsionnant (PIBIRI, 2006).

11.2.5.1. Méthode Aromatogramme

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des
disques. Cette méthode a 1’avantage de s’appliquer a un trés grand nombre d’especes
bactériennes et d’avoir été¢ largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale (PIBIRI,

2006).

L’aromatogramme se réfere a la diffusion d'un agent antimicrobien d'une concentration
specifique a partir de disques dans le milieu de culture solide. La méthode est basée sur la
détermination d'une zone d'inhibition proportionnelle a la sensibilité bactérienne a
I'antimicrobien présent dans le disque. Plus le diametre de zone d' inhibition est grand, plus la
souche est sensible a 1’antibiotique. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante (PIBIRI,
20006) (Figure 16) . Les disques devraient étre distribués de sorte que les zones d’inhibition
autour des disques ne se chevauchent pas et qu'ainsi la zone d'inhibition puisse étre
déterminée. La méthode des disques est facile & mettre en ceuvre, reproductible et ne nécessite

pas d'équipement onéreux (MANUEL TERRESTRE DE L'OIE, 2008)

Sens de diffusion

Concentration

T’ Disque

Figure N° 16 : Schématisation du principe de méthode des aromatogrammes sur boite de
Pétri (ALLANE, 2009)
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11.2.5.2.Méthode de diffusion en puits
Proposé par Cooper et Woodman en 1946, reprise par Shroder et Messing (1949), elle
mesure une diffusion radiale de I'extrait a partir d'un puits en donnant une zone d'inhibition
clair et facilement mesurable a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la
suspension bactérienne. Elle consiste a découper un tronc circulaire vertical dans la gélose et

d'y verser une solution d'extrait de concentration connu (HELLAL, 2011).

11.2.5.3. Méthode de micro-atmospheres
Le protocole des microatmosphéres est techniquement proche de celui des
aromatogrammes. La différence réside principalement dans la position du disque imprégné.
Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite de
Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le
milieu gélosé. Cette technique permet de mettre en évidence la diffusion des composants

volatils des huiles essentielles a I’intérieur d’une boite de Pétri (PIBIRI, 2006).

11.2.5.4. Méthode de dilutions en bouillon et en gélose

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la
concentration la plus faible de l'antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie
testée (la CMI, habituellement exprimée en mg/ml ou mg/litre) (PIBIRI, 2006).
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Chapitre 111 les pesticides

111.1. Définition

Le mot pesticide composé de deux parties: le suffixe « cide » qui a pour origine le verbe
latin «caeder» qui signifie « tuer ». On lui a adjoint la racine anglaise « Pest » qui signifie
animal ou plantes nuisibles a la culture (FOURNIER et al., 2002),. Les pesticides sont des
substances ou préparations permettant de lutter contre les ennemis des cultures et des produits
récoltés. Leur composition élémentaire et leur structure chimique trés variées sont a la base de
propriétés physico-chimiques et biologiques tres diverses. (AMADOU, 2013). Il existe,
parallelement, de nombreuses autres appellations des pesticides telles que produits
phytosanitaires, produits agro-pharmaceutiques, produits antiparasitaires, les produits

phytopharmaceutique, ou encore produits agri sanitaire (MORGAN., 2001).

I11.2. Classification des pesticides
111.2.1. Le premier systéme de classification
Tient compte la nature chimique, la substance active qui compose majoritairement les
produits phytosanitaires. Selon (CALVET et al., 2005), celle-ci est donnée par ca composition
élémentaire, sa composition fonctionnelle et par sa structure c'est-a-dire par 1’arrangement
dans I’espace des atomes qui constituent la molécule. Les principaux groupes chimiques sont

cités dans le tableau au-dessous.

111.2.2. Le deuxiéme systéme de classification
Repose sur le type de parasites a controler il existe principalement trois grandes
catégories de pesticides selon la nature des cibles visées : les herbicides, les fongicides et

les insecticides (Tableau N° 09).

Tableau N° 9: Systeme de classification des produits phytosanitaires (EI Mrabet, 2008).

Deuxieme systeme de classification Premier systeme de classification
En fonction de _ En fonction de la nature chimique de
_ Spectre d’action ;
la cible la substance active
Herbicides Les végetaux rentrant en

concurrence avec les
plantes a protéger en

ralentissant leur croissance.
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Fongicides Les champignons ou e Organochlorés
encore les bactéries e Organophosphorés
résponsables des e Les carbamates
phytomaladies. * Les pyréthrynoides
Insecticides Protection des plantes o Les friazines
SO (5 TEEEES e Les urées-substituées
Acaricide Acariens.

Némanticides

Contre les vers du groupe

Nématodes.

Rodonticides

Contre les rongeurs

Molluscicides Contre les limaces et les
escargots
Taupicides Contre les taupes

Corvicides et

corvifuges

Contre les corbeaux et les
autres oiseaux, ravageurs

des cultures.

111.3. Composition des pesticides

Un pesticide comprend une ou des substances actives (ou matiéres actives) et des

matiéres additives. Les substances actives ne sont pas utilisées telles quelles mais elles sont

formulées. Selon (FOURNIER et al., 2002), la formulation des pesticides vise a assurer une

efficacité optimale a la substance active et a en faciliter 1’application pour 1’agriculture. Le

produit commercial est donc un mélange de plusieurs composants il contient la substance

active associée a divers formulant :

- les diluants (solvants, charges).

- les additifs (matiere colorante ou odorante).

- les adjuvants (produits destinés a améliorer la performance de la substance active) qui

peuvent eux-mémes presenter une certaine toxicité pour la plante traitée et
I’utilisateur (FOURNIER et al., 2002).

I11.4. Mode d’action des pesticides
111.4.1. Les herbicides
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Peuvent agir sur les adventices se trouvant en concurrence avec une culture donnée.
Suivant leur dose et leur période d’utilisation, ces composés peuvent €tre sélectifs ou non
sélectifs en possédant différents modes d’actions sur les plantes, ils peuvent étre :
- Perturbation de la photosynthese (les triazines) et la division cellulaire (les
carbamates) et inhibition de la synthése des caroténoides (isoxazolidinones).

- Inhibiteur de la synthese des lipides (les cyclohexanediones), la synthese des acides
aminés (les acides phosphoriques) et de cellulose (les benzamides) (LOUCHAHI,
2015).

111.4.2. Les insecticides

Les insecticides agissent par contact, par inhalation ou par ingestion des molécules
par I’insecte. Ils interviennent en éliminant ou empéchant la reproduction des insectes avec
différentes maniéres : (LOUCHAHI, 2015).

- Les insecticides agissant sur la respiration cellulaire (phenoxypyrazole....).

- Les insecticides de type régulateurs de croissance (thiadiazines...).

- Les insecticides agissants sur les systémes nerveux (Organophosphorés).

111.4.3. Les fongicides

IIs peuvent agir différemment sur les plantes comme étant : (LOUCHAHI, 2015).

- Des fongicides affectant les processus respiratoires (dithiocarbamates) ainsi que la

division cellulaire (benzilidazoles).

- Inhibiteurs de la biosynthése des stérols, des acides aminés ou des protéines et le

métabolisme des glucides.

111.5. La métribuzine

111.5.1. Définition

Les herbicides de type triazine peuvent étre divisés en quatre classes structurales
différentes; chlorotriazine, méthylthiotriazines, méthoxytriazines et triazines atypiques ou
asymétriques. Le groupe de chlorotriazine comprend; atrazine, simazine, propazine,
terbuthylazine et cyanazine. Le groupe méthylthiotriazine comprend I'amétryne, la
prométryne, et terbutryne. Le groupe de méthoxytraizine comprendra prometon et
secbumeton. Hexazinone et métribuzine ont été choisis pour représenter le groupe de traizine
atypique (MCFARLAND et al., 2011).

111.5.2. Propriétés physico-chimiques, utilisations et sources de contamination
La métribuzine (C8H14N40S) est un herbicide de la famille des triazines, employé en

prélevée et en postlevée pour lutter contre les mauvaises herbes qui parasitent diverses
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cultures agricoles. Au Canada, on en utilise entre 100 000 et 500 000 kg chaque année.1 La
solubilité de la métribuzine dans 1’cau est de 1,2 g/L a 20°C; sa pression de vapeur, a 20°C,
est inférieure a 1,3 ~ 10-3 Pa.2 Son logarithme du coefficient de partage octanol-eau est de
1,70;3 par conséquent, il est peu probable que cette substance produise une bioaccumulation
importante. La dégradation microbienne est la principale voie d’élimination de la métribuzine
du sol. La métribuzine serait rapidement détoxifiée par désamination par le champignon du
sol Cunninghamella echinulata . 4 Elle est également adsorbée modérément sur les sols a
fortes teneurs en argile ou en matiéres organiques; le degré d’adsorption diminue avec une
augmentation du pH.2 Le degré de lixiviation de la métribuzine dans la nappe phréatique est
fonction inverse de la teneur du sol en matieres organiques.2 Sa demi-vie dans les sols varie
de 2,5 a quatre mois,5 et, dans les eaux stagnantes, elle est d’environ sept jours.6 (AMADOU,

2013)

C N — N C
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C—C—¢C cC — S
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Figure N° 17 : Structure de métribuzine (MORGAN., 2001).

111.5.3. Toxicité
La métribuzine expose des différents effets nocifs (POHANISH., 2012) :

- L'exposition a court terme: la métribuzine peut vous affecter quand respiré et en
passant par votre peau. L'intoxication aigué peut causer la respiration et de la
somnolence difficile. Expositions élevées peuvent provoquer des maux d'estomac, la
fatigue et la dépression du systéme nerveux central, provoquant une mauvaise
coordination, des tremblements et une faiblesse. Humaine Tox = 200,00000 ppb (trés
faible).

- L'exposition a long terme: forte exposition ou autre répétée peut provoquer des
modifications des enzymes hépatiques, le goitre, et peut affecter la fonction
thyroidienne.

- Points d'attaque: systeme nerveux central, de la thyroide, du foie.
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111.6. Métabolisme des pesticides

Le terme «métabolisme» decrit les réactions qui permettent a un systéme pour enlever
une substance étrangére, ou xenobiotique (AISSAOUI, 2013)., ou est un mécanisme important
par lequel les organismes a se protéger contre I'effet toxique des xénobiotiques (produits
chimiques étrangers) dans leur approvisionnement alimentaire. Les différents organes,
notamment le foie, peuvent étre impliquées, en fonction de la substance chimique. L'énergie
utilisée pour métaboliser les pesticides et autres produits chimiques xénobiotiques (étrangers)
n’est pas disponible pour d'autres fonctions du corps et peut sérieusement nuire a la croissance
et la reproduction de I'organisme (ALPAS et al., 2011).

Phase Il
Fonctionnalisation Conjugaison Efflux

ROH

Py

P —

~ = P Elimination

Figure N° 18 : Processus de détoxication et de biotransformation des xénobiotiques
(INSERM., 2013).

Comme tous les xénobiotiques, les pesticides peuvent étre absorbes par voie cutanée,
orale ou pulmonaire et distribues dans les tissus de 1’organisme de maniére active ou passive.
L’absorption dépend de la barriere a franchir (peau, poumon, paroi intestinale...), des
propriétés physicochimiques des molécules. Les petites molécules peuvent franchir une ou
plusieurs barrieres de maniere passive (figure 18). Les substances lipophiles (hydrophobes)
semblent capables de traverser plus facilement les membranes cellulaires dont les constituants
sont principalement des phospholipides alors que les substances ionisées (hydrophiles) seront
arrétées sauf au niveau des pores ou des transporteurs membranaires pour les plus petites
molécules. La membrane des cellules constitue ainsi une barriére efficace protégeant les
cellules contre des xénobiotiques hydrosolubles. Apres pénétration dans une cellule, le
xenobiotique est rapidement pris en charge par des transporteurs membranaires ou pompes
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d’efflux qui vont I’exporter a I’extérieur de la cellule. Il peut également &tre transforme par
les enzymes du métabolisme des xénobiotiques au cours de plusieurs réactions afin de faciliter
son excrétion. Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques représentent un systéme
complexe essentiel a la protection de 1’organisme. La premiere étape (phase I) ou phase de
fonctionnalisation met souvent en jeu des cytochromes P450 (CYPs). Elle consiste en une
activation métabolique qui conduit a la formation d’intermédiaires électrophiles hautement
réactifs qui seront alors soumis aux enzymes de la phase Il (enzymes de conjugaison ou
transférases comme la glutathion-S- ou glucuro- transférase), capables de greffer des résidus
hydrophiles (comme le glutathion). Les métabolites ainsi transformés sont excrétés de la
cellule par des transporteurs membranaires d’efflux dits de phase III (INSERM., 2013).

111.7. Effets des pesticides sur les humains

Les pesticides peuvent se retrouver dans I’organisme humain directement par ingestion,
inhalation ou pénétration cutanée ou indirectement par 1’intermédiaire des sols, des
poussieres, d’eau ou d’aliments contaminés (WHO, 1992).les résidus de pesticides peuvent
entrainer des désagréments pour la santé comme : des troubles de la reproduction, le
développement du systéme nerveux. Une toxicité neurologique aigue, 1’affaiblissement du
développement neurologique chronologique, un dysfonctionnement des systémes
immunitaires de la reproduction et endocrinien ont également été rapportés (AISSAQUI,
2013). L’exposition aux pesticides peut aussi étre la cause du développement de
cancer(HERCEGOVA et al., 2007).Certains pesticides sont aussi considéres comme étant des
perturbateurs endocriniens, c'est-a-dire qu’ils interférent avec les hormones en stimulant leur
action par ailleurs, il a ét¢é montré que chez les agriculteurs, les cancers de la prostate et de

I’estomac étaient plus fréquents (MEYERetal.,2003).
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Chapitre I Matériels et Méthodes

Ce travail de recherche a été realisé au sein du laboratoire pédagogique qui fait partie de

faculté des sciences de la nature et de la vie de ’université Echahid Hamma Lakhdar d’El

Oued.

I.1. Principe d’étude
L’objectif de mon étude est d’estimer la teneur de cette espece vegetale (Astragalus
gombo) en composeés actifs essentiels tel que les polyphénols et les flavonoides obtenus dans
les différentes parties (feuilles et racines) et évaluée leur pouvoir biologique (I’activité

antioxydante (in vivo et in vitro) et I’activité antibactérienne).

1.2. Matériels utilisés

1.2.1. Matériels biologiques
1.2.1.1.Matériel végétal
Le matériel végeétal utilisé est une espece médicinale appartenant a la famille des
Fabacées correspond la partie aérienne composée les feuilles et partie sous aérienne

composée les racines de I’espéce Astragalus gombo.

La recolte de cette plante est effectuée au stade floraison le 11/02/ 2018 au niveau de
la localité de Hassi Khalifa (wilaya d’El Oued).

Figure N° 19 : Astragalus gombo ( photo originale,2018)
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1.2.1.1.1. Caracteres généraux de site de prélevement

Les échantillons de la plante ont été prélevés a partir de la région de Hassi-khalifa qui
est située au Nord de la ville d'El Oued & 30 Km, elle s'étend sur une superficie de 1112 Km?

(33° 35" N. et 7° 02' E.), elle est caractérisée par un climat saharien, avec la diminution de la

pluie et I'alternation de la température entre le jour et la nuit. Les vents qui caractérisent cette

région sont les vents chauds (chihili) surtout a la saison d'été et les vents de sable a

la saison du printemps (GUEZOUL et al, 2013).

La commune de Hassi Khalifa est délimitée administrativement comme suit:

- Aunord par la commune Ben Ghecha.

- Ausud par lacommune Debila et Triffaoui .

- Al'est lacommune Taleb Elarbi .

- A l’ouest la commune Elmagren (GUEZOUL et al, 2013).

__ wilaya de Tebassa =t
~ “Khenechla
JHamraia e,

', republique de

Y % \Tunisienne - 4 Référence

. Limite de la wilayva d’Eloued
wilaya de =
ouaregla .
Limite d= commune

Commune de Débila

Bl Commune Sidi Amrane

| 1a zone & étude (cité ¢ Elhamaissa)

| B Limite cité &'Ethamaissa

>3 \__® centre da wilayva

Douar el Ma

Commune de Hassani Abdelkerim

Limite de commune ot la daira dan

Figure N° 20 : Localisation géographique de la zone d’étude (KHOLLADI, 2005)

1.2.1.2. Matériel vivant

1.2.1.2.1. Microorganismes utilisées

Les quatre souches bactériennes utilisées dans ce travail sont de référence de type

ATCC et disponibles au sein de notre laboratoire de recherche.
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Tableau N° 10 : Quelques propriétés des souches testées.

Nom de souche et
Code référence

Quelques propriétés des souches testées

Les bactéries Gram negative

Escherichia coli ATCC
25922

C’est I’espéce dominante de la flore aérobie du tube
digestif. Escherichia coli est habituellement une bactérie
commensale, elle peut devenir pathogene si les défenses de
1’hote se trouvent affaiblies.(OLIVER ET JAPER, 1997)

Pseudomonas
aeruginosaATCC
27853

C’est I’espece reconnu comme un pathogéne nosocomial
majeur chez les patients immunocompromis ou affaiblis,
ainsi que dans le cadre de la mucoviscidose. P. aeruginosa
toujours été considéré comme une cible difficile en
chimiothérapie anti-infectieuse (OLIVER ET JAPER, 1997).

Salmonella enterica ssp
Arizonae CIP 81-3

Sont des bacilles aigus, gram négatifs, aérobies et en forme
de tige de la famille bactérienne Enterobacteriaceae. Le
genre salmonelle est obligatoirement pathogene et est divisée
en cing sous-genres qui comprennent environ 2000 sérovars.
Les salmonelles peuvent infecter une grande variété de
mammiféres, d'oiseaux, de reptiles et d'autres animaux
(WIGLEY, 2004).

La bactérie Gram positif

Listeria innocua CLIP
74915

Ces especes présentent sous la forme de petits bacilles
de maniere isolée ou groupés en V ou en L ou en palissades
ou parfois en courtes chaines ou petits amas. Ce sont des

bactéries a gram positif, non acido-résistantes, non

capsulées, non sporulées, aéro-anaerobies

facultatives.(OLIVER et JAPER, 1997).

40



Chapitre 1 Materiels et Méthodes

1.2.1.2.2. Animale utilisé

Afin d’¢viter la variabilité entre les deux sexes, j'ai utilis¢é que des rattes femelles
de souche Wistar albinos (Figure 19) fournies par les laboratoires de I’Institut Pasteur
d’Alger. Ils sont divisés en cinq lots dans des cages en plastique (Cing rattes par cage : n =5)
munies d’un porte étiquette ou le nom du lot est mentionné selon le traitement et
hébergées au niveau de I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la vie, a
l'université Echahid Hamma Lakhdar . Les rattes sont soumis a une période d’adaptation (15
jours) ou ils ont un acceés libre a I’cau et a I’aliment sous des conditions de lumiére et de

température controlées (12 heures d’éclairage / Température de 20- 25°C).

Figure N° 21 : Ratte blanche de la souche Wistar albinos (photo originale)

1.2.2. Matériels de laboratoire

- Autoclave. - Verreries: Entonnoir,

- Plaque chauffante. Erlenmeyers, Béchers,

- Papier Filtre. Eprouvettes graduées, Tubes

- Bec Benzéne. - aessais, Pipetteet micropipette (de
- Ans de platine. 1000pl, de 100pl et de 10ul).

- Ecouvillons stériles. - Spectrophotométrie.

- Disques vides stériles. - Etuve

- Pince stérilisee. - Rotavapeur de type Buchi R-200.
- Réfrigérateur. - Balance de précision.

- Boites de pétrie. - Agitateur.

- Bain de glace. - Mortier.
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- Vortex.

- portoir pour tubes spéciaux de

centrifugation.

1.2.3. Produits chimiques
Chlorure de sodium (NaCl).
Phosphate de potassium.

monobasique(KH2POa4).

Acide trichloroacétique (TCA).

Acide thiobarbiturique (TBA).
Butylhydroxytoluéne (BHT).
Acide éthyléne Diamine Tétra-
acétique(EDTA).

Bleu de Coomassie.
Glutathion réduite (GSH).
Peroxyde d'hydrogene (H202).
Acide salicylique.

Acide salicylique.

Eau distillée.

Materiels et Méthodes

- Bain marie.

Métribuzine.

Trichloride d’aluminium (AICI13) 2%;
magnésium .

Folin Ciocalteau .
2,2>-diphényle-1- picryl hydrazyl
(DPPH) .

acide ascorbique .

acide gallique.

Vanilline (99,5%) .

diméthyle sulfoxyle (DMSO) ;
acide phosphorique (H3POa) .
Trishydroxyméthylaminométhane
(Tris).

Ethanol.

Méthanol.
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1.3. Méthodes
1.3. 1 .Les méthodes utilisés pour matiere végétaux
1.3.1.1 Séchage

Le séchage consiste a extraire I’eau contenue dans la plante. Généralement, le séchage
se fait par évaporation de I’eau de la plante dans I’air. Le séchage fait intervenir a la fois des
transferts de matiére (eau), et aussi des transfert d’énergie (chaleur). Ces échanges ont lieu du
fait des écarts de température et d’humidité a la périphérie du produit (BERT, 2008 ;
CHALAL et al, 2008) le but du séchage est de déshydrater un produit de facon a abaisser sa
teneur en eau en dessous d’une valeur permettant sa conservation a température ambiante
(AGBOSSOU et al, 2013).

Séchage a I’étuve 40°C

Un échantillon est séché par circulation d’air chaud. Pour intensifier les conditions de
séchage ou ménager les substances sensibles a la chaleur, le séchage s’effectue souvent sous
vide. le taux d’humidité est obtenu par pesée différenticlle avant et aprés le séchage
(TOLEDO, 2002). Les matieres végétales médicinales (feuilles et racines) doivent étre coupé
a petites morceaux et couvrir bien dans un papier d'aluminium, et on met ce papier dans
I’étuve a 40 °C.

1.3.1.2. Préparation des extraits aqueux
1.3.1.2.1. Maceération

10 g de la plante séche Astragales gombo (feuilles et racines) est broyé et mélangé
avec 100 ml d'eau distillée puis macérés a une température ambiante et dans 1’obscurité.
Apres 24h, la préparation est filtrée 3 fois avec du papier Wattman, ensuite évaporés a 60°C
a laide d'un évaporateur rotatif de type Buchi Rotavapor R- 200 (MATKOWSKI et
PIOTROWCKA, 2006). Puis séché a I’étuve a une température ne dépasse pas 40°c, et

conserve jusqu’a son utilisation (BABA, 1999).
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Figure N° 22: Protocole de préparation de I'extrait aqueux

44



Chapitre / Mareriels et méthodes

1.3.1.3. Calcul du rendement des extraits
Le rendement des extraits bruts aqueux, macéréat isolés ont été quantifié selon la formule :

R % = PEB/PMYV x100

- R :rendement

- PEB : poids de I’extrait brut (g).

- PMV: poids de matiére végétale (g).

1.3.1.4. Analyses phytochimiques

Les tests photochimiques ont été réalisé sur les deux extraits préparés de la plante
(feuilles et racines) macérat, ce test basée sur des réactions colorées ou de précipitation par
des réactifs chimiques spécifiques réalisée sur les extraits (HARBORNE, 1998) .

A. Test des polyphénols

2 ml de chaque extrait est ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure

ferrique(FeCl3) a 2%. Le chlorure ferrique provoque en présence de dérivés polyphénoligues

I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée (BIDIE et al, 2011).

B.  Test des flavonoides
Pour mettre en évidence les flavonoides, la réaction dite “’la cyanidine’’ ou (réaction de
Shibata) a été utilisée 2 ml de chaque extrait a été repris dans 5 ml d’alcool chlorhydrique
(4ml EtOH + 1ml HCI concentré), en ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un
dégagement de chaleur puis une coloration rose-orangée ou violacée est apparue (BEKRO et
al, 2007).
C. Testdes Tannins
Dans un tube a essai, introduire 5 ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solution
aqueuse du chlorure ferrique (FeCl3) a 2%, la présence des tanins est indiquée par une
coloration bleu-noiratre ou verte (KOFFI et al, 2009).
D. Test des saponines
Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 10 ml de chacun des
extraits aqueux dans un tube a essai. le tube est agité pendant 15 secondes (S) puis laissé au
repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la

présence de saponosides (BIDIE et al, 2011).

45



Chapitre / Mareriels et méthodes

E. Test des sucres réducteurs
Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits végétaux par le réactif de
Fehling Pour 5 ml d’extrait brut sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La formation
d’un précipité rouge brique aprés 2-3min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une
réaction positive (BEKRO et al, 2007).

F. Testdes alcaloides
Iml  d’extrait végétal aqueux sont additionné d’une goutte de HCI
concentré, la solution obtenue est ajoutée 2 gouttes de réactif de Mayer. L apparition d’un

précipité ou d’une coloration blanc ou brun-rougeatre indique la présence d’alcaloides
(BAGRE et al,2007).

1.3.1.5. Dosage des composés phénoliques totaux des extraits

1.3.1.5.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

»  Principe
Le dosage des polyphénols totaux dans les différentes extraits est réalisé par la
méthode de Singleton et Ross en utilisant le réactif de Folin-Ciocalte (GHOUINI, LAMINI,
2015). Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PM012040), il est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (M08023). Cette coloration
bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le

milieu donne un maximum d’absorption environs 725- 750 nm (BONNAILLIE et al, 2012).

»  Mode opératoire
La teneur en composes phénoliques totaux des extraits phénoliques a été déterminée
selon La méthode de Folin-Ciocalteu . A 200 ul de chaque solution d’extrait est ajoutée 1ml
de réactif de Folin Ciocalteu (1/10) puis 0,8 ml d'une solution de bicarbonate de sodium
(7,5%) a été ajoutée. Apres 30 min, le contenu phénolique a été mesuré a 725nm avec UV—
Vis spectrophotométre (VUORELA, 2005).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par l'acide gallique a différentes concentrations
(50 -500ug/ml), dans les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en
mg équivalent d'acide gallique par g d'extrait sec (mg EAG/g MS). Toutes les mesures sont
répétées 3 fois (BONNAILLIE et al, 2012).
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1.3.1.5.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Les flavonoides des extraits ont été quantifiés par la méthode du trichlorure
d’aluminium (BAHORUN et al, 1996), 1 ml de chaque échantillon (préparés dans I’eau
distillée ou dans le méthanol pour avoir des concentrations convenables) a été ajouté a 1 ml de
la solution d’AICI3 (2 % dans le méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation, I’absorbance a
été lue a 430 nm. La concentration des flavonoides dans chaque extrait a été calculée a partir
des courbes d’étalonnage établies avec la quercétine (0-50 pg/ml), a été préparée dans le
méthanol et exprimée en milligrammes équivalents de quercétine par grammes du poids
d’extrait(mg de Querc /g MS). (MEZITI, 2009).

1.3.1.6. Evaluation ’activité anti-oxydante In vitro de les extraits d* Astragales
gombo

Le test proposé pour la mise en évidence du pouvoir antioxydant in vitro de mon

extraits ont été réalisé par de test DPPH.

»  Piégeage du radical libre DPPH
Pour étudier I’activité antioxydante des extraits d 'Astragale Gombo in vitro, ' ai
utilisé la méthode de DPPH (diphényl picryl-hydrazyl) comme un radical libre, selon le
protocole décrit par (TAKAO et al, 1994) ; LICINA et al, 2013). L’utilisation le radical
DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune
en présence decapteurs de radicaux libres, et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine

(CUENDET et al, 1997). Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm.

NO, NO,
. R & =~ e
O.N .\\3_. HOR . ()_-N l .\.(,\_.
¥ . NH
ok rx — — | /7\ /)w
DPry DPPH:-H

Figure N° 23: Forme libre et réduite de DPPH (SORGE, 2004).
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»  Mode opératoire

La solution du DPPH est préparée a 1’avance par solubilisation de 4 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol absolu. 200 pul de I’extrait a différentes concentrations sont ajoutés a 800
ul de DPPH. Des solutions d’antioxydant de référence ou acide ascorbique sont également
préparées dans les mémes conditions pour servir de témoin positif. Le témoin négatif est
constitu¢ uniquement de DPPH et du méthanol. Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30
min jusqu’a décoloration. Le dosage est réalisé par spectrophotométrie a une longueur d’onde
de 517 nm (CUENDET et al, 1997).

Le pourcentage de I’activité anti radicalaire est estimé selon 1’équation ci-dessous :
I % DPPH radical scavenging = [(A0-A1)/A0]*100
Ou:
- I %: pourcentage d'inhibition
- AQ: absorbance du contrdle.
- Al: absorbance de I'échantillon (Mohammedi ,2013).
»  Détermination de la concentration inhibitrice 1C5,%

L’ICso est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du
radical DPPH, ils sont calculés graphiquement par des pourcentages d’inhibition en
fonction de différentes concentrations des extraits testés Les résultats sont exprimés
en mg/ml (TORRES et al., 2006). La capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus

élevée que son ICsy est petit (POPOVICI et al, 2009) et comparée avec
celle du acide ascorbique (CUENDET et al, 1997).

1.3.2. Méthodes Utilisé pour Matiére vivo
1.3.2.1. Etude de I’effet antibactérienne de extrait d'Astragalus gombo partie

arienne (les feuilles) sur les bactéries

Les méthodes utilisées pour étudier ’interaction entre le extrait aqueux des feuilles
d'Astragales gombo et les especes microbiennes sont basées sur la diffusion de cette extrait

dans de milieux de culture pour inhiber la croissance d’un microorganisme pathogene.

L’activité antimicrobienne été déterminée par la méthode de diffusion des disques cité
par (MEDDOUR et al , 2013). On a travaillé sur 4 espéces pathogenes qui sont: (Salmonella
enterica ssp . Arizonae CIP 81-3, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et Escherichia coli
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ATCC 25922 gram négatif ) et(Listeria innocua CLIP 74915gram positif). Ces espéces sont

procurées par le laboratoire de biologie d'université Echahid hamma lakhdar d'El Oued.

1.3.2.1.1. Repiquage des souches

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant

de la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une culture jeune des

bacteéries et des colonies isolées (ATHAMENA et al, 2010).

1.3.2.1.2. Préparation de I’inoculum

Des suspensions troubles de ces souches seront réalisées en prélevant 3 a 5 colonies
bien isolées et identiques. On les dépose dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel
(NaCl). Puis on agite au vortex (KARATAS et al, 2010 ; SARAC et al, 2007; RAHAL et al,
2005).

1.3.2.1.3. Test de I’aromatogramme (méthode des disques)

Pour réaliser le test de ’aromatogramme, J'ai réalisé par les étapes suivantes :

& Une suspension de chaque germe est préparée dans I’eau physiologique stérile et
ajustée.

& Chaque souche est ensemencée par inondation sur des boites de pétri contenant le
milieu Muller — Hinton. La surface des milieux est ensuite séchée sous hotte a flux
laminaire en laissant le couvercle des boites de pétri légérement ouvert.

& Dépodt de disques (papier Whatman stériles de 0.6 cm de diamétre) préalablement
imprégnés des concentrations (C1= 5mg/ml, C2= 10mg/ml , C3= 15mg/ml , C4= 20
mg/ml) d’extrait aqueux des feuilles d'Astragales gombo a la surface du milieu Muller—
Hinton agar (MHA) contenant une souche donnée (PIBIRI, 2006).

% Des disques de diméthyle sulfoxyde (DMSO) et disque antibiotique (Gentamicine
(50pg/disc) sont déposés a la surface du milieu gélosé ensemencé avec les différentes
souches bactériennes pour préparer les témoins.

& Enfin, les boites sont incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures(FRANZIN et al, 2000).
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Figure N° 24: test d’antibiogramme (photo originale, 2018)
1.3.2.1.4. Lecture

Apres incubation 18-24 heures & 37°C dans I'étuve, les résultats sont observes, en
mesurant les diamétres d’inhibition (YEN TAN et al, 2006).

e ['activité antibactérienne a été¢ déterminée en mesurant a l'aide d’une régle le diametre
de la zone d'inhibition, déterminé par les différentes concentrations autour des disques.
et comparée avec celle de DMSO comme contrdle négatif et d'un antibiotique comme

contr6le positif.

1.3.2.2. Etude de I’effet antioxydant In vivo de les extraits aqueux d'Astragalus
gombo (feuilles et racines) sur les animaux (rattes femelles de souche WISTAR
ALBINOS)

1.3.2.2.1. Préparation de la solution du pesticide
Le métribuzine a été solubilisé dans l'eau potable a raison de 30mg/Kg de poids
corporel (OUAFA ET SABRINE, 2017) durant 30 jours.
1.3.2.2.2. Préparation des solutions des extraits végétaux

Les concentrations des extraits de 1’espéce végétale Astragales gombo (feuilles et
racines) macérat sont préparés extemporanément, les extraits sont dilués dans [’eau
physiologique stérile (NaCl 0,9%) en fonction de la concentration désirée. La

concentration de I’extrait est calculée en fonction du poids de 1'animal.
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1.3.2.2.3. Traitement des animaux

les rattes divisé en cing lots de cing individus (n=5), ils ont été soumis & une
période d’adaptation de 15 jours, puis ils ont été traités panant 45 jours. Les 30 premiers
jours, les rattes ont recu seulement le pesticide, les 15 jours suivants ils recoivent les
doses des extraits bruts aqueux d' Astragalus gombo et le médicament . La dose du pesticide
(métribuzine) est diluée dans de I’eau distillée, puis mis dans des biberons, les extraits aqueux
d'Astragalus gombo injecté par voie intra-péritonéal (400 mg/ml par le racine et 300 mg/ml
par les feuilles) a été solubilisé dans I'eau physiologique est aux rattes des lots 3 et 4, et
finalement les rattes des lots 5 traitée par le médicament (vitamine E 200 mg/ml ) a été

solubilisé dans huile de paraffine.

Figure N° 25: Le mode de traitement des animaux (photo originale)

Le protocole expérimental est résumé comme suit :
» Lot 1 (T) : rattes saines (groupe témoin)
» Lot 2 (TP) : rattes a I'exposition au métribuzine durant45 jours.
» Lot 3 (R) : rattes a I'exposition au métribuzine durant 30 jours et traitées par dose
400 mg/kg les extrait aqueux d'Astragalus gombo (racines 400mg/Kg )pendant 15 jours.
» Lot 4 (F) : rattes a I'exposition au métribuzine durant 30 jours et traitées par dose
300 mg/kg les extrait aqueux d'Astragalus gombo (feuilles 300mg/kg) pendant 15 jours.
» Lot 5 (M) : rattes a I'exposition au métribuzine durant 30 jours et traitées par les
médicaments vitamine E dose 200 mg/ml pendant15 jours.
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1.3.2.2.4. Sacrifice des rattes et prélevement du sang et des organes

Les rattes sont anesthésiées par chloroforme (94%) aprés 24h de la derniere
administration des extraits de la plante et le médicaments (vitamine E) (c'est-a-dire les rattes
sont jednes) et sont sacrifiés. Le prélevement sanguin s'effectue au moment de sacrifice dans
des tubes secs pour les analyses biochimiques, la glycémie est mesurée par le glucométre pour
chaque ratte .Le sang est recueilli dans des tubes secs qui seront centrifugés a 3000 tr/min
pendant 5 min . Le sérum est récupéré puis conservé au froid (4 °C) Pendant 5 heures en vue

des analyses biochimiques.

Apres la dissection de 1’abdomen ,les foies, les reins et les poumons sont attentivement
prélevés et bien lavés par une solution physiologique NaCl 0.09 %(0.9g de NaCl dissout dans

100 ml d’eau),ensuite pesés.

Les foies divisés en deux parties, la premiére est fixée dans une solution de formol a
10% pour la réalisation des coupes histologiques et a deuxiéme est conservée avec les autres
organes (les reins et les poumons) est utilisé pour la préparation de 1’homogénat pour le
dosage des parametres du stress oxydatif (protéines tissulaire, glutathion réduit, catalase et
MDA).

1.3.2.2.5. Dosage des parameétres biochimiques et enzymes sériques

Les parametres analysés sont : Glutamate Oxalo acétate-Transaminase (TGO),
(TGP),Transaminase  glutamique pyruvique. gamma-glutamyl transférase (y-GT),
Phosphatase Alcaline (PAL), urée, créatinine, les tests sont effectués dans le laboratoire de
I'nopital Al-Bachir Ben —Nasser EL-oued et laboratoire ALMAJD . Les dosages sont réalisés
grace a un analyseur clinique automatisé. Les mesures sont effectuées a une longueur d'onde

caractéristique pour chaque dosage.

1.3.2.2.6. Dosage des parameétres du stress oxydatif

A Préparation de I’homogénats tissulaire
Un gramme de tissu (foie, reins, et poumon) de chaque ratte des différents groupes
étudiés, a été broyée avec 9 ml de solution tampon appelée Tris-buffered saline (TBS),
composée de, Tris 50 m M, NaCl 150 m M avec un pH 7.4, la suspension cellulaire est
centrifugée a 3000 trs/min pendant 15 minutes. Puis le surnageant obtenu est conservés dans
la glace a (- 20°C). Cette surnageant est utilisé pour les dosages des parameétres du stress

oxydatif.

52



Chapitre / Mareriels et méthodes

1 g de tissu peser

broyage dans 9 ml de
tampon broyage (TBS)

centrifuger a 3000 trs/min
pendant min

[ Prélever le surnageant ]

Figure N° 26: Protocole de préparation de ’homogénats tissulaire

B. Dosage des protéines tissulaire
Il est nécessaire de connaitre la concentration totale de I’ensemble des protéines
contenues dans les tissus. Le dosage des protéines se fait par la méthode de BRADFORD
(1976) qui utilise la fixation du Bleu de Coomassie sur les protéines et en particulier sur les
groupements amines (-NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu
L'apparition de la couleur bleue refléte le degré d'ionisation du milieu acide et l'intensité,
correspond & la concentration des protéines.
>  Mode opératoire
< Prélever 0,1 ml de I'nomogénat.

3

% Ajouter 5 ml du réactif de Bradford.

3

»  Agiter et laisser reposer 5 min pour la stabilisation de la couleur.

X3

%

Lire la densité optique a 595 nm, contre le blanc.

X3

%

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage
préalablement tracée.

< La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme
¢talond’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes

conditions (Annexe).
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C. Méthode de dosage des malondialdéhyde (MDA) tissulaires
»  Principe
Les composes carbonylés a l'instar du malondialdéhyde réagissent avec l'acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm
(YAGI, 1976).
> Réactif
Acide trichloroacétique (TCA) 20% P/V; Acide thiobarbituriqgue (TBA) 0,375% P/V;
Butylhydroxytoluene (BHT) 0,01% P/V ; Chlorure d'hydrogéne (HCI) 1 N.375 mg de TBA,
20g de TCA, 0,01g de BHT, 25 ml de HCI 1 N et 50 ml d'eau distillée ont été introduit dans
un bécher. La solution obtenue a été chauffée a 40°C dans un bain Marie jusqu'a dissolution
compléte du TBA, puis transférée dans une fiole de 100 ml et le volume complété a I'eau

distillée jusqu'au trait de jauge.

»  Mode opératoire
Pipeter dans les tubes a essai a vis en verre, 300 pl d'échantillon, 1200 ul de réactif
TBA et fermer hermétiqguement. Chauffer le mélange au bain Marie a 100 °C pendant 15
minutes. Puis refroidir dans un bain d'eau froide pendant 30 minutes en laissant les tubes
ouverts pour permettre I'évacuation des gaz formés lors de la réaction. Centrifuger a 3000
tours/minutes pendant 5 minutes et lire I'absorbance du surnageant a 532 nm a l'aide d'un

spectrophotometre.

»  Expression des résultats
La concentration de TBARS a été déterminée en utilisant le coefficient d'extinction

moléculaire du MDA (e = 1,53 105M-1cm-1). Les résultats ont été exprimés en pmol/l.

[ MDA (pmol/mg de prot) = (Do échantillon/1.53 x 10"5)/mg de p }

D. Méthode de dosage de glutathion réduit (GSH) tissulaires
»  Principe
Le dosage du glutathion a été réalisé selon la méthode de (WEKBEKER ET CORY,
1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de l'absorbance optique de l'acide 2-
nitro-5- mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithio-bis-2-

nitrobenzoique(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) existent dans le GSH.
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»  Mode opératoire
s+ Prendre 0.8 ml de I' homogéne et 0.2ml d'une solution d'acide sulfosalicylique
0,25%.
s Mcélanger avec D’agitateur et laisser 15 minutes dans le réfrigérateur puis
centrifuger a 1000 trs/min pendant 5 min.
¢+ Prélever 0.5ml de surnagent.
¢+ Ajouter 1ml de solution tampon tris (tris 0.4mol, NaCl 0.02mol, pH 9,6)
% Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01M (dissous dans le méthanol
absolu).
+« Laisser le mélange 5min a température de chambre puis lire I'absorbance avec
spectrophotomeétre d'absorption molaire a 412 nm contre le blanc (eau distillé).
»  Meéthode de calcul
La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :
[ (GSH)(nM /mg de pro) = (D.O x 1x 1.525) / (13133x 0.8 x 0.5 x mg de protéine) ]

- 13133:Constante d'absorption des groupes SH a 412 nm.
- DO: La lecture d'absorbance par le spectrophotométre.
- 1.525 ml: Volume total de mélange.
- 0.5 ml: Volume de surnagent.
- 1: Volume de mélange de protéine.
- 0.8 ml: Volume de solution homogéne sans protéine existe dans 1ml.
- GSH: Concentration de glutathion.
- d : facteur de dilution.
E. Dosage de activité enzymatique de la catalase (CAT)
»  Principe
L’activité enzymatique du catalase est déterminée dans les tissus cellulaires selon la
méthode de (FLOHE et al, 1984). Le dosage de I’activité enzymatique du catalase est basé sur
la diminution de I’absorbance a 240 nm qui est due a la décomposition du superoxyde
d’hydrogéne (H,O,) par la catalase.
»  Mode opératoire
Dans des tubes a essais en mélanger 1ml de tampon phosphate (KH; PO4, 0.1 M, pH
7.2), 0.975 ml de H202 fraichement préparé (0.091 M) et de 0.025 ml de la source d’enzyme

(homogénat). L absorbance est lue a 560nm chaque minute pendant 2 minutes (AEBI, 1984).
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»  Expression des résultats
L’activité enzymatique est calculée en termes d'unité internationale par minute et par

gramme de protéine (Ul/min/g de protéine), selon la formule :

[ Ul/g= (2.3033/T) x (logA1/A2) /g de protéine. ]

- Al : absorbance a la premiére minute.
- A2 : absorbance a la deuxieme minute.
- T : intervalle de temps en minute.

1.3.2.2.7. Préparation des échantillons pour I’étude histologique

Apreés la fixation des échantillons (fragment des foies) dans le formol a 10% permettant
I'immobilisation et la fixation des structures et constituants cellulaires, puis mise de ces
échantillons tissulaires dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le
passage des liquides ,puis se fait I'analyse histologique a été réalisée au niveau d’une clinique
privée de Touggourt. La technique utilisée est celle décrite par (HOULOT, 1984) qui

comporte les étapes suivantes:

>  Déshydratation
Déshydratation des échantillons a 1’aide d’un appareil automatique qui permet le
passage automatiques et progressif des échantillons dans des bains d’éthanol de concentration
croissante (70%, 95% et 100%).
» Inclusion et réalisation
Les tissus sont alors plonges dans bains de paraffine liquide. Les tissus étant maintenu
et imbibés de paraffine, viennent alors 1’étape de I’enrobage qui consiste a inclure le tissu
imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. Cette
opération fait appel a des appareils «dits a inclusion» refermant un réservoir de paraffine
maintenue a 1’état liquide par un systeme de chauffage, un petit robinet et une plaque
métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le
tissu. La réalisation des coupes minces de quelques microns (5 pm en moyenne) est possible
grace a des appareils spéciaux appelés « Microtomes ». Ces coupes sont étalées sur des lames

porte-objet, déplissées et fixés sur la lame par I’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.
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> Coloration
Pour la coloration, la technique utilisée est celle a 1’Hématoxyline-Eosine ou
(Hématéine-Eosine) ; qui nécessite la présence de 1’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique
a70% + 50 ml d’acide HCI), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml Ammoniaque) et
solution d’Eosine (100ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375
ml d’eau distillée et 2 gouttes d’acide acétique). La coloration suive les étapes suivantes
Déparaffinage et hydratation des lames a 1’eau du robinet puis ringage a I’eau distillée. Puis
sont misent dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu violacée
les structures basophiles (noyaux). Les lames sont plongées dans I’alcool acide (1 a 2
plongées); ensuite dans un bain d’eau du robinet avec vérification de la différenciation au
microscope. Misent dans un bain d’eau ammoniacale, puis dans un bain d’Eosine (15
secondes a 2 minutes) qui colore en rose les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces
bains sont séparés par des lavages a 1’eau du robinet (GERARD, 2012).
>  Observation au microscope
Les préparations ont ensuite été sechées puis observées au microscope optique et

photographiées a 1’aide d’un appareil photo.
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Lot 1 (T)5 d’exposition a la métribuzine (30 jours)
rattes
Lot 2 (TP)5 Lot 3 (R)5 Lot 4 (F)5 Lot 5 (M)5
rattes rattes rattes rattes
période de traitent pendant 15 jour
Lot 2 (TP) Lot 3 (R) Lot 5 (M)

Poursuite de traitées par I.‘?t 4 (F) traitées par

l'exposition aux les extrait traltefas par les le
la métribuzine aqueux e _aqueux médicament
(15 jours) (racine) (feuille ) (vitamine E)

Sacrifice + mesure de glycémie
Prélévement de sang Prélévement des organes

25 rattes

I 1 I

Foie Reins Poumon

TGO TGP, \N/

Urée,Cerat ,

(PAL), y-GT

Parametres
pour I’étude de stress:
histologique MDA ,

Préparation des homogénats

Figure N° 27 : Protocol expérimentale de I'étude
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1.3.2.2.8. Méthode d'analyse statistique
Les résultats obtenus sont exprimeés sous forme de moyenne + écart-type. L’analyse des
données a été effectuée par application du test T de Student, qui est basé sur la comparaison
entre deux moyennes, en utilisant le logiciel MINITAB (Version13Fr ) et EXCEL (2007) qui
nous ont aidé pour faire les tests et les courbes.
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Chapitre 11 Résultats et discussion

Chapitre 11 résultats et discussion

11.1. Résultats
11.1.1.Etudes phytochimiques

11.1.1.1. Rendement des extraits aqueux

L'extrait obtenu aprés une macération dans I’eau pendant 3 jours successifs, évaporé
sous pression réduite et secher, a été pesé pour déterminer son rendement.
Les valeurs obtenues sont représentées dans le tableau (10).

Tableau N° 11: Pourcentage de rendement de I’extrait brut aqueux (feuilles et racines)

d’Astragalus gombo.
Poids sec utilise | Poids sec obtenus Pourcentage
) © d’extrait (%)
Feuilles 10 1.531+0.3 15.31(%)
Racines 10 1.240.1 12 (%)

La préparation des extraits bruts aqueux des feuilles et racines a donné un rendement de

I’ordre de 15.31 % et 12 % respectivement.

11.1.1.2. Criblage phytochimiques (Secrining chimique)

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles des composés
existantes dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont
basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques. Les

résultats de ce criblage phytochimique de I’espece végétale d’Astragalus gombo sont reportés
dans le tableau (11).
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Tableau N° 12: Résultats des tests phytochimiques d’Astragalus gombo

Composee Résultats
Remarque
feuilles Racines
Alcaloides Apparition d'un précipité blanc + "
Tanins coloration bleu-noiréatre ou
+ +
verte
Saponosides Le hauteur de mousse

+++ +

persistante, supérieure a 1 cm

Flavonoides Apparition d'une couleur rouge 4+ ++

) La formation d’un précipité
Sucres réducteurs ) + +
rouge-brique

Polyphénols coloration bleu noiréatre 4+ ++

(+) Positif, (++) Moyennement positif (+++) fortement positif

A partir des résultats de 1’analyse phytochimique, on remarque que les deux extraits
obtenus de la plante sont caractérisés par la présence des : alcaloides, tanins, sucres réducteurs

et la présence fortement flavonoides, polyphenols, saponosides.

11.1.1.3. Analyse quantitative des composés phénoliques

11.1.1.3.1 Dosage des composes polyphénoliques totaux(PPT)

La teneur en composés phénoliques obtenus a partir des extraits bruts aqueux a été
estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un extrait de référence (I’acide
gallique). Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de la
matiere végétale seche (mg EAG/g MS), en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique, ayant 1’équation: Y=7.4963x+0.0405 avec un

coefficient de corrélation R*=0.995.Figure (26)

61



Chapitre 11 Résultats et discussion

'1 R2 = 0.995 e
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Figure N° 28 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols

Tableau N° 13 : Teneurs en polyphénols totaux dans les deux extraits aqueux

Polyphénols (mg d'AG/g MS) Moyenne +S.E.M
Feuilles 65.7+£0.02
Racines 14.49+0.006

Les résultats du dosage des phénols totaux révelent que les extraits bruts aqueux
(feuilles et racines) d'Astragalus gombo contiennent une teneur de I’ordre de 65.7 et 14.49

respectivement (mg éq d’acide gallique /g de matiére seche).

11.1.1.3.2 .Teneurs en flavonoide total (FVT)

Le dosage des flavonoides a été réalis¢ selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICl3) et I’étalon été la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme
d'équivalent de quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g de MS). Les taux des
flavonoides des deux extraits ont été obtenu a partir du courbe d’étalonnage qui suit une

équation de type : y=24.743x+0.0093 sachant que R? = 0,9934 figure(27)
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Figure N° 29 : Courbe d'étalonnage de la quercitaine pour le dosage des flavonoides

Tableau N° 14 : Teneurs en flavonoides totaux dans les deux extraits aqueux

Flavonoides (mg de Querc /g MS) Moyenne =S.E.M
Feuilles 32.65+0.05
Racines 4. 36+0.042

Le tableau ci-dessus montre que le teneur en flavonoides des 1’extraits agqueux
d'Astragalus gombo (feuilles et racines) I’ordre de 32.65et 4.36 respectivement mg éq de

quercétine / g matiére seche.

11.1.1.4. Effet antioxydant In vitro des extraits d'Astragalus gombo (feuilles et
racines) par DPPH
Le DPPH est un radical libre stable, qui possede une bande d’absorbance a 517 nm,
employé pour évaluer I’activité antioxydante. Dans ce test on utilise 1’acide ascorbique
comme standards, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions 1%) sont représentés dans le
tableau (14) la courbe d’étalonnage figure (28), ayant 1’équation: Y=3588.5x+3.0757 avec un

coefficient de corrélation R2=0.9822.

63



Chapitre 11 Résultats et discussion

w
o

y = 3588.5x +3.0757

R%=10.9822
/

N
(9]

\

concentration ihnibtrice
acide ascorbique
= RN
o (€] o

e

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008
Concontration mg/ml

o

Figure N° 30: Courbe d'inhibition d'acide ascorbique
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Figure N° 31 : L'activité anti-radicalaire des extraits bruts aqueux (feuilles et racines)

Tableau N° 15 : Valeur d'ICso des différents extraits d'Astragalus gombo en mg/ml.

Concentration inhibitrice (mg/ml) Moyenne
Acide ascorbique 0.010
Feuilles 0.797
Racines 1.57

D’apres le tableau (14) et les courbes illustrés dans la figure (29) et qui représentent
I’ICso des deux extraits de notre plante et le standard (acide ascorbique), on remarque une
variabilité de pouvoir réducteur dont les valeurs sont 0.797 mg/ml et 1.57 mg/ml, pour les

feuilles et les racines respectivement.
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11.1.2. Effet de la plante étudiée (extrait des feuilles) sur les microorganisme
(Activité antibactérienne)
Les résultats du test de sensibilité microbienne aux extrait sont regroupés dans les
Tableaux(15,16 ) et Figure(30,31).

Dans ce travail, quatre souches microbiennes:(Salmonella enterica ssp .Arizonae CIP
81-3, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et Escherichia coli ATCC 25922 gram négatif )
et(Listeria innocua CLIP 74915gram positif), ont été utilisées pour tester I' activité
antibactériennes de partie aérienne de la plante (feuilles d’Astragalus gombo) via la méthode
de diffusion sur un milieu de Muller Hinton parl’intermédiaire des disques imprégnés
d’extrait. Les résultats obtenus diameétre d'inhibition (mm) indiquées les moyennes de deux

mesures.

Tableau N° 16 : Résultats de ’activité antimicrobienne de extrait (feuille d’Astragalus

gombo) sur les bactéries GRAM négatif.

Souches bactériennes GRAM négatif

Escherichia coli ATCC 25922 Salmonella enterica ssp .Arizonae CIP 81-3
Les
concentration 5 10 5 0 ATB 5 10 15 20 ATB
utilisée (mg/mL)
6.50+ 8.667+ | 18.0%+ | 22.33 28.500 8.000+ | 8.6700+ | 10.17+ 12.3+ 13.667
Zone d'inhibition | 0.107 | 0.0441” | 0.057 | £0.12" | +0.028 | 0.866 | 0.764 | 0.321" | 0.306"° | +0.577
(mm) (mm) (mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) mm)
Souches bactériennes GRAM négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Les
concentration 5 10 15 20 ATB
utilisée(mg/mL)
0***(mm) 7.20% 11.52+ 16.833+ 28.66+
Zone 0.370 *** | 0.192**(mm) | 1.041**(mm) | 0.577 (mm)
d'inhibition(mm) (mm)
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Figure N° 32 : Effet de I'extrait des feuilles d'Astragalus gombo sur le trois souche
bactériennes gram négatif (Salmonella enterica ssp .Arizonae CIP 81-3, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, et Escherichia coli ATCC 25922) en fonction des différentes

concentrations des extraits.

- T+: Témoin positif (Antibiotique gentamicine)
- T-: Témoin négatif, (DMASO).
Tableau N° 17 : Résultats de I’activité antimicrobienne de extrait sur les bactéries
GRAM positif

Souches bactériennes GRAM positif.

Listeria innocua CLIP 74915

Les concentration
o 5 10 15 20 ATB
utilisée(mg/mL)
Zone 6+0.1323 | 8.67+ [13.33+0.202" |[27.67+0.451"° [29.02+ 1.258
d'inhibition(mm) we | 0597 (mm) (mm) (mm)
(mm) (mm)
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Figure N° 33 : Effet de I'extrait des feuilles d'Astragalus gombo sur le souche des r les

bactéries gram positif (Listeria innocua CLIP 74915) en fonction des différentes

concentrations des extraits.

- T+: Témoin positif (Antibiotique gentamicine)
- T-: Témoin négatif, (DMASO)

D’aprés le tableau(16), et la figure(31), les résultats révélent clairement un effet

remarquable de I'extrait aqueuse des feuilles d'Astraglus gombo sur les quatre souches

étudiées (Salmonella enterica ssp .Arizonae CIP 81-3, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, et Escherichia coli ATCC 25922 gram négatif ) et (Listeria innocua CLIP 74915 gram

positif). On montrée une activité antimicrobienne plus ou moins importante de l'extrait sur

toutes les souches testées avec des zones d’inhibitions variables (de 6 jusqu'a 27mm) on notee

aussi, dans tous les types de bactéries étudiées lI'augmentation de la concentration de extrait de

la plante (feuilles) mener a l'augmentation de zone d'inhibition (Relation de corrélation

directe).
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11.1.3. Etude in vivo
11.1.3.1. Effet de la plante étudiée Astragalus gombo (feuilles et racines) sur les
animaux (rattes femelle de souche Wistar Albinos)
11.1.3.1.1. Effet de traitement par les deux extraits (feuilles et racines) et le

medicament ( vitamine E) sur le poids corporel et le poids relatif des organes chez les
rattes exposées au métribuzine

Apres sacrifice des rattes et prélévement les organes (les foies, les reins, et le poumon)
puis peser pour calculer les poids relatif de ces organes (poids de I’organe
*100/poids de ratte) et aussi peser les rattes avant et apres le traitement pour calculer le gain
de poids (Poids finales(g) - Poids initiales(g) / Nombrer des jours de traitement)

Tableau N° 18: Poids initiale, gain du poids et poids relatif des organes (foie, reins,

poumon) chez les différents groupes expérimentaux.

Les groupes expérimentaux
Paramétres | LOTL(T) | LOT2(P) | LOT3(R) LOT4(F) | LOT5(M)
N=5 N=5 N=5 N=5 N=5
400 mg/kg 300mg/kg
Poids initial 178.60 204.40 207.60 210.20 215.80
(@) +5.67 +4.22 +2.69 + 4.60 +5.63
Gain de poids 0.3180 0.4220° | 0.2920™ 0.3040™ 0.3120™°
(0/j) +0.0196 +0.0325 | +0.0329 +0.0319 +0.0677
poids | Foies 2.4910 3.8643" 3.068" 2.8609"° 2.589"°
Relati +0.063 +0.225 +0.156 +0.052 +0.0853
ve
(%) | Reins 0.590 0.7783" | 0.607"" 0.612"° 0.592"°
+0.014 +0.048 +0.007 +0.057 +0.056
Poum 0.967 0996 ™ | 0.972"° 0.930"° 0.970"°
ons +0.057 +0.066 +0.041 +0.068 +0.053

Les valeurs sont exprimées en Moy + ES avec un nombre d’échantillon (n =5).
- *p<0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin.
- ap<0.05;np<0.01; cp<0.001 comparaison avec le lot ttmoin pesticide
- P:seuil de signification.

- a, *: Différence significative (P <0,05).
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- b,** : Différence hautement significative (p<0.01).
c,*** : Différence trés hautement significative (P <0,001).

- NS : Différence non significative p > 0.05.
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Figure N °© 34 : Variation de gain du poids chez le lot témoin et les lots expérimentaux
pendant 15 jours de traitement. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot

témoin, a p < 0.05; b p < 0.01; ¢ p <0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide, N=5

D’aprés nos résultats illustré dans le tableau (17) la figure (32), le poids corporel des
rattes est affecté par le pesticide (métribuzine), on a remarqué que l'exposition des rattes au
pesticide augmente le gain du poids par fagon significative (p < 0.01) par rapport les rattes
témoins. En revanche, les résultats aussi sont indiqués une diminution significative le gain du
poids chez les rattes de lots R (p < 0.001) et également les lots F et M (P <0,01)

comparativement au lot TP.
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Figure N° 35 : Variation de poids relatif du foie, rien et poumon (%) chez le lot témoin et
les lots expérimentaux pendant 15 jours de traitement. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
comparaison avec le lot témoin, a p < 0.05; b p < 0.01; ¢ p <0.001 comparaison avec le lot

témoin pesticide, N=5

L’analyse du poids relatif des organes obtenus dans le tableau (17) et la figure(33)
montre une augmentation important du poids relatif de foie et de reins (p < 0.01) chez les
rattes exposé au métribuzine (TP) en comparaison au groupe témoin. Tandis que les rattes
exposees au métribuzine (TP) et traitées par les extraits de la plante ( feuilles ou racines ) et le
médicament, notée une diminution remarquable de poids relatif de foie (p<0.05) chez le
groupe traité par les feuilles et (p<0.01) chez le groupe traité par le médicament .Aussi, il y' a
une diminution du poids relatif des reins (p<0.001) chez les trois lots par rapport a groupe TP,
on notée aussi le traitement des rattes par les deux extraits de plante (feuilles et racines) et de

médicament provoque une peu d'augmentation remarquable de poids relatif de poumon par
rapport a groupe TP.
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11.1.3.1.2. Effet de traitement par les deux extraits (feuilles et racines) et le

médicament ( vitamine E) sur les parametres biochimiques chez les rattes exposées au

métribuzine

Les analyses biochimiques ont été réalisées au laboratoire ALMAJDet laboratoire Al-

Bachir Ben —Nasser a El oued.

Tableau N° 19 : Concentrations des marqueurs biochimiques (I’activité enzymatique des

transaminases , de la phosphatase alcaline sérique et teneurs sériques en glucose, urée,

créatinine et yGT chez le groupe témoin et différents groupes expérimentaux.

Les groupes expérimentaux.

Parametres LOT 1(T) LOT2 LOT3(R) | LOT4(F) LOT 5 (M)
N=5 (P) N=5 N=5 N=5 N=5
400 mg/kg | 300 mg/kg
TGO(UIIL) 196.40 | 230.80° | 214.007" | 203.20"° 199.20™°
+3.42 +5.86 +3.16 + 4.02 + 3.26
TGP(UI/L) 76.20 92.32** | 84.80° 79.25" 7467
Bilan +2.58 +2.75 +0.75 +3.37 +0.37
hépatique | Phosphatase 115.80 | 197.00° | 178.08" * | 160.60 139.20"
a'ca"{_“;s(u” +554 £10.6 +6.8 +4.6 +5.7
1.220 484" 2.236" 1.4347"° 1.40"°
¥GIUIE) £0194 | £0316 | _ocoo | L0610 +0.510
Urée (g/L) 0.487 0.5841" | 0.5294 0.5710" 0.494"°
Bilan +0.0141 | +0.0173 | +0.0103 +0.0263 +0.0093
rénale Créatinine 3.620 6.102*** | 3.810"° 4740 3.200""
(mg/L) +0.268 +0.145 +0.206 +0.40 +0.356
P Glycémie 1.0190 1.8220° | 0.945"° 1.9520" 1.1083"°
paramtres (/L) £0.0653 | +0.0375 | +0.0526 | +0.0773 +0.194

Les valeurs sont exprimées en Moy + ES avec un nombre d’échantillon (n =5).

- *p<0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin.

- ap<0.05;bp<0.01; cp<0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide

P : seuil de signification.

- a, * : Différence significative (P <0,05).
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- b,** : Différence hautement significative (p<0.01).
- ¢, ***: Différence trés hautement significative (P <0,001).
- NS : Différence non significative p > 0.05
11.1.3.1.2.1. Bilan hépatique
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Figure N °36 : Effet de traitement par les deux extraits de plante (racines et feuilles) et
(vitamine E) sur les enzymes hépatique (TGO, TGP) et le taux de PAL , la concentration de
protéine yGT chez le lot témoin et les lotes expérimentaux pendant 15 jours de traitement.
*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin, ap <0.05; b p <0.01; c

p <0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide, N=5
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Les résultats rassemblés dans le tableau (18) et la figure(34) montrent que 1’exposition
des rattes au métribuzine provoque une augmentation tres important de ’activité enzymatique
des TGO, PAL, yGT (p< 0.001) et TGP (p< 0.01),aussi, on observe une grande augmentation
de taux du (phosphatase alcalin) chez tous les lotes expérimentaux par rapport aux rattes
sains. En revanche, le traitement des rattes par le extrait aqueux de feuille (F) et par le
médicament provoque une diminution trés hautement significative de taux du TGO, TGP et
yGT (p<0.001) et une diminution hautement significative de ces parametres chez les lots
des rattes traités par le racine de plante. En plus on remarque une diminution significative de
taux de PAL chez les lots traités par rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin
pesticide).

11.1.3.1.2.2.Bilan rénale

l’urée et de la créatinine

7
%k %k %k
6
— **b
=5 T
® =
£, N2C NS-€ =
[ T -
£ g
: T ~h
£ 3 =)
o
o 2
1 —_4
0 T T T T 1 !
T TP R F M Tm R F M
Lots expirementales Lots expirementales

Figure N °37 : Effet de traitement par les deux extraits de plante (racines et feuilles) et
(vitamine E) sur le bilan rénal (urée, créatinine) chez le lot témoin et les lotes expérimentaux
pendant 15 jours de traitement. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot

témoin, a p < 0.05; b p < 0.01; ¢ p <0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide,N=5

Les résultats présentées dans le tableau (18) et la figure(35) révelent 1’exposition des
rattes au meétribuzine provoque une augmentation remarquable des concentrations de 1’urée
(p<0.01) et de créatinine (p< 0.001) par rapport aux rattes saines. nos résultats sont également
montrée que les traitement par le plante n‘ont aucune effet signalé sur les concentrations de

I’'urée. mais, on a enregistré une diminution important des concentrations de créatinine
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surtout chez le groupe traitée par les racines et le médicament p < (0.001) et le groupe traitee

par feuille (p <0.01) par rapport aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide)

11.1.3.1.2.3.Autres parameétres :
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Figure N °38 : Effet de traitement par les deux extraies de plant( racine et feuille) et
(vitamine E) sur les concentrations sériques de glucose chez le lot témoin et les lotes
expérimentaux pondant 15 jours de traitement.*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
comparaison avec le lot témoin, a p < 0.05; b p < 0.01; ¢ p <0.001 comparaison avec le lot

témoin pesticide,N=5

Les résultats obtenus dans le tableau (18) et la figure(36) indiquent que le groupe des
rattes exposées au métribuzine seul et le groupe traitée par le extrait aqueux des feuilles de la
plante provoque une augmentation hautement significatif de la concentration de glucose
(p<0.01) par rapport aux rattes saines.

En revanche, le traitement des rattes par I'extrait aqueux de racine et par le médicament
provoque une diminution significatif de la glycémie (p<0.001) pour les groupe des racines

et(p<0.01) pour les groupe de médicament par rapport le groupe TP.
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11.1.3.1.3 Effet de traitement par les deux extraits (feuilles et racines) et le

médicament (vitamine E) sur les parameétres tissulaires du stress oxydatif chez les rattes

exposees au métribuzine

Tableau N °20 : La concentrations tissulaires de Malondialdéhyde (MDA), glutathion

réduit(GSH) et I'activité enzymatique de catalase (CAT) chez le lot témoin et les lots

expérimentaux pendant 15 jours de traitement.

Les groupes experimentaux
Parametres Loti(m | torz@ | "SR | FATEE) o5 vy

N=e NES 400 mg/kg | 300mg/kg N

0.5175 1.837 0.923" 0.634"° 0.672™°
Malondialdéhyde Pl +0.128 £0.372 | 4 0,069 +0014 | +0.046
(MDA) 0.92 2297 0.7914 0.8628"°° | 0.8853"°
(uM/mg prot) FeEE +0.069 £0035 | +0025 | +0066 | +0.051
0.274 0.266 "° 0.237™ 0.216 0.247™

LI +0.031 +00069 | +00237 | +0030 |+0.0185

0.180 0.0487 0.092" 0.203"° 0.179"°
Glutathion Foies +0.015 +0.008 +0.020 +0031 | +0.037
réduit(GSH) 0.335 0237 0.3602"° 0.2915 ° | 0.3519""
(npl\;lc/)gg Rl +0.013 +0.023 +0.036 +0.033 +0.035
0.590 0.1492"" 0.324" 0.2312" 0.279"
DI +0.086 +0.074 +0.105 +0.008 | +0.026

24.82 31.63" 26.01"° 25.20"° 22.091"
FOTEE +0.235 +0.479 +1.87 +1.30 +0.312
0 e | T | o | v | s | o

(Ul/g prot) - - - - -

49.93 66.85 57.12° 55.62° 53.30+"°

FRLIIE +1.33 +0.896 +0.862 +0.932 0.730

Les valeurs sont exprimées en Moy + ES avec un nombre d’échantillon (n =5).
- *p<0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin.

- ap<0.05;bp<0.01; cp<0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide
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P : seuil de signification.
- a, *: Différence significative (P <0,05).
,** : Différence hautement significative (p<0.01).
- ¢, ***: Différence trés hautement significative (P <0,001).

- NS : Différence non significative p > 0.05

11.1.3.1.3.1 Effet sur la concentration tissulaire de Malondialdéhyde (MDA)
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Figure N° 39: Variation de la Concentrations hépatique rénal et pulmonaire de
Malondialdéhyde (MDA) (umol/mg de prot) chez le lot témoin et les lotes expérimentaux
pendant 15 jours de traitement. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot

témoin, a p < 0.05; b p < 0.01; ¢ p <0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide, N=5

Le tableau (19) et la figure(37) indiquent une nette augmentation des taux du marqueur
de stress oxydant la malonaldéhyde (MDA) des rattes exposées au métribuzine dans les

cellules hépatique et rénal(P <0,001) par rapport aux rattes saines.
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L’injection intra péritonéal des deux extrait aqueux d’ Astragalus gombo (racines et

feuilles) et le traitement par le médicament

induit une diminution du taux de MDA

hépatique et rénal avec une différence trés hautement significative (p<0.001) par rapport

aux rattes exposées au métribuzine (témoin pesticide).
11.1.3.1.3.2. Effet sur la concentration tissulaire de glutathion réduit (GSH)
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Figure N° 40: Variation de la Concentrations hépatique rénal et pulmonair en glutathion
réduit (nmol/mg de protéine) chez le lot témoin et les lotes expérimentaux pendant 15 jour de
traitement. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin, a p < 0.05;

p < 0.01; c p <0.001 comparaison avec le lot témoin pesticide,N=5

Ainsi que concerne le GSH (au niveau le foie ,les reins et le poumon ), on remarque
une diminution de leur concentration (P <0,001) dans les cellules hépatique et pulmonaire et
(p<0.01) dans les cellules rénal chez le lot exposé au pesticide par rapport aux rattes témoins.
D'autre part, afin d'étudier l'effet de les extraits aqueux d'Astragalus gombo sur la
concentration de GSH; on observe une augmentation de taux hépatique de glutathion avec une
différence trés hautement significative (p<0.001) chez les lots (F et M) et hautement
significative (p<0.01) dans les tissues hépatique et rénale pour le lot (R) et Légerement réduit

dans le tissue pulmonaire par rapport aux rattes exposé au métribuzine.
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11.1.3.1.3.3. Effet sur la concentration tissulaire de Catalase (CAT)
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Figure N °41: Variation de I’activité du catalase dans les foie , riens et poumon (Ul/min/g
prot) n chez le lot témoin et les lotes expérimentaux pendant 15 jours de traitement.*p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001 comparaison avec le lot témoin, ap < 0.05; b p < 0.01; cp <0.001

comparaison avec le lot témoin pesticide,N=5

Les résultats obtenus dans le tableau (19) et la figure(39) montrent que I’exposition des
rattes au métribuzine provoque une augmentation de 1’activité enzymatique de catalase dans
tous les tissue (p<0.01) par rapport aux rattes saines.

Aussi, on note I' effet de traitement les rattes par le extrait de racine de la plante induite
une diminution significative d'activit¢é de catalase au niveau de riens (p<0.001), le fois
(p<0.01) et le poumon (P <0,05) par rapport le lot exposée au pesticide seulement.

Tandis que, le traitement des rattes exposées au pesticide par le extrait de feuille de la
plante et le médicament (lots F et M) entraine une diminution importante de l'activité de
catalase dans tous le tissus étudiés (p<0.01) pour les feuille et (p<0.001) pour le médicament
par rapport les témoins pesticide.
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11.1.3.1.3.4. Etude histologique de foie
Les foies de tous les lots sont prélevés pour faire le test histologique, les observations
des coupes histologiques permettez-moi pour confirmer I'effet toxcique du pesticide
(métribuzine) et le pouvoir détoxification des extraits de la plant d'Astragalus gombo(
feuilles et racines )sur les rattes. Généralement, traitement les rattes par les deux extraits

aqueuse de plante étudiée on notee une efficacité remarquable contre I'inflammations et des

nécroses causée par I'exposition du pesticide (métribuzine) au niveau du tissu hépatique.

Figure N° 42: Observation microscopique d'une coupe histologique du foie, chez les rats du
lot témoin et les lotes expérimentaux pendant 15 jour de traitement. (x40) (Photos originales,
2018)

T: Témoin, TP: Témoin Pesticide; R: Racine, F: Feuille, M:Médicament

Zn+ IN: Zone de nécrose avec inflammation.
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11.2. Discussion

A la lumiére des derniéres études, la plupart des chercheurs sont devenus déterminent la
toxicité des xénobiotiques (comme les pesticides) et leur effets néfastes dans l'organisme
vivant, et de prendre les plantes comme source médicale pour détoxification et de

neutralisation (source thérapeutique).

L’objectif primordial assigné par cette étude vise a rechercher les principes actifs
obtenus par macération des feuilles et des racines de la plante d' Astragalus gombo gréce a
des tests phytochimiques et d’estimer la teneur de certain composés actifs essentiels, les
polyphéols et les flavonoide obtenus dans les deux parties et d’en évaluer leur pouvoir
biologique (I’activité antioxydante (in vivo et in vitro) et antibactérienne).

Les tests phytochimiques dans notre études, elle m'a permis de mettre en évidence la
présence de quelques métabolites secondaires (alcaloides, Tannins, flavonoides, les composés
réducteurs, Saponosides et les polyphénols) au niveau de la parité arienne(feuilles) et partie
souterraine de plante d'Astragalus gombo mais a différente quantité, Ces résultats sont
concordent avec ceux trouvés par (SELAMI et BOUKHEZZA, 2014).

La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des
constituants, des réactions de précipitation et changement de couleur .(KANOUN, 2011)
cette analyse a déterminé qualitativement les composés non nutritifs mais biologiquement
actifs qui conferent la saveur, la couleur et d'autres caractéristiques a la plante(RIRA, 2006).
En effet les flavonoides jouent un réle dans la coloration des végétaux (RIBEREAUGAYON
et REYNAUD, 1968), les flavonoides protégent les aliments d’origine végétale de
I’oxydation, ce sont des antioxydants réputés pour leur action antiradiculaire (MAKHLOUFI,
2010). Egalement, les tanins sont responsables des propriétés hémostatiques (ASQUITH et
BUTLER, 1986). Et leurs présence de tanins suggéré la capacité de cette plante a jouer un
réle majeur comme un agent anti-diarrhéique et antihémorragique (AWOY INKA et al, 2007)
Ja présence des alcaloides peut expliquer des activités biologiques diverses . (MILCENT et
CHAU, 2003) ils jouent role a faibles doses d'anesthésique locaux, d'analgésique,
d'antibiotiques, d'antiparasitaires, d'antipaludique, d'antitumoraux(CHENNI, 2010) la plante
est tres riche en le polyphénols présenté a quantité élevée dans les la parité arienne(feuilles)
par apport le partie souterraine ils ont divers effets sur la physiologie végétale de part leurs
actions antibactériennes et antifongiques ( ALI, et al 1998) et aussi limitée les dommages
dus aux radiations UV, ils agissent par effet antioxydant (MADIGAN , 1997) . Les

saponosides possedent des propriétés antiinflammatoires et antioedémateuses, ils sont
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particulierement toxiques pour les poissons et autres animaux aquatiques (BOUHADJERA,
2005).

De plus, la teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin
Ciocalteu les résultats montrent que les composés polyphénoliques sont abondants dans la
partie aérienne 65.7mg EAG/g par apport au souterraine14.49mg EAG/g La teneur élevé en
polyphénols dans 1’extrait aqueuse est liée a la solubilité élevée des phénols dans les solvants
polaires (GHEDADBA et al, 2014), mais les résultats obtenus sont supérieur en comparaison
avec I’¢tude de (SELAMI et BOUKHEZZA, 2014) leurs résultats que ceux obtenus par
extraction a chaud avec I'eau, cela peut étre di a la méthode d'extraction (WOJDYLO, 2007).

Les résultats quantitatifs des flavonoides, révelent que leur teneur est important dans les
deux extraits (feuilles et racines) 32.65et 4.36 (mg de Querc /g MS) respectivement Alors que
ces résultats sont en accord avec le travaux (CHOUNNA, 2017) On note que les plantes
réagissent aux agressions de ’environnement en augmentant la production des polyphénols
surtout les flavonoides, ces composés phénoliques peuvent étre soumis a l'importantes
fluctuations face a ces agressions (YOUNG et al., 1997; CARPENTER et SMITH, 1975).

Les teneurs élevees en composés phénoliques par comparaison  aux
logiques étant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des
polyphénols (BOUSSAHEL, 2011). Les flavonoides sont ceci peut étre aussi expliqué par
une augmentation du métabolisme phénolique de la plante; en plus, 1’existence d’une liaison
avec les conditions climatiques défavorables et les conditions de collections telles que les
températures élevées, la durée d’exposition solaire, la nature du sol et la saison de croissance
(DJERIDANE et al, 2005).

Concernant 1’étude de I’effet antioxydant in vitro notre résultats indiquent que les
feuilles présente une activité plus élevé par rapport aux racines, vis a-vis le piégeage du
radical libre DPPH avec un ICsy de 0.79 etl.57mg/ml respectivement .dans une étude
similaire sur les extraits éthanoliques de Astragalus Numidicus Coss (méme genre de notre
espece veégétale) les auteurs ont signalé un taux d’ICsp de 1’ordre de 0.0675 mg/ml un taux tres
bas, indiquant une activité antioxydante importante comparée a la plante étudiée. cette
variabilité dans les résultats pourrait étre liée aux conditions climatiques du biotope de
I’espece ou aux différentes méthodes suivies lors de 1’extraction.

L'analyse chimique suggére également de partie aerienne et souterraine confirment
I’existence de propriétés antioxydantes révélées par le test DPPH, dont les résultats obtenus
montrent que la richesse des deux partie en polyphénols surtout en flavonoides, ces derniers

sont des composés phénoliques connus par leurs activités antioxydantes et antiradicalaires
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(BARRECA et al, 2011). L’action de ces antioxydants est supposée d'étre due a leur capacité
de donation d’atomes d’hydrogéne ou d’¢électrons dérivée principalement de 1’hydroxyle du
des flavonoides (LE et al, 2007).

L’activité antibactérienne de extrait aqueux d'Astragalus gombo qui nous avons obtenu
selon la méthode de diffusion sur disque a été déterminée sur des souches bactériennes
(Salmonella enterica ssp .Arizonae CIP 81-3, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et
Escherichia coli ATCC 25922 gram négatif ) et(Listeria innocua CLIP 74915gram positif).

Les résultats montrent clairement que les substances naturelles de I'extrait aqueux de
partie aérienne d'Astragalus gombo (les feuilles) est capable d’inhiber la croissance
bactérienne. Aussi remarqué que l'extrait entrainait un inhibition sur tous les types
bactérienne plus particuliérement le souche(Salmonella enterica ssp .Arizonae CIP 81-3 et
Listeria innocua CLIP 74915 ), c'était la meilleure inhibition, par rapport a le témoin positif
(Antibiotique gentamicine) on peut dire que notre extraite possédent une large spectre
d’action couvrent le bactérie. Et notée dans tous les types de bactéries étudiées
I'augmentation de la concentration de I'extrait de la plante (feuilles) mener a l'augmentation
de zone d'inhibition (relation de corrélation directe). Ce résultat correspond au travail
(DORDEVIC et al., 2007) qui atteste que la zone d’inhibition augmente considérablement
avec I' augmentation de la concentration des extraits ceci obtenues dans notre resultats .

Dans le cas de le souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec(C=5; ZI=0) il y
a deux possibilités: soit la dispersion de solvant sur la disque est insuffisante donc ne fait pas
un contact entre I'extrait et la bactérie, ou le solvant n'est pas absorbé par le disque , enfin
peut étre la technique d'ensemencement est effectué de maniere erronée (MAHDIA et
MOUNIRA , 2015), soit la quantité de substances inhibitrices est insuffisante pour tuer ces
bactéries (parce que le concentration faible).

Ces activités observées sont par ailleurs expliquées par les résultats de I'analyse
chimique de plante (tableaull) qui révéle la présence des composés tels que les alcaloides, les
tanins, les flavonoides dont les propriétés antimicrobiennes ont déja été démontrées
(BOUZID, 2011).

A rapporté que les différentes classes de polyphénols essentiellement les tanins et les
flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les micro-organismes. cette
toxicité est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur le composé
phénolique (HARRAR, 2012). En outre, il est évident que I’augmentation de I’hydroxylation

conduit @ une augmentation de la toxicité. L’effet antimicrobien de ces phénols peut étre
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expliqué par D’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les
membranes cellulaires ou I’interaction avec les enzymes. (DHAOUADI et al., 2010).

Les saponines aussi peuvent avoir une activité antimicrobienne (KILLEEN et al., 1998).
sur des organismes procaryotes qu’eucaryotes, mais seulement a des faibles densités
cellulaires. (COWAN, 1999).

Aussi Dactivité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a éteé
démontrée par de nombreuse études. Cette activité est due principalement a la capacité de ces
molécules a inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines
membranaires des microorganismes (ULANOWSKA et al, 2006). les propriétés
antimicrobiennes des flavonoides vis-a-vis de différents microorganismes pathogénes ont été
mises en évidence (JASSIM et NAJI, 2003 ; TAGURI et al, 2004; YADAVA et TIWARI,
2005). Les extraits de plantes et beaucoup d'autres préparations phytochimiques riches en
flavonoides ont été rapportés posséder une activité antimicrobienne (TERESCHUK et al,
1997 ; ESSAWI et SROUR, 2000 ; SATO et al, 1995).

In vivo, les résultats montrent une augmentation hautement significative (p<0.01) de
poids corporel des rattes exposés au métribuzine par rapport aux témoins , cet effet peut étre
di par [1’accélération de 1’anabolisme, plus particulierement des lipides sous I’action de
pesticide, ces résultats sont similaires a ceux publiés par une 1’étude de (EMARA et DRAZ,
2007 ; ZHANG et al., 2008) réalisée sur les rattes.

Mais l'injection des rattes par I'extrait aqueuse d' Astragalus gombo (feuilles et le
racines) et le médicament causée une diminution de poids corporel par rapport aux groupes
témoins pesticide, ceci est en accord avec 1’étude de (BOOZER et al, 2001) qui affirme que
cette plante favorise la perte de poids.

En ce qui concerne I’effet de métribuzine sur le poids relatif des organes, on remarque
une augmentation significative de la masse relatif du foie et les reins apres 1’exposition au
pesticide par rapport au groupe témoin .Ceci est explicable, d’une part, par ’accumulation
intense de cette substance toxique dans ces organes cibles aux pesticide et d’autre part
I’hypertrophie tissulaire de ces organes causé par ce pesticide (SIMONS et al, 1995), ont
signalé que 1’augmentation des poids relatifs des organes des animaux est indicatrice de la
toxicité des substances utilisées. Notre résultats sont en accord avec les données
bibliographiques de (KUTZMAN et al, 1986; HORIGUCHI et al, 1996 ; ASAGBA et al,
2002). En effet, le foie est I’organe cible du pesticide, cette augmentation du poids du foie

peut étre due a ’augmentation des demandes accrues de détoxification des composés toxiques
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(KADOTA et al, 1976),en outre, il désigne lI'augmentation de la masse cellulaire ou de la
densite cellulaire. (ABSTON, P.A et al, 1976).

En revanche, le traitement par les extraits de plante étudiée (feuilles et racines) au
groupe exposé aux métribuzine a entrainé une amélioration de poids relatif des organes
notamment le foie et les reins. Cette amélioration est due probablement a 1’effet inhibiteur de
ces composes contre la I'accumulation de ce pesticide (MURRAY, 1995). Donc, les deux
extraits diminue I'effet néfaste de pesticide sur ces organes et donc diminue leur poids
relatifs.(KEERTHI, 2014 et MIGUEL, 2010).

En ce qui concerne le poumon, Je n'ai pas remarqué aucun effet du pesticide ni de les
extraits aqueuse de la plante sur le poids relatif.

Concernant les parameétres biochimiques, les taux trés élevés des enzymes sériques
TGO, TGP, PAL, Y-GT sont des bio-indicateurs de 1’endommagement des cellules
hépatiques (SING et al, 1998) . Dans notre étude on montre une augmentation de facon tres
hautement significative de I’activité¢ des transaminases (TGO, TGP) et les concentrations
sériques de y -GT (p<0.001) chez les lots exposé au métribuzine par rapport au lot témoin.
ces résultats sont en accord avec I’é¢tude de (MERZOUK et al., 2013), qui a montré une
augmentation de l'activité des transaminases plasmatiques (TGO et TGP) chez des rattes
exposées a la métribuzine. On peut expliquer ces résultats probablement par I’effet
cytotoxique de la métribuzine sur les cellules hépatiques et myocardique. En effet, les
transaminases sont des enzymes essentielles de la cytolyse (KARAA., ET LABAYLE, 2008),
ils sont actives essentiellement dans le foie le cceur et les muscles. elles passent dans le sérum
en cas de cytolyse de ces organes (DESCROIX et al, 2014).

En effet, selon ( ROUSSEAU, 1978) I’élévation de la concentration sérique de la y-GT
est un bon indicateur de l'atteinte des cellules épithéliales des canaux biliaires. Cette enzyme
microsomiale est un marqueur de cholestase hépatique

Apres la consommation les extraits bruts de la plante étudiée Astragalus gombo
(feuilles et racines), et le médicament (Vitamine E) on observe un diminution le taux de TGO
, TGP et y-GT (surtout le groupe qui administrée 1’extrait de feuilles et le médicament) dans
le sang par rapport aux animaux exposée au pesticide seule . Cette diminution est due a I'effet
protecteur du I’extrait aqueux de la plante grace a leur composes phénoliques notamment les
flavonoides(AKTHER et al., 2013)

En tenant compte du retour trés précoce a la normale du taux de TGP par rapport a celui

de la TGO, nous pouvons déduire que I’extrait aqueux exerce une action réparatrice plus
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précoce sur le cytoplasme que sur les organites cellulaires (localisation essentielle de la TGO)
(BOUTLELIS, 2014).

En autre La phosphatase alcaline (PAL) est responsable de la dégradation des esters de
phosphate en plus, elle est utilisée comme indicateur de 1’état des voies d’absorption et de
transport dans la membrane cellulaire. les résultats montrent une augmentation (P <0,001) de
I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline dans le plasma des rattes recevant le
métribuzine puisse étre due a ’augmentation de la perméabilité de la membrane plasmatique
ou a la nécrose cellulaire, montrant I’état d’un stress dans I’animal. L’augmentation de
I’activit¢ de PAL chez les rattes provoqué par le métribuzine est en accord avec les
conclusions rapportées par (EI Missiry etOthman (1993), Patil et al. (2008), Garg et al.
(2009a), El-Fakharany et al. (2011) et EIDemerdash et al. (2012)). D’autres études ont aussi
montré ’augmentation de I’activité de PAL suite a I’exposition aux insecticides carbamates,
comme le carbofuran (Pach et al., 1998 ; Brkiz et al., 2008)

En revanche, notre résultats montrent que le traitement des rattes par les deux extrait
et par le vitamine E notez une légére diminution 1’activité enzymatique des PAL par rapport
aux rattes exposées au pesticide, ce qui signifie que ces molécules il n'a pas beaucoup impact
sur la diminution de taux de cette paramétre

En ce qui concerne les marqueurs de la fonction rénale, les résultats obtenus montrent
clairement que le métribuzine affecte sur la fonction excrétrice des reins, révélée par
I’augmentation significative des niveaux de I'urée et la créatinine sanguine, ces résultats sont
en d’accord avec I’étude (D'EL-DAMATY et al, 2012), qui présentent une augmentation
significative de l'urée et la creatinine dans le sérum de rattes, sous traitement au dose en
pesticides. La créatinine est un métabolite de la créatine, qui dans le muscle squelettique est
phosphorylée en créatine phosphate, un composé riche en énergie libre (BOSSUYT, et
BOEYNAEMS, 2001). elle est un déchet métabolique azoté, produit terminal du catabolisme
de la créatine musculaire. L’urée est un catabolite des acides aminés produit par les
hépatocytes. sa production est donc dépendante du fonctionnement hépatique et du
catabolisme des protéines. On considere que la filtration glomérulaire est le mécanisme
essentiel de I’¢limination de la créatinine et de 1'urée (MAUREY, 2005). Ceux-ci ont montré
une augmentation de la créatinine et I'urée par différent types de pesticides avec une
altération de la fonction rénale. un taux élevé de ces produits dans le sang, peut étre traduit par
d'un dysfonctionnement rénal du a la présence d'une nephropathie caractérisée par une
réduction de la filtration glomérulaire (EL-NEKEETY et al. 2009)
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En revanche, le traitement des rattes par les deux extraits et le vitamine E conduit a
restauré la fonction rénale (surtout le extrait de racines de plante et le médicament ) c'était
pour ces matériaux effet protecteur a été reflété par la diminution des concentrations sériques
de l'urée et créatinine chez les rattes traitées par ces molécules par rapport aux rattes exposées
au metribuzine. Cela explique la capacité de ces molécules a protéger contre les dommages
rénaux induits par le les pesticides.

L’augmentation des teneurs sériques en glucose chez les groupes traités par la
métribuzine. Ceci peut étre expliquée par le grand catabolisme du glycogene hépatique
(KUMAR et RAJINI, 2009). D’ailleurs, plusicurs études ont montré, quand un organisme est
exposé a des substances toxiques et les réactions émotionnelles dans le systéme limbique actif
I'nypothalamus pour produire la corticolibérine (CRH). Ce dernier stimule I'nypophyse pour
libérer I'ACTH (hormone adrénocorticotrope) qui est un activateur de glandes surrénales pour
la production et la sécrétion de cortisol dans le sang (POURRAMZANZIDESARAEI, MET
al, 2013). Le cortisol a de nombreuses actions dont certaines conduisent & I'élévation de la
glycémie (JACOTOT, et CAMPILLO, 2003). Ce qui expliquer le plus probable les résultats
de glycémie. Ces résultats sont en accord avec d’autres utilisant d’autres pesticides (KUMAR
et RAJINI, 2009; KSHEERASAGAR et KALIWAL, 2006).

En effet, le traitement des rattes avec les extraits (feuilles et racines) et le vitamine E
ont diminuer les concentrations sériques de glycémie (surtout le groupe traitée par les racines
et le médicament) mais on observe un augmentation remarquable tres clairement de la
glycémie sanguine chez le groupe traitée par le feuilles de plante ceux-ci pourrait expliquer
non déconseillée cette plante pour les diabétiques (FETROW et AVILA, 1999) parce que
cette partie de la plante tres riche en polysaccaride(CHOUNNA, 2017)

L’effet de la métribuzine sur les parametres de stress oxydatif présente une
augmentation de la concentration de MDA tissulaire dans tous les organes étudiés a
I’exception de poumon. ces résultats sont comparables avec I’étude de (CHIALIF, 2014),qui
montre une augmentation de la concentration de MDA tissulaire chez des rattes exposées au
métribuzine. Ce qui indique une diminution des antioxydants qui jouent un rdle tres
importants dans 1’inhibition de la peroxydation lipidique (VERTUANI et al, 2004).

La métribuzine est capable d’induire un stress oxydatif intracellulaire (MEDJDOUB et
al, 2011), il est important de savoir que 1’oxydation des lipides rendent les membranes plus
rigides aboutissant au developpement de beaucoup de processus pathologiques (DAS et al,

2004 ; LEVIN et al, 1990). Ces résultats aussi peuvent étre expliquer par I'accumulation des
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radicaux libres, générés par la métribuzine le tous se traduit par une peroxydation lipidique
dans les tissus hépatiques et rénaux.

Par contre les rattes traités par le médicament et les extraits aqueux de la plante étudie
qui contient des composés chémoprotecteurs cellulaires pourvus d’un pouvoir antiperoxydant
(SELAMI et BOUKHEZZA, 2014). Ces composes pourrait empécher l'altération induite par
la métribuzine et jouant un réle important dans la prévention des complications due par la
peroxydation lipidique, aussi utilisée contre I’effet délétére des radicaux libres . Sur un
modele in vivo (souris), I'administration de I’extrait d'Astragalus diminuée de facon
significative la teneur de malondialdéhyde (MDA) dans le foie (YAN et al., 2010).Tout cela
explique le maintien de MDA a ses niveaux cytosoliques normales dans les organes étudiés.
Cette réparation est nettement observée chez les rattes traités par les feuilles et le médicament.

D’autre part on observe une diminution significative de l'activité de GSH tissulaire au
niveau du foie, reins et poumon chez les rattes exposées au métribuzine. Le glutathion réduit
(GSH) est le principal agent antioxydant non enzymatique intracellulaire (JACOB, 2007). qui
possede la capacité de désintoxication ou semble leur réle dans la protection cellulaire du
stress oxydatif (SCHWAB, 2011). Le GSH présente I'état majoritaire de glutathion dans les
cellules, une augmentation de la forme oxydée (GSSG) de glutathion réduit (GSH) indique la
présence d’un état de stress oxydatif (PELLETIER et al, 2004). La transformation de
glutathion oxydé en glutathion réduit est fait par la glutathion réductase (GR) dans une étude,
la diminution du taux de GSH chez les rattes allaitantes et leur progéniture peut-étre la
conséquence de son utilisation accrue par les cellules pour piéger les radicaux
(AOUACHERI, 2009)

En conséquence le traitement des rattes par les extrait aqueux d'Astragalus gombo et par
le médicament a empéché la diminution de GSH chez les groupe exposée au pesticide et
traitée par les extraits de plant et le médicament c'est-a-dire au lieu que les radicaux libres
produits par le metribuzine se neutralisent par le GSH ils vont plutdt étre captés par les
composés phénoliques en maintenant ainsi le taux normal de glutathion cellulaire ce qui en
accord avec les travaux de (YAN et AL., 2010).

Les enzymes antioxydantes (comme le CAT) limitent les effets des molécules
oxydantes dans les tissus et jouent un réle dans la défense contre les dommages oxydatifs
cellulaires eétant piégeurs de radicaux libres (GUTTERIDGE, 1995). Il constituent
mutuellement une équipe de soutien de défense contre les ROS (AHMED et al, 2008 ;
SOUDANI et al, 2011). Ont montré de notre résultats l'augmentation d"activitité

enzymatique de catalase dans tous les tissues chez les rattes expose au metribuzine par
87



Chapitre 11 Résultats et discussion

rapport des rattes témoin. Ces résultats en désaccord avec plusieurs auteurs qui ont testé
I’effet de certains types de pesticides entrainant I'augmentation de I'activité de la catalase chez
les animaux, en raison de I’existence de ces pesticides dans l'organisme et par la suite
stimulant la défense antioxydant enzymatique (SANKAR et al, 2012; SRIVASTAVA et al,
2012; ABOUL-SOUD et al , 2011; CAMPOS-PEREIRA et al, 2012; DATTA et al, 2010).
Aussi L'activité élevée de la catalase est une réponse adaptative contre la génération
augmentée des radicaux libres produit par le metribuzine (KONER et al, 1998)

Au cours de notre étude nos résultats montre que le Astragalus gombo ( soit les partie
arienne(feuilles) ou souterraine ) et aussi le medicament administré en association avec le
pesticide présente une diminution hautement significative (p<0.01) ont maintenu 1’équilibre
de la balance antioxydant/ prooxydant des cellules des tous tissus étudie . Cet équilibre est
maintenu sous l’effet de I’action antioxydant de la plante contre les RL cela indique
I'interférence des composés phénoliques de cette plante dans la capture des radicaux libres on
note le retour progressif de la catalase a son gamme normale d’accord avec les travaux
(AOUACHERI ,2009 et AHMED , 2015)

Afin de confirmer la toxicité de pesticide et I'effet thérapeutique de la plant au niveau
tissulaire, j'ai réalisé de coupe histologique sur le foie, chez les rattes témoins et chez les rattes
expérimentaux l'examen histologique est congu dans le but de compléter notre résultats
précédents ou je note que la, metribuzine a induit des modifications structurales remarquables
(’apparition des nécroses et un infiltrat cellulaire inflammatoire) ces dommages pourraient
étre dus probablement a la génération de radicaux réactifs et a la peroxydation lipidique.

Cependant, le traitement par le plante avec les deux extraies (feuilles et racines ) et par
le vitamine E ( témoin positif) au groupe exposé aux métribuzine a entrainé une amélioration
remarquable de tissu hépatique surtout le groupe traitée par le feuille de plant par réparation
les lésions issues de pesticide, donc I’extrait aqueux d'Astragalus gombo posséde un
propriété  hépatoprotectrice due a la présence d'antioxydants fournit des effets protecteurs
significatifs peut étre utilisé comme agent hépatoprotecteur et antioxydant pour le traitement
des troubles du foie.(CHOUANNA, 2017).
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De nos jours, un grand nombre de plantes médicinales possede des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une
part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances
bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les

utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Le présent travail a été pour l'objectif étudié des activités biologiques d' espéce
végeétale (Astragalus gombo : feuilles et racines), I' activité antioxydante in vitro par la
méthode de DPPH et in vivo sur rattes de type Wistar albinos exposée a metrabezine afin de
valoriser I'effet phytothérapeutique de la plante et I' activité antibactérienne vis-a-vis quatre

souches bactériennes.

A la lumiere des résultats obtenus, on peut conclure que les analyses qualitatives et
quantitatives de la plante montrent que I'extrait aqueux de la partie aérienne et sous terraine
d'Astragalus gombo a mis en évidence les métabolites secondaires suivants : Alcaloides,
Tanins, Flavonoides, Terpenes, Saponines, polyphénols et sucres réducteurs dans les deux
extraits (feuilles et racines) ce qui pourrait représenter une nouvelle source potentielle des

molécules bioactives qui ont un important effet thérapeutique.

L’activité antioxydante des extraits de d'Astragalus gombo a été évaluée par méthodes
de piégeage de radical libre DPPH. Les résultats ont montré que I' extrait des feuilles
possédent une activité antioxydante trés importante par rapport a ceux des racines, grace a

leur constituants (composeés polyphénoligues).

L'évolution I’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes
(Salmonella enterica ssp .Arizonae CIP 81-3, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et
Escherichia coli ATCC 25922 gram négatif ) et(Listeria innocua CLIP 74915gram positif),
selon la méthode de diffusion sur disque, les résultats montrent clairement que les substances

naturelles (feuilles d'Astragalus gombo) sont capables d’inhiber la croissance bactérienne.

L’étude in vivo de I’effet de cette plante vis-a-vis le pesticide (métribuzine) provoque
une amélioration de poids relatif de foie et reins et induit une importante restauration de
certains parametres biochimiques.
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En effet, le traitement par les deux extraits d' Astragalus gombo diminue I'état de
stress oxydant induit par I’exposition au métribuzine qui induit une limitation des
phénomeénes radicalaires et une réparation des dommages oxydants en diminuant la

peroxydation lipidique au niveau hépatique, rénale et pulmonaire.

Enfin, les analyses histopathologiques viennent a confirmer les résultats obtenus,
c'est bien que I'analyse tissulaire réalisée au niveau des foies des rattes traitées et non traitées
par la plante permet de montrer que les deux extraits de plants et surtout I'extrait des feuilles
possede une activité antioxydante et provoque une protection contre la nécrose et

I'inflammation hépatique.

Perspective
D’ apres les résultats obtenus mon pouvez dire que ce travail nécessite d’autres études et
connaissance approfondies sur :
- L’identification des substances chimique par des méthodes chromatographique telle
que le CCM, HPLC, CPGMS......
- Utiliser autre teste pour évaluer [lactivité antioxydant: FRAP, hémolyse,
Caroténoides. ..
- Approfondir les travaux et élargir le spectre d’étude pour connaitre la dose

toxique de I’extrait aqueux d' Astragalus gombo.
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Figure : phytochimie d’Astragales gombo (photo Originale, 2018)
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Figure: Courbe d'étalonnage utilisée (BSA 1mg/ml) pour le dosage des protéines tissulaire.
(photo originale, 2018)
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Figure: présenté test d’antibiogramme (photo originale,2018)

Figure:Disques de wattmen(photo Originale,2018).

Figure: Bain-marie de type MEMMERT ( photo originale, 2018)
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Figure : Evaporateur de type Rotavapor BUCHI Haeting bath R-491 (photo originale).

Figure : Spectrophotométrie a transmission moléculaire de typeUV- VIS -1240 (photo
Originale,2018)
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Figure :Autoclave pour stérilisation(photo Originale,201
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