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Résumé

Résumé

Des substances naturelles de la plupart des plantes spontanées sont recherchées en raison
de leurs nombreuses activités biologiques qui prouve des effets positifs sur la santé. Notre
objectif est 1’évaluation de l'effet de certains modes de séchage de Oudneya africana R
(séchage a D’air libre, a 1’étuve, au séchoir solaire et au lyophilisateur) en comparaison avec la
plante fraiche de la région de Ghardaia sur leurs teneurs en composes phénoliques et leurs
activités biologiques (antioxydante et antibactérienne). D'apres les résultats obtenus, on révele
que I’étuvage préservé voire augmenter la plupart des composés phénoliques de la plante
étudiée. Le criblage phytochimique a mise en évidence la présence des alcaloides, des tanins
et des flavonoides chez tous les extraits analysés, et la présence des stéroides et saponines
dans la majorité des extraits. En paralléle, le dosage des polyphénols, flavonoides, tanins
totaux et tanins condensés permet d’obtenir les valeurs suivantes (149.9ug EAG/mg MS,
26.95ug EQ/g MS, 119.57 pg EAG/mg MS, 43.02 ug EAG/mg MS) respectivement chez
I’Oudneya africana R étuveée. Les résultats de l'activité antioxydante en utilisant le test DPPH
et FRAP montrer que tous les extraits ayant une pouvoir antioxydant , présentant La valeurs
de I1C50 la plus petite est remarqué pour 1’extrait de la plante étuvée (104.7ug/ml ) alors que
le pouvoirs réducteur de fer le plus importante (85.93 ug EAA/mg MS) pour I’extrait de la
plante lyophilisé. Dans ce contexte le test hémolyse serait valider le pouvoir antioxydant de
telle fagon que les extraits de Oudneya africana R séchée a ’air libre et a 1’étuve possédent
une capacité protective de globules rouge plus importent par rapport aux autres échantillons
avec un taux de globules rouge hémolysé H% est égale 4.33% et 16.12% respectivement. Par
ailleurs les résultats de I'activité antibactérienne montrent qu’il ya une sensibilité des extraits
vis-a-vis les souches bactériennes utilisées, ainsi que la zone d’inhibition la plus élevée chez
I'extrait séché au séchoir solaire vis-a-vis E.coli (13mm). On peut conclure que 1’étude de
I’activité biologique des extraits méthanoliques de Oudneya africana R a différents modes de
séchage suggerent que I’¢tuvage préserve la plupart des composés phénoliques afin

d’augmenter leurs activités biologiques (antioxydante et antibactérienne).

Mots-clés: Plantes médicinales, Oudneya africana R, mode de séchage, activité antioxydante,

activité antibactérienne, composeés phénoliques.
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Liste des abréviations

AICI3 Trichlorure d'aluminium.
ANSEJ Agence Nationale de Soutien a I'Emploi de Jeunes.
Da Dalton.

DMSO Diméthyle sulfoxyde.

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle.
E R O Especes Réactivé Oxygéneées.
FeCl; Chlorure de fer.

FRAP Ferric ion reducing antioxidant power .
FVT Flavonoides totaux.

h heure.

H% proucentaage d'hémolyse .

HCI Acide chlorhydrique.
H,O,peroxyde d’hydrogene .
H3sPMo012040 phosphomolibdique .
H3PW 2,04 phosphotungstique.
H,SO,4 Acide sulfurique .

IC 50 Concentration inhibitrice 50.

m /v masse volume .

mm millimetre .

min minute.

MogO,3 molybdéne.

Na,COg; Bicarbonate de sodium.

nm nanometre.

NO-+ monoxyde d'azote .

Oye- superoxide.

OHe radical hydroxyle .

OMS Organisation Mondiale de la Santé.
ONOO- peroxynitrite .

P/V Pois /Volume.

PPT Polyphénols totaux.

ROS Reactive Oxygen Species.

TC Tanins Condensé .
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Th Tanins hydrolysable.

UV-Vis UltraViolet-Visible.

V/V Volume/Volume.

W;50,30xydes bleus de tungsténe.

ng EAG/ mg MS Microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme de matiére
séche.

ng EQ/mg MS Microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme de matiére séche.
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Introduction

L’homme est toujours soigné par les plantes, de maniére empirique, guidé par la
tradition ou les coutumes. La plupart de grands médecins du passé ont été des
phytothérapeutes (Goeb, 1999).

Durant des siécles et méme des millénaires, nos ancétres ont utilisé les plantes pour
soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. De génération en
génération, ils ont transmis leur savoir et leurs expériences simples en s’efforcant quand ils le
pouvaient de les consigner par écrit. Ainsi, méme actuellement, malgré le progrés de la
pharmacologie, 1’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans certains
pays du monde et surtout les pays en voie de développement, en I’absence d’un systéme
médical moderne (Tabuti et al., 2003). En effet, il existe environ 500.000 especes de plantes
sur terre, dont 80.000 possedent des propriétés médicinales (Quyou 2003).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (2003), environ 65-80% de la
population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins
de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne (Ma
etal., 1997).

En paralléle les estimations de I'OMS, (2002) plus de 80 % de la population en
Afrique utilisent encore la médecine traditionnelle pour répondre a leurs besoins de soins et
de santé (Boussahel, 2011).

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
santé des hommes (Iserin, 2001).

En Algérie, I’industrie pharmaceutique, mais également des médecins et des chimistes
cherchent a mieux connaitre le patrimoine des especes spontanées utilisées en médecine
traditionnelle. Leurs modes d'utilisation, leurs indications dans diverses pathologies (Djebaili,
1984; Bouattoura, 1988; Maizak et al, 1993).

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’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
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inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme
(Boudjouref, 2011).

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus
du métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos medicaments, environ
170 000 molécules bioactives ont étés identifiées a partir de plantes (Chaabi, 2008).

Depuis toujours, les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a la
richesse des métabolismes secondaires (Bouhadjera, 2005).

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols
végétaux qui sont largement utilises en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires (Bahorun, 1997),
de les propriétés antibactériennes, anti- antiallergiques, hepatoprotector, antithrombotique ,
antiviral et anticancérigene (Benhammou et al., 2009).

Les phytomédicaments font désormais partie intégrante de notre systéme de soins de
santé. Les connaissances traditionnelles des phytomédicaments développées d'une genération
a l'autre sont basées sur 1’étendue des guérisseurs traditionnels au fil du temps (Haroon,
2015).

Les Herbes naturelles algériennes sont de plus en plus répandues a I'échelle
commerciale dans la médecine traditionnelle, grace a leur propriétés aromatisantes. Les
plantes sauvages comme Oudneya africana R, sont largement utilisés comme médicaments
par les populations qui vivent dans les régions rurales du sud de I'Algérie. O. africana R. est
une plante saharienne de la famille de Brassicaceae. Cet arbuste a de grandes potentialités
pour offrir différents produits tels que le fourrage et sont utilisés en médecine traditionnelle
(Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 1991 et Chehma, 2005), Le peuple du Sahara utiliser
cette plante (feuilles et tiges) pour traiter problemes digestifs, I'arthrite, les rhumes, aussi pour
leur effet dermatologique (Derbel et al., 2010).

L’¢évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et antimicrobienne
demeure d' une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation
rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces plantes
représentent une nouvelle source de composes actifs (Teixeira da silva, 2004).

Les antioxydants naturels font I’objet de nombreuses recherché, Actuellement, la
société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le role tragique du processus

oxydatif incontr6lable induit par les espéces réactives oxygénées (ERO). Ces oxydants sont a
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I’origine directe de différents états pathologiques tels que le vieillissement et le cancer et
indirecte sur la peroxydation des lipides des denrées alimentaires (Benhammou, 2012),
D'autre part, certains antioxydants synthétiques, tels que le butylhydroxytoluene (BHT) et
I'nydroxyanisole butylé (BHA) doivent étre remplacés par des antioxydants naturels Comme
ils ont été jugees toxiques et carciongenic dans des modeles animaux, il est donc important
d'identifier de nouvelles sources d'antioxydants et peu colteux d'origine naturelle (Li et al.,
2007).

Les plantes sont également utilisées pour leur propriété antibactérienne. L’importance
d’orienter des recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source
d’inspiration de nouveaux médicaments a base des plantes, pour La thérapeutique des
infections bactériennes que se base principalement sur 1’usage des antibiotiques, La
prescription a grande échelle des ces antibiotiques et parfois inappropriée peut entrainer la
sélection de souches multirésistantes (Billing et Sherman, 1998).

L'objectif de notre étude est d’évaluer I’influence du mode de séchage sur les principes
actifs de Oudneya africana R (Polyphénols, flavonoides, tanins, alcaloides, stéroides et les
saponines) par des analyses qualitatives et quantitatives et 1’étude de 1’activité antioxydante et
antibactérienne.

Le travail est subdivisé en trois grandes parties: dont la premiére partie concernant la
synthese bibliographique qui englobe et rassemble des données theoriques sur les plantes
médicinales et les substances bioactives ,leur plante étudie et Il'activité antibactérienne et
antioxydant. Par ailleurs, la deuxiéme rassemble les matériels et les méthodes utilisées pour
réaliser nos expériences et la troisieme partie est consacrée pour les résultats obtenus et leurs

discussion et on termine par une conclusion.
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Chapitre 1 Plantes médicinales et métabolites secondaires

1.1.1. Plantes médicinales
1.1. 1.1.Définition des plantes médicinales

Dans le code de la Santé publique, il n'existe pas de définition légale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle est
inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elles
sont présentées pour leurs propriétes préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines

ou animales (Cité par Ghabrier, Moreau, 2003 ).

D’apres la X®™ édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses (Debuigne, 1974). Ces plantes médicinales peuvent

également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques (Sanago, 2006).

D'autre part, il s'agit des plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre
utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont précurseurs dans la synthése de drogues utile
(Abayomi, 2010). Leur action provient de leur composés chimiques (métabolisme primaires

ou secondaire) ou de la entre des différents composés présentes (Sanago, 2006).

L'expression "drogues brutes d'origine naturelle ou biologique" est utilisée par les
pharmaciens ou les pharmacologues pour désigner les plantes ou parties de plantes qui ont des
propriétés médicinales (Abayomi, 2010). Les parties les plus concentrées en principes actifs
seront choisies donc il peut s’agir de la plante entiére, des feuilles, de la tige, des rameaux, des
sommités fleuries, de I’écorce, des racines, des fruits ou des fleurs, utilisées fraiches ou seches
(Cazau-Beyret Nelly, 2013)

1.1.1. 2. Définition de la Phytothérapie

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques :
phuton qui signifie "plante” et thérapie qui signifie "traitement™ (Gayet, 2013). La
phytothérapie est le traitement ou la prévention des maladies par l'usage des plantes
(Bezanger et al., 1986). A la différence de la médecine classique, en phytothérapie, il est
recommandé d'utiliser la plane entiere, appelée aussi "Totum™ plutdt que des extraits obtenus

en laboratoire (Vigan, 2012).
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1.1.1.3. Origine des plantes médicinales
1.1.1.3.1. Les plantes spontanees

Ce sont des plantes difficiles ou impossibles de les cultiver. Elles représentent encore,
d'aprés certaines firmes importatrices, 60a70%des drogues du marché Européen. Quant a la
valeur médicinale des plantes spontanées, elle se montre inégale puis qu’elle varie suivant

’origine, le terrain et les conditions de croissance (Bezanger-Beauquesne et al., 1975).
1.1.1.3.2. Les plantes cultivées

La culture des plantes évite ces inconvénients .Elle assure une matiére premiére en
guantité suffisante, homogene au double point de vue aspect et composition chimique. Elle
peut étre intensifiée ou non suivant les besoins médicinaux. Naturellement, la culture doit
s'effectuer dans les meilleures conditions possibles et tenir compte, entre autres, des races

chimiques (Bezanger-Beauquesne et al., 1975).
1.1.1.4. Utilisation traditionnelle des plantes médicinales

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni & la pharmacie des médicaments
tres efficaces. Aujourd’hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de
I'ethnopharmacologie, nous montrent que les plantes utilisées en médecine traditionnelle et
qui ont été testées sont souvent d'une part, des plantes efficaces dans les modeles
pharmacologiques et d'autre part seraient quasiment dépourvues de toxicité (Gurib-Fakimm,
2006).

Un certain nombre de plantes medicinales est encore utilisé de nos jours sous forme de
décoction, infusions, macération et cataplasmes. Mais la plupart d'entre elles ont été
délaissées au profit de produits pharmaceutiques de synthése. Cependant, les connaissances
actuelles permettent d'analyser ces plantes et souvent I'activité préconiseée par nos ancétres
(Bourrel, 1993).

A. Décoction

Apres avoir laissé tremper 24h a température ambiante, on porte & ébullition et on
laisse frémir I’eau pendant environ 30 min. Laisser reposer 12 heures la préparation et filtrer

ensuite (Delwiche, 2008).
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B. Infusion

Mise en contact de la plante avec de 1’eau bouillante pendant plusieurs minutes
(Beloued, 2009). Elle se pratique pour les feuilles, les fleurs, les petites graines...etc. En

créole, on entend souvent les termes de « féfusé » ou « met” afugé » (Julie, 2011).
C. Macération

Consiste a faire tremper les plantes dans de 1’eau froide pendant plusieurs heures. Pour
ce qui est des quantités, il faut prévoir une cuillére a café de plantes pour une tasse d’eau, une
cuillerée a soupe pour un bol, et trois cuillerées a soupe pour un litre. Les plantes peuvent
également macérer dans 1’alcool, dans la glycérine, ou dans un autre solvant (Anne et

Nogaret, 2003).
D. Cataplasmes

Préparation de plante en pate pouvant étre appliquée sur la peau dans un but
thérapeutique. On peut également utiliser des bandes ou des compresses imbibées de

préparation a base de plantes sur la peau (Julie, 2011).

L'ethnopharmacologie et ’ethnobotanique ont pour finalité la compréhension des
pratiques et des représentations relatives a la santé, a la maladie, et la description, I'évaluation

thérapeutique des plantes utilisées dans les pharmacopées traditionnelles.

L’usage empirique des différentes préparations traditionnelles plantes est donc
extrémement important pour une sélection efficace de plantes puisque la plupart des
métabolites secondaires de plantes employées en médecine moderne ont été découverts par

I’intermédiaire d’investigations ethnobotaniques (Gurib-Fakimm, 2006).
1.1.1.5. Role des plantes médicinales en moderne

Les plantes meédicinales n'ont pas pour vocation premiere a soigner mais bien a
renforcer et fortifier I'organisme, elles sont donc tres efficaces en prévention. Cependant en
synergie elles pourraient étre le remede de bien des maux, en stimulant le systéeme
immunitaire et en apportant aussi beaucoup de vitamines et minéraux necessaires au bon

fonctionnement de notre organisme (Boukef, 1986).
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1.1.1.6. Danger des plantes medicinales

Les plantes médicinales ont parfois des effets indésirables indéniables. Les effets
secondaires et indésirables de chaque plantes sont clairement identifiés et mis en avant.
Cependant, chaque organisme est différent et si vous soupconnez des effets indésirables dont
une plante en est la cause, alors arrétez le traitement. A vous de trouver les plantes qui vous
correspondent le mieux (Iserin, 2001).Certaines plantes pourraient étre toxiques a forte dose,
mais pour cela il faudrait boire plus de 45 tasses par jour (cela ne nous viendrait méme pas a
I’idée) (Ozenda, 1991).

l. 1.2.Métabolites secondaires
1.1.2.1. Généralités

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) (Merghem, 2009), qui
participent a la structure de la cellule végétale ainsi qu'a son fonctionnement de base
(Hopkins, 2003).

Ces metabolites sont aussi définis comme des molécules qui se trouvent dans toutes
les cellules végeétales et nécessaire a leur croissance et a leur développement (Raven et al.,
2000).

Par opposition les métabolites secondaires ne sont pas issus directement lors de la
photosynthése mais sont synthétisé a partir des métabolisme primaire et résultent des

réactions chimiques ultérieures (Croteau et al., 2000 ; Raven et al., 2000).
1.1.2. 2.Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002; Abderrazak
et Joél, 2007; Boudjouref, 2011). Ce sont caractériseés généralement par de faible
concentration dans les tissus végétaux (genéralement quelques pourcents du carbone total, si

on exclue la lignine de cette catégorie) (Newman et Cragg, 2012).

Ces meétabolites secondaires interviennent dans la structure des plantes (lignines et
tannins) mais également, elles exercent une action déterminante sur I’adaptation des plantes a

leur environnement (Gobbi et Khebbaz, 2014).
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IIs participent ainsi, d’'une manicre trés efficace, dans la tolérance des végétaux a des
stress varies : action anti-herbivore (menthe par exemple), inhibition des attaques pathogénes
des bactéries et des champignons, prédation d’insectes, défense contre la secheresse et
lumiere UV. Mais elles peuvent étre antinutritifs.Beaucoup de métabolites secondaires sont
toxiques, ils sont alors stockés dans des veésicules spécifiques ou dans la vacuole (Sandrin,
2004).

D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que
I’on retrouve chez les plantes médicinales. (Gobbi et Khebbaz, 2014). Ils présentent une
énorme valeur économique (en particulier pour I'industrie pharmaceutique et la cosmétique)
(Peeking et al., 1987).

Sur le plan pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus
active des composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui
qu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle

substance vegétale (Newman et Cragg, 2012).
11.1.2.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires dépassant actuellement 100 000 substances identifiées, Ils

appartiennent a trois grandes familles:

o Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,
banthocyanidines, tanins) et les quinones.

. Les terpenoides et leurs dérivés.

. Les alcaloides (Merghem, 2009).

Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une tres

large gamme d'activités en biologie humaine (Bruneton, 1993).
11.1.2.3.1. Les composés phénoliques

Les composes phénoliquesoupolyphénols sont des produits du métabolisme secondaire
des végétaux,caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique (Figure
01)auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une

autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999, Lugasi et al., 2003).
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ils constituent un groupes largement distribué des substances dans le royaume des végétaux,

avec plus de 8000 structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante, (Lugasi,
2003 ; Hopkins, 2003), ils sont présents dans toutes les parties des végetaux supérieurs :
racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

IIs participent a la pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques fruits (raisins,

agrumes, etc....), certains d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence
(Kanoun, 2011).

OH

Figure 01 : Squelette de base des polyphénols (Vermerris et Nicholson, 2006) .

Les composés phénoliques constituent un des groupes les plus importants chez les
végétaux, issus de la grande voie d’aromagenése ; shikimates ou acide shikimique et de la
voie acétate-malonate (Mohammedi, 2013). Ces composes peuvent étre classés en un certain
nombre de fagons. Harborne et Simmonds (1964) ont classés en groupes ces composés sur

la base du nombre d'atomes de carbone dans la molécule (Vermerris et Nicholson, 2006)
(tableau 01).
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Tableau 01: Classification des composés phénoliques (Vermerris et Nicholson, 2006).

Structure
C6
Cé6-C1
C6-C2

C6-C3

C6-C3

C15

C15

C15

C15

C15

C15

C15

C30

C6-C1- C6, C6-C2- C6
C6, C10, C14

C18

Lignans, neolignans
Lignin

Tanins

Phlobaphenes

Classe
Phénols simples
Acide phénolique et composante liée

Acetophenone et acide phenylacetique

Acide cinnamique et aldehydecinnamyle
et alcoolCinnamyle

Coumarine, isocoumarine et chromone

Chalcones, aurones, dyhdrochalcones
Flavanes

Flavones

Flavnones

Flavnonoles

Anthocyanidines

Anthocyanines

Biflavonyls

Benzophenones, Xanthones, stilbenes
Quinones

Betacyanines

Dimers ou oligomers

Polymers

Oligomers ou polymers

Polymers

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide

caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent

plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young, 1999:

Tapiero et al., 2002).
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1.1.2.3.1.1. Flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange(Zeghad, 2008). Cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutbt prété du flavus (flavus,<<jaune>> en latin) désigne une tres large
gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (boukaz ,2006;
Seyoumet al., 2006)ils forment une importante famille des colorants naturels ou dominent le
jaune (flavones), le rouge ou le bleu (Hertogetal., 1993 ; Havasteen, 2002), tous les
flavonoides (plus de 4000) possédent le méme élément structural de base, a savoir

I’enchainement 2-phénylchromane (Bruneton, 1999).

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un
squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et
(B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'nétérocycle (C) (Figure
02)(Erdmanet al, 2007).

Geénéralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6
(Emerencianoet al., 2007) en formant une structure de type diphényle propane dont des
groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les

noyaux de cette molécule (Narayana, 2001; Malesev et Kuntic, 2007).

Figure 02: Squelette de base des flavonoides (Collin et Creast, 2011).

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C, c'est-a-dire, la présence de double liaison C2-C3, du groupe 3-O

et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006).
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En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes
. anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes,
flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones et aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder
et Grunhage, 2003).

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines,
tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyenet al, 2002). Certains flavonoides sont
plus spécifiques de certains tissus. Les anthocyanes sont plutdt localisés dans les parties
externes des fruits, fleurs et feuilles Les chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les

pétales des fleurs (Bouzergoune, 2003).

Les flavonoides montrent des propriétés intéressantes fongicides et insecticides qui
protégent la plante contre I'attaque des champignons et des insecteset( Merghem, 2009)ont
aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001). ,On peut
également noter que les flavonoides montrent a des propriétés dans le contrble de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les
diverses hormones végétales de croissance (Merghem, 2009), Aussi ils assurant la protection
des tissus contre les rayonnements solaires nocifs. (Crozier et al., 1997; Stobieck et al.,
2006).

1.1.2.3.1.2. Tanins

Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003) cette aptitude est lié a leur propriété de se
combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et3000 Da (Paris et
Hurabielle, 1981). Ces métabolites secondaires sont localisés dans les feuilles, 1’écorce et les
fruits de nombreuses plantes. lls font ainsi partie intégrante de notre alimentation (vin, thé,
divers fruits...) (Simon, 2003). Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de
précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les métaux lourds. lls favorisent la
régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse, tonifient la peau dans le cas
des rides (Kansole, 2009).

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, trois groupes de tanins
différents par leur structure: les tanins hydrolysables, les tanins complexes et les tanins

condensés (Vermerris et Nicholson, 2006).
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A. Tannins hydrolysables
Tanins hydrolysable (TH) sont des esters d'acides phénoliques (acide gallique ou ellagique)
associee a un polyol (habituellement le glucose) (Collin et Creast, 2011). lls sont divisés en
deux types:
v" Les tanins galliques qui sont les esters d’oses (glucose) et d’acides galliques.
v Les tanins ellagiques qui sont des esters d’oses et d’acide ellagiques(Bruneton,
1999; Atefeibu, 2002).
Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs molécules d’acide
ellagique ou plusieurs molécules d’acide ellagique (Figure 03) (Ghestem et al., 2001). lls
sont caractérisés par le fait qu'il peuvent étre dégrades par hydrolyse chimique (alcaline ou

acide) ou enzymatique (Jacques Macheix et al., 2005).

Figure 03: Structure générale de tanins hydrolysable (Gilbert et Norris, 1968)

B. Tanins non hydrolysable ou tanins condensé

Ce sont des tanins non hydrolysables (Dits catechiques et proanthocyaniques), ils sont
plus complexes que les tanins galliques (figure 04), ils possédent une squelette phényl-2-
chromane de flavonoides (Alilou, 2012). Il est admis aujourd’hui que ces tanins sont
constitués par le mélange de produits de polymeérisation oxydative de catéchines (flavan-3-
ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles), on peut les qualifier encore de tanins
flavaniques(Richter, 1993).
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IIs sont résistants a I'nydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de
les dégrader. Ainsi par traitement acide a chaud, il se transforment en pigments rouges
(Jacques Macheix et al., 2005).
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Figure 04: Structure générale de tanins condensés (Gilbert et Norris, 1968).

C. Tanins complexes

Tanins complexes sont définis comme des tanins dans lequel une unité de catéchine
glycosidique est lié soit a un gallotannin ou d'une unité ellagitannin. Comme son nom
I'indique, la structure de ces composés peut étre trés complexe. Un exemple est Acutissimin
A, ceci est une unité glucosidique du flavogallonyl lié a C1, avec trois autres liaisons ester
hydrolysables supplémentaires a un polyol a chaine ouverte D-glucose dérivé (Vermerris et
Nicholson, 2006).

Les tannins jouent un réle dans la défense des plantes face aux agressions. La synthése
des tannins est I’un des mécanismes de défense des plantes contre les attaques des
phytopathogénes. Sont un moyen de défense contre les agressions des prédateurs tels les
insectes et les mammiferes herbivores (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992 ; Woodward et
Coppock, 1995; Feucht et al., 1997). En outre, les tanins ont un tres grand pouvoir
antibactérien (Bassene et al., 1995), antiviral (Nonaka et al., 1990), anti-inflammatoire
(Mota et al., 1985) et une activité antimutagéne (Kaur et al., 2000). Les plantes riches en
tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge, les problémes de sécrétions trop
importantes, les infections internes ou externes, blessures, coupures et bralures (Bruneton,
1999).
1.1.2.3.2. Terpenoides

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de 1’arbre de
terebinth : « PistaciaTerebinthus » (Ayad, 2008). Terpénes, constituent une vaste groupe de
métabolites secondaires, sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou non

(acyclique, monocyclique, bicyclique ou tricyclique) (Djahra A.B, 2015),
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résultant de la combinaison de plusieurs unités d'isoprenes (C5H8) (figure 05), et ont
pour formule de base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (C5H8)n (Nait Achour, 2012).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide,
lactone,...etc) (Malecky, 2008).

i}
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Figure 05 : Structure de base de I’isopréne (Khenaka, 2011).

La classification des terpenoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de
base isoprene(Figure 06)en donnant des hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10),
sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterpénes (C25), triterpenes (C30), tetraterpénes
(C40) et polyterpenes(Tableau 02) (Mebarki, 2010).

Isopréne = terpéne

n

Figure 06 : Structure de I’isopréne (Belbache, 2003).
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Tableau 02: Différentes classes de terpene (Belbache, 2003)

N Squelettecarboné Type de terpenoides

1 C5 Hémiterpene

2 C10 Monoterpene

3 C15 Sesquiterpéne

4 C20 Diterpéne

6 C30 Triterpéne

8 C40 Tetraterpéne

>8 >40 Polyterpéne

1.1.2.3.3. Alcaloides

Le terme «alcaloide» a été introduit par W. Meisner au début du XIX*™. La
définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. Un
alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et
présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga; 2011).

Leurs noms se terminent souvent par "ine". Les alcaloides renferment toujours du
carbone, de I’hydrogéne et de 1’azote, et le plus souvent, en plus, de 1’oxygene
(exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre) (Djahra, A.B, 2015). Chez
de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits ou les
graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003). Ce sont des
composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits de
différentes voies biosynthétiques (Mauro, 2006).

On estime qu’il y a plus de 10 000 alcaloides différents déja isolés (ou détectés) a
partir de sources végétales, animales ou de micro-organismes. Proposer une classification
pour les alcaloides est une tache difficile, en raison du grand nombre de composés connus et
surtout a cause de la diversite structurale (Mauro, 2006). Selon leur composition chimique et
surtout leur structure moléculaire, les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes.
Parmi les roles des alcaloides, on trouve :

o Effet pharmacologique : les alcaloides sont utilisés dans plusieurs médicaments, ils
affectent chez 1’étre humain le systéme nerveux particulierement les transmetteurs
chimiques tels 1’acétyl choline. aussi D’autres tell que I’effet analgésique (cocaine),

anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), (Badiaga, 2011).
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anti-hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine),

dépressant cardiaque et diurétique narcotique (morphine) (Badiaga, 2011).

e Effet sur la plante: Les alcaloides tout d’abord, ont des effets bénéfiques sur la
plante synthétisante, ils Régulent la croissance et le métabolisme interne végétaux, ils
désintoxiquent et transforment les substances nocives au végétal, ils Protegent la

plante contre les rayons ultraviolets comme ils ont des effets contre les herbivores.

(Mauro, 2006).
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1.2. Le Plante etudiée (Oudneya africana R. (Henat I'ibel))
1.2.1.Description botanique Oudneya africana R

Oudneya africana R. est une plante vivace (Chehma et Djebar, 2008) buissonnante
glabre trés rameuse. Feuilles nombreuses allongées en spatule un peu charnues, alternes, sessiles,
rétrécies a la base. Fleurs a quatre pétales de couleur mauve ou violette. Fruit cylindrique étroit.
Plante pérenne, ligneuse, en période chaude, qui régénérera des que les conditions seraient
favorables (photo 1) (Quézel et Santa , 1962).

Photo01 :Oudneya africana R.(Oued chaab sebaa, région de Ghardaia, Sahara septentrional
Est Algérien)
1.2.2. Situation
Oudneya africana R. est une plante endémique du Sahara septentrional qui
appartient a la famille Brassiceae (Berghiouaet al., 2009), elle se rencontre en Algérie , en
Tunisie, au Maroc et en Libye. En Algérie elle se trouve dans le Mezab, El Golea, Ouargla et
Biskra. La floraison s’effectue pendant I’hiver et le printemps (Smadi, 2003).
1.2.3. Position systématique
La classification des plantes de la famille des brassiceae est la suivante (tableau 03).

Tableau 03: Classification scientifique d’Oudneya africanaR. (Quezel et Santa, 1962).

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotylédone

Ordre Pariétales

Famille Brassicaceae

Genre Oudneya

Espéce Oudneya africana R.
Nom vernaculaire Henat I’ibel
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1.2.4. Propriétés et usages thérapeutiques

Oudneya africana R. connue sous le nom arabe "Alga" ou "Henat 1’ibel"
(Berghiouaet al., 2009), est largement exploitée en Algérie et au Maroc. L'utilisation de cette
espéce en phytothérapie est relativement ancienne au Maroc, elle est consommeée comme bon
traitement pour les maladies de I’intestin (Smadi, 2003).dans I' algérie , les habitants
d’Ouargla utilisent cette plante comme pate (pate = plante réduite en poudre et humectée a
I’eau) contre les maladies de la peau (effet dermatologique) et aussi contre les piqdres des
insectes (Bouhadjera, 2005).
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I. 3.Activités Biologiques
I. 3.1. Activité antioxydante
1.3.1.1. Définition de stress oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du <<stress oxydant>>(favier,2003). Dans les systemes
biologiques, le stress oxydant défini comme l'incapacité de l'organisme a se défendre contre
I'agression des radicaux libres (comme les ROS) (Sies, 1991), suite a une deséquilibre entre la
production des radicaux libres et la destruction par des systemes de défenses antioxydants
(Kirschvink et al., 2008),ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles (Pincemail et
al., 1999) (Angelos et al., 2005).
1.3.1.2. Les radicaux libres

Un radical libre se défini comme tout atome, groupe d'atome ou molécule possédant
un ¢lectron non apparié (célibataire) sur leur orbitale externe et capable d’existence
indépendante (Angelos et al., 2005). de part sa structure particuliere, il a tendance a attirer les
¢lectrons d’autres atomes et molécules pour gagner la stabilité (Delattre et al., 2005).

Dans les cellules, On peut distinguer les radicaux primaires (radical) qui jouent un réle
particulier en physiologie (Favier, 2003). Les autres, dits radicaux secondaires (nhon
radicalaire) tels peroxyde d’hydrogene (H,0,) et le peroxynitrite (ONOO-) qui génerent & la
suite de l'action oxydante de radicaux libre oxygénés "primaire" (Lacolley et al., 2007). Ces
radicaux primaires dérivent de l'oxygéne par des réductions a un électron (figureQ7) tels
I'anion superoxyde Oye- et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote
NOe (Tableau 04) (Favier, 2003).
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Tableau 04: Principales espéces oxydantes (Mercan, 2010).

Radicals Non-radicals
Hydroxyl OH Peroxynitrate ONOO
Alkoxy L(R)O Hypochlorite -OCL
Hydroperoxyla HOO Hydroperoxideb L(R)OOH
Peroxyl L(R)OO Singlet oxygéne 1AO;
Nitric oxidec NO Hydrogéne H,0,
peroxided
Superoxyd O

Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble
restreint de ces composes qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appelons
les radicaux (Favier, 2003).

Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente en rapport avec 1’¢lévation de la consommation
d’oxygeéne (Gauche et Hausswirth, 2006). Plusieurs mécanismes et systémes responsables
de la production de radicaux libres ont été identifiés jusqu’a présent, parmi eux nous citons :

e des fuites d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire de la mitochondrie

(Aurausseau, 2002) .

e des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires activées (Milan,

2004 ; Van Antwerpen, 2006).

e du systéme xanthine déshydrogénase/ oxydase activé lors d’ischémie-reperfusion(Li

et al., 2002 ; Valko et al., 2004 ; Valko et al., 2006) .
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Figure 07: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I'oxygéne

impliqué en biologie (Favier, 2003) .

Les antioxydants sont des agents qui réagissent facilement avec les substances

oxydantes pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. (Kirschvink et al.,

2008; Meziti, 2009).

Vansant (2004) définit les antioxydants comme substances capables de neutraliser ou

de réduire les dommages causés par les radicaux libres dans I'organisme et permettent de

maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS.

Notre organisme est équipé de tout un systéeme complexe de défenses antioxydants

enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments intra- et extracellulaire

(Dwassy, 2014).
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1.3.2. Activité antibactérienne

Dans son environnement, I'hnomme est entouré d'un grand nombre de microorganismes
colonisant sa peau ,ses muqueuses ,son tube digestif et méme son systeme respiratoire et son
appareil urinaire.ces microorganismes constitués par des bactéries ,des champignons ,des
parasites et des virus ,peuvent étre des saprophytes comme flore digestive ou pathogénes
déterminant une infection chez I'héte(Khiati , 1998).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

Toujours dans cet ordre des idées, les huiles essentielles a cotés des extraits de diverse
plantes restent d'un grand intérét pour la valorisation des ressources naturelles végétales. En
fait, leur utilisation potentielle comme remédes alternatifs dans le traitement de nombreuses
maladies infectieuses et comme moyens de préservation des aliments contre les processus
d'oxydation (Kelene et Tepe, 2008).

L'activité antibiotique correspondant a activité d'une molécule ou compose présent au
sein d'un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d'une bactérie ou la
tue. La sensibilité d'une bactérie a un antibactérien varie selon la nature de Il'antibactérien
Face a un antibactérien donné, la sensibilité d'une bactérie peut étre tres différent selon la
souche d'appartenance (Nicolase et Daniel, 1998).

Les antibiotiques sont des substances d’origine naturelle produite par un
microorganisme (habituellement une bactérie ou une moisissure) capable d’inhiber la
croissance ou de détruire d’autres microorganismes. 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. Cette propriété les distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin
et Dellamonica, 1995).

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur 1’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A 1’heure actuelle, cet effet est certain et démontré par de
nombreuses recherches expérimentales. Les polyphénols notamment les flavonoides et les

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

La méthode de diffusion a partir d’'un disque solide a été utilisée pour mettre en
évidence D’activité antimicrobienne des germes pathogénes vis-a-vis des antibiotiques et
desextraits bruts (Chbaniet al., 2011). Ce test a été réalisé¢ pour étudier 1’antibiogramme
standard des germes utilisés et le comparer avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques
d’antibiotiques sont déposés a la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec
une culture pure de la souche a étudier. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est
appréciée selon le méme protocole qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait
(figure08) (Yakhlaf, 2010). Quand la concentration de 1’antimicrobien devient si diluée qu’il
ne peut plus inhiber la croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée
(figure 08) (EI Kalamouni, 2010).

Généralement, plus la zone d’inhibition est importante, plus la concentration
d’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne des organismes est faible
(Traore et al., 2012).

Sens de diffusion

=

Concentration

Disque

Figure 08: Schématisation du principe de mise en ceuvre de l'antibiogramme (Allane,

2009).

23



Deuxiéme partie

Matériels et Méthodes



PARTIE I1 Matériel et méthodes

I1. Matériels et méthodes

Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique qui fait parti
de faculté des sciences de la nature et de la vie de 'université Echahid Hamma Lakhdar
d’El'Oued sans oublier le laboratoire de valorisation et technologie des ressources sahariennes
(laboratoire de recherche appartient au faculté de technologie) et laboratoire de protection des
écosystéemes en zones arides et semi arides et laboratoire de bioressources sahariennes

préservation et valorisation qui font partie au sein de I’université Kasdi Merbah de Ouargla.

I1.1. Matériels
11.1.1. Matériels biologiques
11.1.1. 1.Matériel végétal

La plante étudiée dans notre travail est: Oudneya Africana R, est récolté du Wilaya de
Ghardaia ramassées en mars 2016, cette plante subit a quatre modes de séchage différents (a
I'air libre, étuve, séchoir solaire, lyophilisation) en comparaison avec la plante fraiche
proprement dite.

I1.1.1. 1.1.Caractéres généraux de la zone d'étude(Ghardaia)

La région de Ghardaia s’étend sur une superficie de 86.105 km?2. Elle se situe au
centre du Sahara Septentrional. Le chef lieu de la wilaya représenté par la localité de Ghardaia
(Figure 09), est a 600 km d’Alger. Elle s’étend entre 3° 49 de longitude Est et 32° 23’ de
latitude Nord sur une altitude d’environ 450 m (D.P.A.T, 2007).

Le climat de la région est caractérisé par la faiblesse et I’irrégularité des précipitations
avec un cumul annuel de 89 mm estimé sur 10 ans. Les températures moyennes annuelles sont
élevées, avec un maximum de «34, 59°C au mois de juillet et un minimum de 11, 23°C au
mois de janvier. La durée de I’insolation maximum est de 112,3 h au mois de juin et un
minimum de 77,5h au mois de décembre. La plus forte vitesse de vent est évaluée a 4,44 m/s
au mois d’avril, tandis que la plus faible est de 3, 06 m/s au mois d’octobre. L humidité
relative est maximale au mois de décembre avec 58,37% et minimale au mois de juillet avec
23,27%. (O.N.M, Office National Météorologique, Ghardaia, 2005).
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Figure 09 : Carte géographique représentative de la région d'étude (Abed, 2007)

11.1.1. 2. Matériel vivant

11.1.1. 2. 1. Microorganismes utilisés

Tableau 05: Quelques propriétés des souches testées.

Nom de souche et
Code référence

Quelques propriétés des souches testées

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

appartenant a GRAM positive d’environ 0,5 a 1 um de diamétre. lls
sont immobiles, non sporulés, bactérie a croissance aéro-anaérobie
facultative, résistance aux antibiotiques du staphylocoque, catalase
positive et oxydase négative (Konrad, 2009). cette souche est
fréquente en pathologie humaine (kaloustian et al., 2008)

Staphylococcus

epidermidis

cocci a GRAM positive se présentant en diplocogue ou en tres
courtes chainettes de 3a5 éléments ou en petits amis, catalase positive
et coagulase négative (BAKHOUM, 2004). aujourd'hui considéré
comme un important pathogene opportuniste. Il est maintenant la
cause la plus fréquente des infections de muqueuse nasale (Otto
,2009).

Micrococcus luteus

un bactérié du genre Micrococcus a GRAM positif (Deng et al .,
2010) mesurant 0,9 a 1,8um de diamétre. Un grand nombre d'especes
aérobie, catalase positive (Kocur et al., 1972).le pouvoir pathogéne
est trés faible souvent considérees contaminants (Bolatito et Ibiyemi,
2011).
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Escherichia coli ATCC
25922

colibacille mesurant 2 a 4 p de long sur 0,4 2 0,6 p de large (GUEYE
O, 2007) allongée a extrémités arrondies, mobile grace a une ciliature
péritriche (Chouder, 2006). fermente le glucose et le lactose avec une
production de gaz, il est dépourvu d’une uréase (Ndiayta ,2013)
Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher des
infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore

des meningites néo-natales (Patrick et al., 1988).

Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853

Pseudomonas sont appartenant 8 GRAM négatives, bacilles mesure
0,524 0,8 um, de 1,5 a 3,0 um de diamétre, aérobies. La mobilité par
un seul flagelle polaire (Iglewski, 1996), Cette bactérie est mésophile
(+4°C a +45°C), (Vasil, 1986). C'est trouvé dans le sol, I'eau, la flore
cutanée, C'est un pathogene opportuniste pour les humains et les
plantes (Fang et al., 2012)

Vibrio sp

Batonnets GRAM négatifs, incurves d'environ 1.4 a 2.6 mm de long
(Pratap Chandran, 2014) que I'on trouve couramment dans l'eau
salée. lls sont trés mobiles avec un seul flagelle polaire, a une
Organisations non sporulée, oxydase positive, et peut pousser sous
des conditions aérobies ou anaérobies (Champoux et al ., 2004).

11.1.1. 2. 2. Le sang : le sang collecté a partir de volontaire saine de 24ans

11.1.2. Matériel technique d’étude au laboratoire

11.1.2.1.Les produits et réactifs

Trichloride d’aluminium (AICI3) 2%; magnésium ; Folin Ciocalteu ; 2,2°-diphényle-1-

picryl hydrazyl (DPPH) ; acide ascorbique ; acide galique ; Vanilline (99,5%) ; diméthyle

sulfoxyle (DMSO) ; gélatine ; TPTZ (tripyridyltriazine ) ; acide phosphorique (H3PO,) ; eau

oxygené (H,0,) ; méthanol ; chlorure d’hydrogéne (HCL);Carbonate de sodium (Na,COg);
Chlorure Ferrique (FeCls); Quercétine d’hydraté CisH1007 (97%); Acide Sulfurique (H2SOy)

Concentré ;liqueur de Fehling; d’acide acétique.
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11.1.2.2.Appareillage
e Spectrophotometer(UV-1240 SHIMADZU)
e Evaporateur rotatif (Rotavapor BUCHI Heating bath R-210)
e Micropipettes ajustables
e Centrifugeuse sigma
e Etuve(Mommert, Beschickung-Loadig Model 100-800)
e Lyophilisateur a plateau (CHRIST, Alpha 1-2 LD. 101021)

e Balance analytique (Shanghai Sunrise Instrument précision 0. 1mg)

I1. 2. Méthodes
11.2.1. Techniques de 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 ’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 fagon a abaisser sa teneur en eau
en dessous d’une valeur permettant sa conservation a température ambiante (Agbossou et al.,
2013).

Les modes de séchage utilisés dans cette mémoire sont: aire libre, étuve, séchoir

solaire et lyophilisateur.

A. Séchage a I’aire libre (a la température ambiante)

Le séchage a ’air libre est réalisé dans I’ombre, avec une circulation naturelle de I’air
(Lahmari et al., 2012). Les matiéres vegetales doivent étre étalées en fines couches sur des
claies et mélangées ou retournées fréquemment. Pour que I’air circule facilement, les claies
doivent étre disposées a une hauteur suffisante (OMS, 2003).

La température moyenne de la chambre est de 22 + 2°C. Le séchage est controlé par
convection naturelle (Lahmari et al., 2012). La durée de séchage varie de 3 a 5 jours et
jusqu’a plus de deux semaines pour les herbes (Agence nationale de soutien a I'emploi de

jeunes [ANSEJ], 2010)
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B. Séchage a I’étuve 45°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 différentielle avant et apres le séchage (Mettler
toledo., 2002). Nos matieres végetales médicinales (feuilles) doivent étre coupé a petites
morceaux et les couvrir bien dans un papier d' aluminium , et on met ce papier dans 1’étuve a
45°C.

C. Séchage a I'aide d'un séchoir solaire

Le séchage par voie solaire est la méthode ancestrale la plus usitée pour stabiliser les
produits agricoles. Le séchage au soleil s’est largement développé dans les zones arides ou
semi-arides qui presentent des conditions climatiques optimales : une saison séche avec un
fort ensoleillement, une faible pluviométrie, une hygrométrie peu élevée (Chouicha, 2010;
Cilss, 1991).

Pour cette étude, nous avons coupé les parties aériennes des plantes de Oudneya
africana R. en petite morceaux et les bien couvert dans un papier extra, puis ces papiers ont

été mises dans le séchoir solaire pendant 24heurs (a 42°C).

D. Séchage a I'aide d'un lyophilisateur

La lyophilisation, aussi appelée cryodessiccation, est un processus de sublimation ou
I’eau dans son état solide devient dans son état vapeur sans passer par son etat liquide. La
condition a vide assure la sublimation et par conséquence, ce processus est nommé aussi
comme séchage par congélation a vide. Le produit final, maintient la plupart de ses traits
originales comme la structure, taille, saveur, couleur et ¢’est qui est le plus important: les

nutriments actifs (Marpa Vacuum, Sd ).

11.2.2.Extraction des composés phénoliques

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux
des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, Les produits ainsi obtenus
sont relativement impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement
destinés a un usage oral ou externe. Il sagit de préparations connues comme les tisanes et les
huiles médicinales (Handa, 2008).
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Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques contenues
dans les parties aériennes surtout les feuillets de la plante en utilisant des solvants organiques

qui accélérent et augmentent le rendement d’extraction (Madi , 2009).

Afin d’extraire les polyphénols de parties aériennes des plantes étudiées par
macération, nous avons adopté le protocole décrit par Romani et al 2006. En y apportant
quelques modifications: Les plantes étudiées nettoyées et broyées sont mises a macérer dans
un mélange méthanol/eau (7:3 V/V) a un rapport de 1/5 (P/V), Cette macération est répétée 3
fois avec renouvellement de solvant. L’extrait hydro-alcoolique est récupéré apres filtration
du mélange a 1’aide d’un papier filtre NO1, le méthanol est éliminé du filtrat par évaporation
sous pression réduite dans un rotavapeur, puis séché a 1’étuve a une température ne dépasse

pas 40°C, et conservé jusqu’a l'utilisation (Talbi et al., 2015).

11.2.3. Tests phytochimiques

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des
réactifs chimiques spécifiques réalisée sur les extraits (Mohammedi, 2013).

A. Test de flavonoides
Traité 0.5ml d’extrait alcoolique avec quelques gouttes d’HCI concentré et 0.5g de
tournures de magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur

rose ou rouge se développe en aprés 3minutes (Bouhadjera et al., 2005).

B. Test de tannins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 0.5 ml d’extrait placé dans un tube en
présence de quelques gouttes de FeCls (1% préparé au méthanol). Apres 1’agitation de
I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques (Karumi et al., 2004; Rizk, 1982).

C. 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)
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D. Test des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits végétaux par le réactif de
Fehling. Pour 5ml 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 (Békro et al., 2007).

E. Test des stéroides

Pour 1ml d’extrait végétal ajouter 0,5ml de solution d’acide acétique, est suivi par 0,5ml
de H,SO,4 concentré. Si la solution ne donne aucune couleur verte cela prouve la présence de
stéroides non saturés. Dans un 2°™ tube, le méme volume de H,SO;, est ajouté. La présence de
la couleur rouge indique la présence des dérivés des stéroides (Harborne et al., 1973).

F. Test des alcaloides

Iml d’extrait végétal aqueux et hédroéthanolique sont additionné d’une goutte de HCl
concentré, la solution obtenue est ajoutée 2 goutte de réactif de Drajendorf. L’apparition d’un
précipité ou d’une coloration brun-rougeatre indique la présence d’alcaloides (Bagre et al.,

2007).

11.2.4. Dosage des composées phénoliques par la méthode colorimétrique «Analyse

guantitative »

11.2.4. 1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Cioclateu (Singleton et al., 1999);Ce réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW1,040) et phosphomolibdique (HsPMo01,04), il est réduit
par les phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungstene (WsgOy3) et de
molybdéne(MogO,3). Cette coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de
composés phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption environs 750-
765nm (Bonnaillie et al., 2012).

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniére suivante, 200ul des chaque
solution d’extrait est ajouté, ensuite 1000ul d’une solution de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué

10 fois dans ’eau distillée) est ajouté puis on ajouté 800ul d’une solution de Na,CO3 (7.5%).
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Le mélange obtenu est incubé a la température ambiante pendant environ 30 minutes a
I’abri de la lumiére. L'absorbance de chaque solution a été déterminée & 760nm contre un
blanc. La lecture de la densité optique a 760nm. (Belyagoubi, 2012).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par l'acide gallique a différentes concentrations
(0.01-0.12 mg/ml), dans les mémes conditions de dosage des solutions ainsi préparées ont
permis de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Belyagoubi, 2012).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique et est exprimée en pg
d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Meziti,
2009).

11.2.4. 2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le
fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygeéne de la molécule
phénolique agissant comme donneur d’électrons (Zhishen et al, 1999).

La teneur d’extrait en flavonoides a été déterminée par la méthode de chlorure
d’aluminium décrite dans Bahorun et al (1996). avec modification légére, Mettre 1ml de
chaque solution d’extrait dans un tube a essai; Ajouter 1 ml d’une solution méthanolique de
chlorure d’aluminium 2%, Aprés 30 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430nm (Nabti
et Belhattab, 2016)

La courbe d'étalonnage a été réalisée par quercitaine a différentes concentrations
(0.01-0.05 mg/ml), dans les mémes conditions de dosage. La concentration des flavonoides
est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine et est exprimeée en
microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
(Meziti, 2009).
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11.2.4.3. Dosage des tannins
11.2.4. 3.1. Dosage des tannins totaux

La détermination de tannins dans les différents extraits a été réalisée par procédure
décrite dans Adewusi et al (2011) Cette méthode se base sur la quantification des tanins
totaux par la méme méthode de Folin Ciocalteu aprés précipitation des tannins, grace a la
gélatine .

250ul de chaque extrait sont homogénéisés avec 25mg de gélatine dans 200ul d’eau
distillée, Le mélange tannin- gélatine est laissé pendant 15min a 4°c,apré le refroidisement il
forme dans la solution contenant I'extrait ,un précipité il doit ensuite bien mélangé par un
vortex et filtré par papier Whatman n°1. Les composés phénoliques non adsorbés (constituant
le surnageant) sont dosés par la méthode de Folin Ciocalteu comme précédemment décrit
aprés qu’on compléete le volume prélevé a partir de surnageant 150ul a 1ml. Les valeurs
obtenues sont sous traites de la teneur en polyphénols totaux et exprimé en pg équivalent

d’acide gallique par mg d'extrait sec.

11.2.4. 3.2. Dosage des tanins condensés (CT)

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide
décrite par Ba et al (2010) ,Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir
avec les unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré
mesuré a 500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la premiére unité
du polymeére. Pour quantifier la teneur en tanins condensés, il faux utilisée une courbe
standard

v La courbe standard de I'acide gallique

Les tanins condensés sont dosés de la maniére suivante, La courbe d’étalonnage a été
obtenue par des solutions d’acide gallique de concentration varie entre 0.02 jusqu’a 0.1mg/ml.
250ulde chaque solution a été introduit a 1’aide d’une micropipette dans des tubes a essai en
verre, et ajouté 1500ul de la solution vanilline/méthanol (4% m /v), puis mélangé a 1’aide d’un
vortex. Ensuite, 750 pl de 1’acide chlorhydrique concentré (HCI) est additionnés. Le mélange
obtenu est laissé réagir a I’obscurité a température ambiante pendant 30min. L’absorbance est
mesuré a S00nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV-Vis.

La concentration des tanins est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec
I'acide gallique et est exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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11.2.5. Etude des activités biologiques
11.2.5.1. Evaluation ’activité antioxydante

Les tests proposes pour la mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extrait ont
été réalisé par de test DPPH et test de réduction du fer (FRAP) et test d’hémolyse.

11.2.5.1.1. Test du DPPH (diphenylpyryl-hydrazyl)

Le test de DPPH est couramment utilisé pour I'évaluation des capacités d plantes
médicinales a piégeage des radicaux libres en raison de leur simplicité, stabilité, précision et
reproductibilité (figure 10) (Rubio-Moraga et al., 2013).

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl)
de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Boudjelal,
2012).

1,1-diphényl 2- picrylhydrazyl (violet) 1,1-diphényl 2- picrylhydrazyne (jaune)
NO, NO,
- I e | -
[ I

ON” l NO, HOR . ON l NO,
N NH
Lo e

T L 0 L

N DEPH ~ DPPHH

Figure 10: Forme libre et réduite de DPPH° (Pereira Nunes et al., 2012).

L'activité de piégeage radicalaire des extraits contre les radicaux DPPH a été mesurée
en utilisant la méthode de Brand-Williams, Cuvelie et Berset (1995), modifiée 1égérement
comme suit: une aliquote (500ul) d'une solution méthanolique contenant différentes quantités
ont été ajoutés a 1000ul d'une solution méthanol quotidienne DPPH préparée (0,1mM). Le
mélange a été agité doucement et on laisse reposer a la température ambiante dans l'obscurité

pendant 15min. Ensuite, I'absorbance a été lue a 515nm.
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Pour tracer la courbe d étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un standard a
différentes concentrations (0.001- 0.03mg/ml), dont I’absorbance a été mesuré dans les
mémes conditions que les échantillons, le test est répéte 3fois.

Les résultats sont exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des radicaux

libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante:

[ I %DPPH radical scavenging = [(Ao-A1)/A0]*100 }

ou:

| %: Pourcentage d'inhibition

AQ: est I'absorbance du controle.

Al: est I'absorbance de I'échantillon (Morabbi et Jame, 2014).

v Détermination de la concentration inhibitrice IC50%

Pour une meilleure caractérisation de la capacité d'évacuation DPPH, I'lC50 qui est la
concentration de I'extrait ou la norme requise pour l'obtention de 50 % de la forme réduite du
radical DPPH a été déterminé, La valeur d’IC50 de chaque extrait est déduite a partir des
équations des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la
concentration de chaque extrait. Il faut rappeler que plus la valeur de 1C50 est petite plus

’activité antioxydante des extraits est grande (Bokhari et al., 2013).

11.2.5.1.2.Test de réduction du fer (FRAP Assay : Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test de réduction du fer, est présentée comme nouvelle méthode d'évaluation
"antioxydant." essai simple, rapide et reproductibles (Benzie et Strain, 1996), Il est universel
peut étre appliquer aussi bien chez les plantes et que les plasmas et dans les extraits organique
et aqueux (Li H-B ; Wong C-C et al ., 2008).

Cette méthode correspond a la réduction d'un complexe tripyridyltriazine ferrique
[(Fe(11)-TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux [(Fe(ll)-TPTZ)2] par un
antioxydant (RH), a a un pH bas pour maintenir la solubilité du fer. (Fe (II) -TPTZ a une

couleur bleu intense et peut étre contrdlé a 593 nm (figure 11) (Réka et al., 2002).
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Figure 11 : Réaction d’essai de FRAP (Tomasina et al., 2012).

+R’

Mettre 50ul de chaque solution d’extrait (1mg/ml) dans un tubes a essai, ajouter 1.5 ml
de réactif de FRAP fraichement préparé ensuite lire I’absorbance aprés Smin a 593 nm contre
un blanc de réactif.

Le contrble positif est représenté par des solutions antioxydants standards: 1’acide
ascorbique avec de concentration 100 jusqu'a 600 pg/ml. dont 1’absorbance est mesuré dans
les mémes conditions que les échantillons testés .Le test est répété 3 fois (Huang et al.,
2005).

11.2.5.1.3. Test d’hémolyse

Le but de cet test est mesure la capacités protective d'extraie méthanolique de

érythrocytes humains, conter l'agression des radicaux libres.
Mettre20ul de globules rouge et ajoute 1ml d'extraie et incube 5min a 37C°, ensuit 20ul de
FeCl3 (1%) et 20ul H,O, (35%), 20ul d'acide ascorbique sont ajoute et incube le mélange a
I'étuve (37C°), &pre lheur Centrifugeuses a (700tour/10min), ensuite lire 1’absorbance a
540nm.

Le contrdle positif est représenté par des solutions antioxydants standards : 1’acide
ascorbique avec de concentration 200jusqu'a 1200 mg/ml, dont I’absorbance est mesuré dans
les mémes conditions que les échantillons testes. Le test est repété 3 fois (Abirami et al.,
2014).
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11.2.5.2. Evaluation de I'activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion
des disques cité par (Celiktas et al., 2007, Sacchetti et al., 2005,Bio-Rad, 2010; Sordalab,
Sd; Biokar, 2015; Meddour et al., 2013).

11.2.5. 2.1. Support microbien

On a choisi de travailler sur 6 especes pathogenes qui sont; le Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis et Micrococcus luteu (bactérie a GRAM positif),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Vibrio sp et Escherichia coli ATCC 25922 (bactéries
a GRAM négatif). Ces especes sont procurées par le laboratoire de biologie d'université
Echahid hamma lakhdar d'El Oued.

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
bactéries et des colonies isolees.

Couler le milieu de culture gélosé (Muller Hinton) en sur fusion dans les boites de
Pétri de facon a obtenir une épaisseur de 4mm pour les boites d’un diamétre de 90mm.et on
laisse quelques minutes jusqu'a la solidification.

A Tl'aide d’une pipette pasteur nous avons prélevée quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et sont été mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel
(NaCl). La suspension bactérienne est bien homogénéisée et laisser sur la paillasse pendant 30
minute. A partir de I'inoculum standardisé pour ensemencer la boite : Plonger un écouvillon
stérile dans la suspension et I'essorer doucement sur les parois. Ensuite, ensemencer la boite a
I'aide de I'écouvillon afin d'obtenir une culture de colonies.

Nous avons préparé les disques par papier wattman de 6mm de diamétre, ensuite elles
sont mises dans un tube a essai, il fout stérilisés les disques 30 minutes a 120°C dans une tube
essai bien fermer. Et garder jusqu'a I’utilisation, les disques de papier Wathman stériles sont
imprégnés de concentrations croissantes d’extraits secs repris avec le diméthyle sulfoxyde
(DMSO) (C1= 0.5mg/ml, C2= 1mg/ml, C3= 1.5mg/ml et C4= 2mg/ml) et appliqués, a 1’aide
d’une pince, sur la surface du milieu gélose Miller Hinton. Les boites de Pétri ont été incubées

pendant 24 heurs a 37°C.
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L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a 1'aide d’une régle le diamétre
de la zone d'inhibition, déterminé par les différentes concentrations des différents extraits
autour des disques. et comparée avec celle de DMSO comme contrdle négatif et d'un

antibiotique comme controle positif (Gentamicine (50ug/disc).
11.3. Analyses Statistiques

Dans cette étude nous avons utilisé le test statistigue ANOVA a un facteur, sans
répétition pour analyser I'effet de séchage par le logiciel MINITAB 2013. Les résultats sont
donnés sous forme de moyennes et écart-types.

Ce test nous donne le degré de signification P ou on dit que la différence :
Différence non significative P > 0.05.
Différence significative P < 0.05.
Différence hautement significative P < 0.01.
Difference tres hautement significative P < 0.001.
Les valeurs d’ICso (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition=f (concentration)].
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I11. Résultats et Discussion
I11.1. Criblage phytochimiques

Une investigation chimique préliminaire a été entreprise et a permis de mettre en
évidence certains principes actifs. Les résultats de coloration et de précipitation ont été les
principales voies d’identification de ces substances.
Les résultats des tests phytochimiques de différents extraits sont regroupés dans le
tableau (06).
Tableau 06: Résultats de criblage phytochimique de Oudneya africana R a différents modes

de séchage.

Métabolites Fraiche Etuve Air Séchoir | Lyophilisé

secondaires Libre solaire
Flavonoides ++ +++ +++ ++ +
Alcaloides ++ +++ +++ ++ +
Tanins cathéchiques - - - + +
Tanins galliques + + + - -
Sucre réducteurs ++ +++ +++ + +
Stéroides +++ +++ ++ ++ -
Saponines + - + + +

(+): présence de traces, (++): présence une moyenne quantité, (+++): la richesse, (-):I’absence

D’apres les résultats obtenus, on a noté que ’extrait méthanolique en générale est
riche en flavonoides. D’aprés nos résultats, la quantité la plus élevée de flavonoides présente
dans les extraits de Oudneya africana R. séchée a I’étuve et a I’air libre, et une quantité
moyenne pour l'extrait séché au séchoir solaire et la plante fraiche, et en faible quantité dans
I'extrait de la plante lyophilisée.

Nos résultats sont confirmé par I'étude de Hechifa et Merad (2016) qui trouvent que

la quantité des flavonoides dans 1’Oudneya africana R. présente une quantité élevée pour
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l'extrait qui séché a 1’étuve, et une quantit¢ moyenne pour l'extrait séché a l'air libre et la
plante fraiche, et en faible quantité dans I'extrait de plante seché au lyophilisateur.

Par contre I'étude de Mecheri et zeghabi (2015), qui valident la présence de
flavonoides dans tous les extraits a différents modes de séchage et leur absence dans les
extraits de la plante étuvée.

En parallele, pour le test chimique des alcaloides on a trouvé une présence plus ou
moins abondante en ce métabolite dans les différents modes de séchage de Oudneya africana
R. Pour nos extraits, il présente une grande quantité dans I'extrait séchée a I'étuve et a l'air
libre et une moyenne quantité pour I'extrait de plante fraiche et séché au séchoir solaire et en
une faible quantité dans la plante lyophilisée.

Les résultats obtenus sont confirmé par I'étude de Nedjmi et Soussou (2014), qui
montre la présence des alcaloides en une grande quantité dans I'Oudneya africana R. séché a
I’étuve et a Iair libre, et en quantité moyenne d’alcaloides dans les plantes séchées au séchoir
solaire, et en méme quantité dans la plante fraiche. Alors que Guerrah et Segueni (2015)
montré la présence des alcaloides en une quantité trés élevée dans les différents modes de
séchage de Oudneya Africana R.

Une étude réalisée a température croissante jusqu'a 65 °C par Alexis et al., (2012), a
permis d’évaluer I’influence de la température de séchage sur les principes actifs d’une plante
médicinale: cas de la teneur en alcaloides totaux de Alstonia boonei WILD. Il ressort de ces
résultats obtenus que 1’action de la lumiére et/ou de la chaleur aurait une influence sur la
teneur en alcaloides totaux en particulier et les autres groupes chimiques des extraits de cette
plante en général.

Pour le test des tanins on a trouve que les tanins galliques, dans les modes de séchage
a l'air libre, fraiche et a I'étuve seulement, cependant I'extrait de plante séchée au séchoir
solaire et lyophilisé présente une quantité faible de tanins cathéchiques.

Selon 1’étude de Nedjmi et Soussou., (2014), I’Oudneya africana R présente une
richesse remarquable des tanins dans tous les modes de séchage alors que Mecheri et
Zeghabi (2015) montrent la présence de tanins chez 1’Oudneya africana R dans tous les
modes de séchage en faible quantité.

Pour le ciblage de sucres réducteurs, on a trouve chez I’espéce de Oudneya africana
R. une richesse de ces composés dans I'extrait séché a l'air libre et a I'étuve et une quantité
moyenne dans I'extrait de plante fraiche et faible quantité dans les extraits séchés au séchoir

solaire et par le lyophilisateur.
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Nedjmi et Soussou (2014), trouvent une richesse en sucres réducteurs de Oudneya
africana R séchée a 1’étuve et a ’air libre, en quantité moyenne chez la plante fraiche et
I’absence dans les extraits de la plante séchée au séchoir solaire. Alors que Bouhadjera
(2005), montre la présence des composés réducteurs dans 1’extrait méthanolique de 1'Oudneya

Africana R en faible quantite.

Concernant le test de stéroides, on observe une grande gquantité dans les échantillons
qui sont séchés a I’étuve et l'extrait frais, et une concentration moyenne dans l'extrait séché a
I'air libre et au séchoir solaire. La mise en évidence des dérivés stéroides se traduit par
I'apparition de la couleur rouge.

Par ailleurs, pour le test de saponines, on observe que tous les extraits ayant de traces
saponine a I’exception de plante séché a I'étuve que est dépourvu en ce composé. La présence
de saponines est confirmée par l'apparition de hauteur de mousse persistante, supérieure a 1
cm.

Aucune recherche se sont intéressées a I’étude de ciblage de stéroides et des saponines

dans différents modes de séchage.

111.2. Analyse quantitative des composés phénoliques par méthode colorimétrique
111.2.1. Teneurs en polyphénols totaux (PPT)

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été effectuée selon la méthode
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La courbe montre une linéarit¢é de 1’absorbance en
fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols correspondantes de chaque extrait
ont ét¢ rapportées en pg €quivalent d’acide gallique par milligramme de matiere seche (nug
EAG/mg de MS) et déterminé par 1’équation de type : y=14.97 x-0.008 sachant que R? =
0,996 (figure 12).

42



PARTIE III Résultats et discussion

2 -
1,8 - y = 14,975x - 0,0083
16 - R?2=0,996
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 T T T T T T ,
-0,2 1*) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Concentration d'acide gallique

Absorbance a760 nm

Figure 12: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 13: Teneurs en polyphénols totaux dans Oudenya africana R.
F: Plante fraiche, A: Air libre, SS: Séchoir solaire, LYO: Lyophilisation, E: Etuve.

D’aprés la figure 13, on observe une variabilité des teneurs en polyphénols dans les
échantillons séchés a différents modes de séchage. Les valeurs de polyphénols sont d’environ
(149.9+0.116, 138.86+1.337, 65.97+0.102 et 66.6+0.231, 88.97+0.579. g EAG/mg MS dans
les différents modes de séchage : étuve, air libre, lyophilisée, au séchoir solaire et plante
fraiche respectivement. Donc on remarque la teneur la plus élévée est de 1I’ordre 149.9ug

EAG/mg MS enregistré chez la plante étuvée.
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Les resultats des analyses statistiques montrent qu'il y a une différence trés hautement
significative entre le mode de séchage et la teneur des polyphénols totaux (P< 0.001). Nos
résultats sont équivaux et comparable a ceux trouvés par Nedjmi et Soussou (2014), montrent
que I’Oudneya africana R présente une forte concentration en polyphénols aprés le séchage a
I'étuve.

111.2.2. teneurs en flavonoides totaux (FVT)

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI53) et 1’étalon été la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme
d'équivalent de quercétine par milligramme de matiere végétale séche (ug EQ/mg de MS).
Les taux des flavonoides des 5 extraits ont été obtenu a partir du courbe d’étalonnage qui suit

une équation de type: y=21.10x+0.021 sachant que R? = 0,996 (figure 14).

1,2 -
y=21,104x + 0,0215

Absorbance a 430nm

0 T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

concentration de quercétine en mg/ml

Figure 14: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
totaux.
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Figure 15: Teneur en flavonoides totaux des plantes étudiées.

F: Plante fraiche, AL: Air libre, SS: Séchoire solaire, Lyo: Lyophilisation, E: Etuve

D’aprés I’histogramme illustré dans la figurel5, on observe que les teneurs en
flavonoides sont d’environ 26.95+0.027, 23.74+0.664, 22.37+7, 18.62+0.544 et 22.29+5. ug
EQ/g MS) a différents modes de séchage : plante séché a 1'étuve, ’air libre, séchoir solaire,
lyophilisé, fraiche respectivement, donc on remarque la grande valeur & l'extrait séché par
I'étuve (26.95ug EQ/g MS) et la valeur la plus bas chez le plante lyophilisée (18.62ug EQ/g
MS).

Les résultats des analyses statistiques, révelent un effet non significatif du mode de
séchage et la qualité de plante sur la teneur des flavonoides totaux (P< 0.05).

D'apres I'étude de Nedjmi et Soussou (2014), la teneur la plus élevée en flavonoides
enregistrait chez le plante étuvée, et I'étude de Nabti et Belhatta (2016) montre que I'extrait
methanolique de Oudneya africana R séché a l'air libre est égale (21.96pug EAG/mg MS).

Par contre, I'étude de Mecheri et Zeghabi (2015) qu'ils ont trouvé que la
concentration la plus élevée en flavonoides enregistrée dans I'extrait de la plante fraiche
0.37mg EV/mg.

111.2.3. teneurs en tanins toutaux

Le dosage de tanins totaux a été réalisee par la méme méthode de Folin Ciocalteu
apres précipitation des tannins par la gélatine.
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La teneur en tanins est exprimée en microgramme d'équivalent d'acide gallique par
milligramme de matiére végétale seche (ug EAG/mg MS). Les taux des tanins des extraits
ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage de telle fagon que 1’équation y=14.97 x-

0.008 sachant que R? = 0,996 (figure 16).
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Figure 16: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des tanins totaux.
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Figure 17: Teneurs en tanins totaux de Oudneya africana R.

D’aprés I’histogramme illustré dans la figurel7, on a observé que les teneurs de tanins
totaux sont 119.57+1.85, 117.41+0.17, 46.84+0.20, 34.20+1.23 et 69.24+0.38ug EAG/mg
MS a différents modes de séchage : plante séche a I'étuve, plante séchée a I’air libre, au
séchoir solaire, lyophilise plante fraiche respectivement, donc on remarque la grande valeur a
I'extrait séché par I'étuve 119.57+1.85ug EAG/mg MS.

Les résultats des analyses statistiques, statistiques, révélent un effet trés hautement

significatif entre le mode de séchage et la teneur des tanins totaux (P<0.001).
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Nos résultat sont equivaux et comparable a ceux trouvés par Nedjmi et Soussou
(2014), qui montrent une richesse des tanins chez Oudneya africana R séché a I'étuve et une

présence en quantité moyenne dans la méme plante lyophilisée.

111.2.4. teneurs des tanins condensés (TC)

Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode de la vanilline en milieu acide. La
teneur en tanins est exprimée en microgramme d'équivalent d'acide gallique par milligramme
de matiere végétale séche (ug EAG/mg MS).

Les taux des tanins des extraits ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui

suit une équation de type: y =7.058x-0.028 sachant que R? = 0,972 (figure 18).
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Figure 18: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des tanins condenses.
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Figure 19: Teneurs en tanins condensés d'oudneya africana R.
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E: Etuve, F: Fraiche, LYO: Lyophilisation, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire.
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D’apres I’histogramme illustré dans la figurel9, on a observé que les teneurs en tanins
condenses représentent les valeurs suivantes 43.02+5.0, 29.75+2.4, 42.27+1.4, 37.55+4.7, et
38.82+6.0 pg EAG/mg MS a différents modes de séchage : plante séché a 1'étuve, ’air libre,
séchoir solaire, lyophilisé, fraiche respectivement, donc on remarque la grande valeur pour
I'extrait séché par I'étuve 43.02+5.0 ug EAG/mg MS et la valeur la plus bas chez le plante
séché a I’aire libre (29.75+2.4 ug EAG/mg MS).

Les résultats des analyses statistiques révelent un effet significatif entre le mode de
séchage et la teneur des tanins totaux (P< 0.05).

Nos extraits méthanolique de Oudenya africana R contient une teneur en tanins
condenseé plus faible en comparant aux résultats obtenus par Mecheri et Zegabi (2015) ceux
qu'ils sont trouveés, la teneur la plus élevée des tanins condensé de I'extrait d'Oudneya africana
R séché a I'air libre et a I'étuve (2.23 et 2.01 mg /mg MS) respectivement.

Selon I'étude de Bouhadjera (2005), pour I'Oudneya africana R on trouve une
guantité moyenne de tanins ceci est peut étre lié au climat de la région ou a la méthode
utilisée qui ne donne pas une composition quantitative complete des extraits (Wu et al .,
2004).

Les resultats du dosage des polyphénoles totaux, flavonoides, tanins totaux et
condensés révelent l'effet de mode de séchage sur les teneurs des polyphénols totaux,
flavonoides totaux et tanins totaux et condensés de Oudneya africana R.

En générale, nous pouvons dire que la quantité des polyphénols présentent dans les
extraits secs est plus élevés que dans les extraits frais (Yan et al., 2008), cette différence est
due a plusieurs facteurs, dont les conditions d'élevage et le degré de maturité et de la
température ainsi que le type de solvant utilisé (Schlesier et al., 2002).

Selon Djeridane et al, (2005), la teneur des metabolites secondaires de la plante peut
changer ; en raison de I’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 .En plus lI'organe analysé, la région et la date
de la recolte. D’aprées Wojdylo et al., (2007) la teneur en composés phénoliques variées
également en fonction de la méthode d'extraction.

La teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques
(genétique) et extrinseques (les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions
de stockage) (Podsedek, 2007).
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Selon Falleh et al (2008) le méthanol est le solvant approprié pour obtenue maximum
récupération des poly-phénols, est liée a la solubilité élevée des phénols dans les solvants
polaires (Ghedadba et al., 2014). Selon Seidel (2005), I’eau et le methanol sont deux
solvants polaires qui extraient particuliérement les flavonoides glycosylés et les tanins. Tandis
que les flavonoides aglycones sont extraits par les alcools ou les mélanges eau-alcool (Khelif,
2014).

En plus la méthode de quantification peuvent également influencer 1’estimation de la

teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).

111.1.3. Evaluation I'activité biologique
111.1.3.1. Evaluation I'activité antioxydante

Plusieurs essais ont été réalisés pour la mesure de l'activité antioxydante, y compris le
test de DPPHe (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle), le test de FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power), et le test d'hémolyse.

111.1.3.1.1. Test de DPPH

Le DPPH est un radical libre, stable, qui posséde une bande d’absorbance a 515 nm,
employé pour évaluer I’activité antioxydante des composés polyphénoliques. Dans ce test on
utilise ’acide ascorbique comme standards, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions
1%) sont représentes dans la courbe d’étalonnage (figure 20), ayant 1’équation:
Y=255.3x+21.20 avec un coefficient de corrélation R?=0.998 .

y =255.3X +21.20
R*=0.998
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Figure 20: Courbe d’étalonnage d'acide ascorbique de test DPPH.
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Figure 21: Valeur IC50 d'Oudneya africana R. et composé standard (acide Ascorbique).
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E: Etuve, F: Fraiche, LYO: Lyophilisation, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire, SAA: Standard
acide Ascorbique.

L'activité antioxydante des extraits a été déterminée par le test DPPH. La figures 20
montrent l'activité de balayage de DPPH, exprimée en IC50% (Concentration inhibant 50%
des radicaux), Ces IC50 sont déterminées a partir des graphes de chaque extrait dont
I’abscisse représente la concentration de 1’extrait brut et I’ordonné 1’activité antioxydant en
pourcentage.

Tous les extraits ont un pouvoir anti-radicalaire vers le DPPH, plus la valeur de 1C50
est petite plus D’extrait est considéré comme un antioxydant puissant. Selon le résultat
présente dans les figures 21, on a observé une variabilité dans les valeurs 1C50 présentant les
valeurs suivant 104.7, 152.6, 130.1 et 142.0, 114.8, pg/ml dans les différents extraits a
différents modes de séchage : séché a I'étuve, lyophilisé, au séchoir solaire plante fraiche, a
I’air libre et plante fraiche respectivement.

IC50 la plus faible est enregistré chez la plante étuvée avec de teneur (104.7ug/ml) et
plus grande valeur chez la plante lyophilisée avec de teneur (152.6ug/ml). Ces qui sont

largement supérieure a celle de 1’acide ascorbique 11.28 pg/ml.
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D'aprés I'étude de Nabti et Belhattab (2016), trouve que la partie aérienne de
Oudneya africana R séché a l'air libre possede 1C50 égala 24.57 ug/ml.

Guerrah et Segueni (2015) trouvent que IC50 de Oudneya lyophilisée égale (226
pg/ml).

Les capacités des extraits naturelles a piéger les radicaux libres, dépend d’un certains
nombre de parameétres ; la dose, la structure, les substituant et le degré de polymerisation de la
molécule (Mohammedi, 2013).

L’analyse chimique d'extrait de plante sechée a différents modes de séchage
confirment I’existence des composés polyphénoliques particulierement les flavonoides et les
tanins comme des substances potentiellement antioxydants, indiquant que nos extraits sont
dotés d’une activité antioxydant, qui varie d’un extrait a un autre pour le méme échantillon
végeétale (Talbi et al., 2015). Pour le mécanisme de piégeage le radical, la réaction entre
I’antioxydant et DPPH dépend de la conformation structurale de 1’antioxydant. Certains
composés réagissent rapidement avec DPPH, réduisant un nombre de molécules de DPPH
égal au nombre de groupements hydroxyles (Bondet et al., 1997).

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydants ayant la capacité de piéger les
espéces radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene (Barreca et al., 2011), I’effet
scavenger des flavonoides(FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend
thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libres (Re) par un transfert d’atome
d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical
aroxyle (FLOe¢) et a la molécule radicalaire rendu stable (RH), le FLO« subira par la suite un
réarrangement structurale permettant la redistribution de I’électron célibataire sur le cycle

aromatique et la stabilisation de radicaux aroxyle (Javanovic et al., 1994).

111.1.3.1.2.FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test de FRAP permet de définir la capacité d’un antioxydant a inhiber I’initiation
des réactions radicalaires par les ions métalliques. Pour chaque extrait, une concentration a été
testée (1 mg/ml) et I’absorbance lue a 593 nm, les résultats sont exprime pg en équivalent
d’acide ascorbique/mg d’extrait. Cette capacités antioxydantes des extraits de plante étudiée
ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage d'acide ascorbique suit une équation de type:
y = 0.003x+0.076 sachant que R* = 0.994 (figure 22).
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y =0,0031x + 0,0764
R?=0,9944

Figure 22: Courbe d’étalonnage d'acide ascorbique de test FRAP
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Figure 23: Pourvoir réducteur de Oudneya africana R

Concentration en ugeAA/mgMS$s

E: Etuve, F: Fraiche, Lyo: Lyophilisation, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire.

D’aprés I’histogramme illustré dans la figure 23, on remarque une variabilité de
pouvoir réducteur dont les valeurs sont 41.89+0.294, 58+0.222, 42.96+0.706, 85.93 +0.257 et
71.631£0.321ug EAA/mg MS a différents modes de séchage : plante séché a I'étuve, I’air libre

, au séchoir solaire, lyophilise et la plante fraiche respectivement, tandis que, on trouve que la
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grande valeur est enregistrée a I'extrait de plante lyophilisée (85.93 £0.257ug EAA/mg MS) et
la valeur la plus bas chez la plante étuvée (41.89+£0.294ug EAA/mg MS).

Les résultats des analyses statistiques, statistiques, révelent un effet hautement
significatif entre le mode de séchage et le pouvoir réducteur de fer (P< 0.001).

Il existe une variabilité de la capacité des extraits vegétales a différents modes de
séchage (air libre, séchoir solaire, lyophilisée et a I'étuve) pour réduire le complexe
tripyridyltriazine ferrique, cette variabilité est douté a variabilité dans les composés
phenoliques. Les propriétés réducteurs sont géneralement associées a la présence
d'reductones , qui ont la capacité de faire donner d'une électron a les radicaux libres et de les
convertir en des formes plus stables (Abirami et al., 2014).

Cette variabilité des ces propriétés a cause de la quantité notable de polyphénols et de
flavonoides des nos extraits qui peut jouer un rble majeur dans l'inhibition antioxydante.
Ainsi, I’activité prooxydante de ces substances est le résultat de leur capacité a réduire les
métaux comme le Fe*® pour donner Fe*? lequel réagira avec O, ou H,O, avec génération
d’initiateurs de I’oxydation (Kebieche, 2009).
111.1.3.1.3. Test hémolyse

Le test d’hémolyse ou KRL (Kit Radicaux Libres), réalisé sur des érythrocytes
humains, permet de refléter de fagon globale le potentiel de défense d’un individu vis-a-vis
d’une agression aux radicaux libres. Dans ce test on utilise ’acide ascorbique comme
standards, les résultats obtenus (pourcentage d’Hémolyse %) sont représentes dans la courbe
d’étalonnage (figure 24), ayant I’équation: Y=-47.17x+67.41avec un coefficient de corrélation
R%=0.997.

y=-47,179% + 67,412
R2=0,9977
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Figure 24: Courbe d’étalonnage d'acide ascorbique de test Hémolyse.
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Figure 25 : Taux de globules rouge hémolysé (H %) de Oudneya africana R et composé
standard (acide Ascorbique).
E: Etuve, F: Fraiche, LYO: Lyophilisation, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire, SAA :
Standard acide Ascorbique.

L’activité antioxydante d’un extrait se mesure par la capacité des hématies a résister a
I’attaque radicalaire. Elle s’exprime par pourcentage d'hémolyse le H%. Ces H% sont
déterminées a partir des graphes de chaque extrait dont 1’abscisse représente la concentration
de I’extrait brut et ’ordonné pourcentage d'hémolyse. La figure 24 montre que tous les
extraits ont un pouvoir protectifs des hématies, plus la valeur de H% est petite plus I’extrait
est considéré comme un antioxydant protectif de hématies.

Selon le résultat présenté dans la figure 25, on observe une variabilité dans les valeurs
H% dont les valeurs (4.33+ 0.092,16.120+ 0.170,38.89+ 0.127,16.49+0.127,53.73+ 0.007%)
a différents modes de séchage : I’air libre, a 1'étuve, au lyophilisateur, au séchoir solaire et la
plante fraiche, respectivement.

La plus faible taux de globules rouges hémolysees est a plante séchée a l'air libre
(4.33%) et plus grand enregistrée chez le plante fraiche avec un toux de globules rouge
hémolysée (53.73%).

selon Usha et Yogish (2016) montrant que I'échantillon non hémolysé présente un taux
égale (4.31%).
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On peut discuter la capacité la plus élevée des extraits séché a I'air libre de protection
de globules rouges selon I'études des Aghfir et al., (2007) et Ankila (2007), le séchage a l'air
libre permet d'améliorer la qualité des produits tout en évitant leur contamination, de
conserver leurs principes actifs, d'augmenter leur durée de vie.

Van Acker et al.,, (1996), la richesse par les métabolites secondaires ayant des
activités antioxydantes, les composés phénoliques. Les polyphénols et surtout les flavonoides
sont des antioxydants puissants susceptibles d’inhiber la formation des radicaux libres. Aussi,
que parviennent a capturer les especes réactives de I'oxygéne associées au stress oxydatif, les
empéchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, i1ls sont capables d'inactiver et
de stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif (Tu et
al., 2007).

111.1.3.2. Activité antibactérienne

Les résultats du test de sensibilité microbienne aux extraits sont regroupés dans les
Tableaux 9 et 10.

L'activité antimicrobienne des différents extraits obtenus a partir des parties aériennes
plante étudié a été testée contre les souches microbiennes: le Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus epidermidis et Micrococcus luteu (bactérie a GRAM positif),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Vibrio sp et Escherichia coli ATCC 25922 (bactéries
a GRAM négatif).en utilisant la méthode de diffusion sur un milieu de Muller Hinton par
I’intermédiaire des disques imprégnés d’extrait. Les résultats obtenus (diameétre d'inhibition
(mm) indiquées les moyennes de deux mesures. L’action bactériostatique se traduit par

’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné d’extrait brut étudié.

Tableau 07: Résultats de ’activité antimicrobienne des extraits sur les bactéries GRAM

négatif.
Souches bactériennes
Mode de E.coli P.a?rug_jmosa V.sp
Séchage Dilution (mg/ml)
05 (1152 |05 |1 |15 |2 |05 |1 |15 |2
Etuve 6 718 8 |7 9 |8 9|10 |10 |11 |11
Air libre 6 718 9 |8 8 |85 (9|6 6 |6 8
Lyophilisation 8 819 10 | 6 7 |10 |8 |8 9 |10 |10
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Séchoir solaire | 8 8112 |13 |6 6 |8 718 8 9 9

Fraiche 9 918 11 |7 6 |6 918 9 |8 12

Les zones d’inhibitions mesurées en mm.

Tableau 08: Résultats de ’activité antimicrobienne des extraits sur les bactéries GRAM
positif.

Souches bactériennes

S. epidermidis Micrococcus S. aureus

Mode de Dilution (mg/ml)

Sechage 05[1 [15]2 |05[1 [15]2 |05[1 |15 |2
Etuve 8 |9 (9 |8 |7 |85]|9 (10|65 |7 8 8
Air libre 7 |8 (8 |9 |7 |8 |9 [(10|7 |8 9 9
Lyophilisation |8 |9 |9 [(10|7 |8 |95|10|7 |8 8 10.5
Séchoir solaire ({9 |10|10 (108 |8 (8 |9 |7 |8 9 9.25
Fraiche 7 |9 (8 |8 |7 |9 |9 (8 |8 |8 8.25 | 8.25

Les zones d’inhibitions mesurées en mm.

Les résultats révelent que les extraits méthanoliqgues de Oudneya africana R a
différents modes de séchage exercent un effet antibactérien considérable sur les six souches
bactérienne ces résultats sont représentés dans les figures 26 et 27.
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Figure 26: Effet des extraits de Oudneya africana R. sur les trois souches bactériennes
GRAM négatif testées en fonction des différentes concentrations des extraits.
T-: Témoin négatif, T+: Témoin positif, F: Fraiche, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire, LYO:
Lyophilisée, E: Etuve.

D’aprés le tableau 07, et la figure 26, les résultats montrent clairement un effet
remarquable de I'extrait méthanolique de Oudneya africana R. sur les trois souches étudiées,
qui représente, avec un maximum zone d’inhibition enregistré chez 1'extrait séché au séchoir
solaire avec 13mm de diamétre, suive par l'extrait de la plante fraiche, lyophilisée, séchée a
I’air libre et a I'étuve sur E.coli.et aussi nos extraites possedent un activité sur le V. sp avec un
maximum de zone d'inhibition enregistré chez I'extrait de la plante fraiche 12mm de diamétre
suive par les extraits de plante séchée a 1’étuve, lyophilisée, au séchoir solaire et a 1’air libre,
et un tres peu d’activité pour le P.aeruginosa avec un maximum zone d’inhibition enregistré
chez I'extrait séché a I’air libre et a I'étuve et I'extrait de la plante fraiche avec de 9mm de
diametre, suive par I'extrait lyophilisé et I’extrait de séchoir solaire. On peut dire que nos
extraites possédent un large spectre d’action couvrent les bactéries de GRAM négatif a une

concentration 2ml/mg.
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Figure 27: Effet des extraits d'Oudneya africana R. sur les trois souches bactériennes
GRAM positif testées en fonction des différentes concentrations d'extrait.
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T-: Témoin négatif, T+: Témoin positif, F: Fraiche, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire, LYO:
Lyophilisée, E: Etuve

D’apres le tableau 08 et la figure 27 on remarque I’effet antibactérien de la plante de
Oudenya africana a différents modes de séchage sur les différentes souches bactériennes de
GRAM positif.

Les résultats montrent clairement un effet significatif de I'extrait méthanolique de
Oudenya africana R. sur les trois souches étudiees, qui représente, avec un maximum de zone
d’inhibition chez l'extrait séché a 1'étuve, aire libre, au lyophilisateur 10mm de diametre,
suive par I'extrait de la plante fraiche et séchée au séchoir solaire, sur le micrococcus. Ainsi
que nos extraits possédent un activité sur le S. epidermidis avec un maximum de zone
d'inhibition enregistré chez I'extrait de la plante fraiche 10mm de diametre suive par les
extraits séché par la lyophilisation, au séchoir solaire, étuve, a I’air libre et I'extrait de la
plante fraiche et peu d’activité sur les S. aurus avec un maximum de zone d’inhibition
enregistré chez I'extrait séché par la lyophilisation 10mm diamétre, suive par séchoir solaire,
air libre, I'extrait de la plante fraiche et a I'étuve, on peut dire que nos extraites possédent une
large spectre d’action couvrent le bactérie de GRAM positif a une concentration de 2ml/mg.

Nos résultats obtenus sont équivaux et comparable a ceux trouvés par Nedjmi et
Soussou (2014), qui déterminent I’activité antibactérienne de Oudenya africana , ils trouvent
que I’extrait méthalonique exerce un effet inhibiteur sur les souches Escherichia coli. Ce qui,
confirme nos résultats par I'étude de Guerrah et Segueni (2015) qui trouvent que la
lyophilisation, ayant un effet qui inhiber la croissance d’Escherichia coli.

Bouhadjera (2005) a étudié D’activité antibactérienne de 1’extrait de Oudneya
africana R.Br, il a trouvé que la souche de P. aeruginosa présente une résistance contre
I'extrait de cette plante.

L'activité inhibitrice des ces extraits a eté rapporté que les extraits de plantes
caractérisée par la présence de groupe phénolique et d’autres composés chimiques riches en
flavonoides, tanins et saponine sont considérés comme bons agents antimicrobiens.

La différence d’activité entre ces extraits pourrait s’expliquer par la nature des
molécules contenues dans chacune d’elles et liée a la concentration du principe actif (Bolou et
al., 2011). La variation de la composition chimique explique donc les variations observées
dans I’activité antimicrobienne des extraits d’'une méme plante. L’efficacité optimale d’un
extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal, mais a 1’action combinée

(synergie) de différents composés a ’origine de cet extrait (Essawi et Srour, 2000). Pour
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cela, la comparaison cas par cas de 1’activité antimicrobienne de plusieurs extraits, en se
basant sur les caractéristiques des composés chimique des plantes séchées.

Cette sensibilité est sous la dépendance de la composition chimique en métabolites
secondaires et de la nature des substances naturelles a caractére antimicrobien, (Mohammedi,
2013).que sont les flavonoides, les tanins....etc, (Havsteen, 2002 ; Boudjouref, 2011). 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) a rapporté que les différentes classes de polyphénols essentiellement
les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les
microorganismes. Cette toxicité est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles
présents sur le composé¢ phénolique. En outre, il est évident que I’augmentation de
I’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité. L’effet antimicrobien de ces
phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption
sur les membranes cellulaires, ’interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation
en substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al., 2010; Edziri et al., 2012).

Les propriétés antimicrobiennes des flavonoides vis-a-vis de différents micro-
organismes pathogenes 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 ces collaborateurs (1995), ont
démontré ’effet bactéricide de différentes flavanones sur un staphylococcus aureus. Une
étude plus récente a montré le pouvoir antibactérien d’un flavonoide glycoside contre des

souches de bactéries gram (+) et gram (-)(Harikrishna et al., 2004).
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Conclusion générale

Conclusion générale

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a re¢u un grand
intérét dans la recherche biomedicale et devient aussi importante que la chimiothérapie.
Etant donné la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de synthese
ainsi que la résistance de certains germes microbiens face aux medicaments existants,
I'utilisation des plantes qui contiennent des composés bioactifs est en progression constante.
En effet, compte tenu de leur meilleure biocompatibilité on observe une demande croissante
des produits d'origine naturelle. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes
médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés naturels
bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie

plus douce sans effets secondaires.

L'objectif de ce travail est d'évalué I'influence du mode de séchage sur les principes
actifs de la plante médicinale utilisée (Oudneya africana R), par les analyses qualitatives et
quantitatives et 1’étude de 1’activité antioxydante et antibactérienne.

Les résultats obtenus montrent que les modes de séchage (I'air libre, étuvage, séchoir
solaire et la lyophilisation) influence sur les teneurs des composés phénoliques, en parallele
avec la température de séchage. L'extraction réalisée a partir de la partie aérienne (feuilles) de
Oudneya africana R en utilisant un mélange méthanol /eau (70/30) .Le criblage
phytochimique a montré une composition riche et variée en métabolites secondaires, ou les
flavonoides, les tannins et les alcaloides ont caractérisé tous les extraits bruts, et on remarque
I’absence de saponines et stéroides dans I’extrait de plante étuvée et et lyophilisé
respectivement.

L'analyse quantitative des phénols totaux, des flavonoides et des tanins totaux et
condensés a été realisée par les courbes des étalonnages des étalons d’acide gallique,
quercétine et l'acide gallique respectivement. Celle-ci nous a permis de confirmer que notre
plante contient des quantités importantes en composés phénoliques. Ces quantités seraient
variée en fonction des modes de séchage.

La teneur en polyphénols totaux pour les différents extraits a été estimée par la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, on a remarqué que l'extrait séché a I'étuve et a
I’air libre présentent un taux le plus élevé en polyphénols avec de teneur d’environ 149.9ug
EAG/mg MS et 138.86ug EAG/mg MS respectivement, alors que le reste des extraits ont

révélé des quantités modérée en polyphénols.
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En paralléle, le dosage de flavonoides totaux se fait par la solution trichloride
d’aluminium, on remarque ici que la plante séchée a I'étuve et la plante fraiche présentent le
taux le plus élevé en flavonoides avec de teneur (26.95 pug EQ/mg MS et 23.74 ug EQ/mg
MS) respectivement. Alors que le taux le plus bas était enregistré chez 1’extrait de la plante
lyophilisée (18.62ug EQ/mg MS).

Par ailleurs, les teneurs de tanins totaux et tanins condensés sont plus élevée dans
I'extrait de la plante étuvée 119.57ug EAG/g MS et 43.02+5.0 ug EAG/g MS respectivement.

Plusieurs facteurs internes et externes qui contribuent dans les teneurs de substances
bioactives (la sécheresse, le mode de séchage de plantes, les périodes de récolte, le patrimoine
génétique et les méthodes d’extraction de ces substances).

L’action de la lumiére et/ou de la chaleur aurait une influence sur la teneur en phénol,
flavonoide et les tanins totaux aussi les alcaloides, saponines, stéroides et les sucres
réducteurs en les groupes chimiques d’extraits de ce plante.

L’activité antioxydante des extraits de Oudenya africana R & différents modes de
séchage était évaluée in vitro par les méthodes de DPPH et FRAP et est hémolyse montrent
que ces extraits possédent une bonne activité antioxydante grace a la présence des molécules
bioactive qui sont considérées comme des agents antioxydants.

L’activité antimicrobienne a ¢été déterminée sur des souches bactériennes le
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis et Micrococcus luteu
(bactérie a GRAM positif), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Vibrio sp et Escherichia
coli ATCC 25922 (bactéries a GRAM négatif).selon la méthode de diffusion sur disque, les
résultats montrent clairement que les substances naturelles sont capables d’inhiber la
croissance bactérienne.

L’effet antimicrobien des extraits méthanoliques de Oudenya africana R a différents
modes de séchage est remarquable, contre les bactéries GRAM négatif et plus
particulierement Escherichia coli et le vibrio sp chez la plante lyophilisée et fraiche
respectivement.

Les extraits ont révélé aussi des activités antimicrobiennes variables contre les souches
bactériennes a GRAM positif, et plus particulierement sur Staphylococcus aureus chez la
plante lyophilisée.

A partir de ces résultats, on peut conclure que 1’étude de I’activité biologique des
extraits méthanoliques de Oudneya africana R suggérent que, cette plante représente une
source naturelle et prometteuse de molécules chimiques qui possede des activités biologiques

trés importantes, cette activité était differe que l'extrait a une autre selon le mode de séchage
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qui influencent sur la nature des composés présents dans les cing extraits et leur efficacité sur
I'activités biologiques.

On peut conclure que I’étude de I’activité biologique des extraits méthanoliques de
Oudneya africana R a différents modes de séchage suggérent que 1’étuvage préserve la
plupart des composés phénoliques afin d’augmenter leurs activités biologiques (antioxydante
et antibactérienne). Aussi des études supplémentaires par des autres techniques plus précises
comme HPLC, Spectroscopie de masse ....etc. seraient souhaitable pour identifier les

composants responsables des activités biologiques des extraits étudies.
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Annexe |: Matériels utilisés

Matériels utilisés

Illustration

Evaporateur de type Rotavapor BUCHI
Haeting bath R-491 (photo
originale).

Spectrophotometre de type UVmini-1240
SHIMADZU (photo originale).

Balance analytique(photo originale)

Etuve de type LAB TECH modele L1B-060
M (photo originale).
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Vortex

Centrifugeuse
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ANNEXE

Annexe I1: phytochimie d'Oudenya Africana.

Oudenya Africana
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Annexe I11: Activité antibactérienne

Figure: Effet inhibiteur d’extraits méthanolique d' Oudenya africana R sur le
micrococcus.
F: Fraiche, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire, LYO: Lyophilisée, E: Etuve ,ATB:
Antibiotique,D:DMSO.

Figure: Effet inhibiteur d’extraits méthanolique d' Oudenya africana R sur le
S. aurus.
F: Fraiche, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire, LYO: Lyophilisée, E: Etuve ,ATB:
Antibiotique, D:DMSO.

Figure: Effet inhibiteur d’extraits méthanolique d' Oudenya africana R sur E. coli
F: Fraiche, AL: Air libre, SS: Séchoir solaire, LYO: Lyophilisée, E: Etuve ,ATB:
Antibiotique,D:DMSO.
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Annexe 11 : Corrélation entre les concentrations de I'extrait et les zones d'inhibition.
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P.aeruginosa
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Micrococcus
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