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Résumé

Cette these contribue a la mise en valeur de trois plantes médicinales de la région de Mascara:
Ajuga iva, Adiantum capillus-veneris et Lavandula stoechas et leur caractérisation par un
screening phytochimique, une évaluation des activités antioxydantes et antibactériennes et une
identification des composés phénoliques.

Le screening phytochimique a été réalisé afin de déterminer les grands groupes chimiques
contenus dans les trois plantes par des méthodes standards. Cette investigation phytochimique
a permis de mettre en évidence la détection de quelques groupes chimiques a savoir : huiles
essentielles, alcaloides, saponines, tanins et flavonoides en tant que métabolites secondaires et
acides gras, sucres, et protéines en tant que métabolites primaires dans toutes les espéces.

L’extraction des flavonoides a été réalisée par 85% de méthanol, ensuite les extraits bruts ont
été successivement fractionnés avec de I’acétate d'éthyle et le n-butanol. Les extraits ont été
analysés pour déterminer leur teneur en polyphénols et en flavonoides en utilisant
respectivement le test de Folin-Ciocalteu et la méthode au trichlorure d’aluminum. La teneur
en phénols totaux des extraits présentaient une large gamme variant de 3.87 £0.17 a 191.46 +
2.87 mg EAG/g E ou les fractions acétate d’éthyle sont les plus riche en polyphénols. En
outre, la teneur en flavonoides varie entre 0.17 + 0.002 et 91.83 + 2.32 mg EC/g E dont les
fractions butanolique ont la teneur la plus élevée en flavonoides.

L’activité antioxydante in vitro des extraits flavoniques a été évaluée par trois méthodes : le
piégeage du radical 2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl, le pouvoir réducteur et les substances
réagissant avec 1’acide thiobarbiturique. Les extraits présentaient une activité antioxydante
importante mais qui varie d’une méthode a une autre. Néanmoins, Les fractions acétate
d’éthyle et butanolique de Lavandula soechas ont présenté le potentiel antioxydant le plus
puissant avec les trois méthodes. Aucune corrélation n'a été mise en évidence entre la teneur
en polyphénols et en flavonoides et I’activité antioxydante.

Le pouvoir antibactérien des extraits a été testé contre des bactéries pathogénes a Gram
négatives et Gram positives en utilisant la méthode de diffusion sur disque et la méthode de
micridillution pour déterminer la CMI. En outre, les concentrations minimales bactéricides
(CMB) ont été déterminées. Les extraits ont révélé une activité antibactérienne a large spectre
contre les souches bactériennes utilis€ées dans 1'¢tude. L'extrait d'acétate d'éthyle a révélé la
plus grande zone d'inhibition et la plus faible concentration minimale inhibitrice (31 mm et
CMI = 0.31 mg/ml) respectivement contre Streptococcus pneumoniae.

La caractérisation par CCM et HPLC-UV nous a permis d’identifier la présence de quelques
composés phénoliques principalement des acides phénoliques et des flavonoides. Il ressort de
cette étude que les trois plantes constituent une source majeure de principes actifs possédant
diverses activités biologiques qui pourraient jouer un réle reconnu dans la phytothérapie.

Mots clés : Ajuga iva, Adiantum capillus-veneris, Lavandula stoechas, activité antioxydante,
activité antibactérienne, CCM, HPLC, polyphénols, flavonoides.



Abstract

This study contributes to the development of three medicinal plants from Mascara region:
Ajuga iva, Adiantum capillus-veneris and Lavandula stoechas and their characterization by
phytochemical screening, evaluation of antioxidant and antibacterial activities and
identification of phenolic compounds.

Phytochemical screening was carried out to determine the major chemical groups contained in
the three plants by standard methods. This phytochemical investigation revealed the detection
of some chemical groups, namely: essential oils, alkaloids, saponins, tannins and flavonoids
as secondary metabolites and fatty acids, sugars, and proteins as primary metabolites in all
species.

Flavonoids were extracted using 85% methanol, then the crude extracts were successively
fractionated with ethyl acetate and n-butanol. The extracts were analysed for polyphenol and
flavonoid content using the Folin-Ciocalteu test and the aluminium trichloride method,
respectively. The total phenol content of the extracts showed a wide range from 3.87 £ 0.17 to
191.46 = 2.87 mg EAG/g E where the ethyl acetate fractions are the most rich in polyphenols.
In addition, the flavonoid content ranged from 0.17 + 0.002 to 91.83 + 2.32 mg EC/g E with
the butanol fractions having the highest flavonoid content.

The in vitro antioxidant activity of flavonoids extracts was assessed by three methods: 2,2-
diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging, reducing power and thiobarbituric acid reactive
substances. The extracts showed significant antioxidant activity but this varied from method
to method. Nevertheless, the ethyl acetate and butanol fractions of Lavandula soechas showed
the strongest antioxidant potential with all three methods. No correlation was found between
polyphenol and flavonoid contents and antioxidant activity.

The antibacterial potency of the extracts was tested against Gram-negative and Gram-positive
pathogenic bacteria using the disk diffusion method and the micridillution method to
determine the MIC. In addition, the minimum bactericidal concentrations (MBC) were
determined. The extracts showed broad spectrum antibacterial activity against the bacterial
strains used in the study. The ethyl acetate extract showed the largest zone of inhibition and
the lowest minimum inhibitory concentration (31 mm and MIC = 0.31 mg/ml respectively)
against Streptococcus pneumoniae.

Characterisation by CCM and HPLC-UV allowed us to identify the presence of some
phenolic compounds, mainly phenolic acids and flavonoids. It appears from this study that the
three plants constitute a major source of active principles with various biological activities
that could play a recognised role in phytotherapy.

Key words: Ajuga iva, Adiantum capillus-veneris, Lavandula stoechas, antioxidant activity,
antibacterial activity, TLC, HPLC, polyphenols, flavonoids.
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La démographie mondiale croissante a wun retentissement sur le stress
environnemental, comme la biodiversité et la contamination de I’air et de I’eau. Les
contraintes physiques et psychologiques provoquent le stress oxydatif et perturbent
I’homéostasie. Néanmoins, le systeme de défense antioxydant et les mécanismes de protection

sont importants pour permettre a I’organisme de se protéger (Herrera et al., 2009).

Aujourd'hui, le stress oxydatif a attiré D’attention de différents chercheurs. Un
déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants conduit a des dommages protéiques,
lipidiques et des acides nucléiques. Les antioxydants protégent I’organisme de 1’effet nocif
des radicaux libres. La diététique, en particulier les antioxydants dans la nourriture, réduit les
effets néfastes des especes réactives de I’oxygeéne et régule le stress. Par conséquent, il est
nécessaire de comprendre comment les antioxydants présents dans les nutriments exercent

leurs effets protecteurs sur la santé¢ (Adwas et al., 2019).

Par le biais de la réaction de Fenton, le traitement par des antibiotiques bactéricides
pouvait entralner une augmentation du stress oxydatif. L’appauvrissement des capacités
antioxydantes pourrait donc protéger les bactéries contre a la fois de la réponse immunitaire
de I’hote et de I’antibiothérapie. L’utilisation des antibiotiques est une pratique commune

dans le traitement des infections nosocomiales (Manga et al., 2021).

En plus des mesures de surveillance des résistances bactériennes et des politiques sur
la réglementation du bon usage des antibiotiques, le renouvellement de 1’arsenal des
molécules anti-infectieux est devenu une des priorités pour faire face a ce probléme de santé
publique émergent. A Dinstar de certains micro-organismes tel que Penicillium ou
Streptomyces qui ont servi de source d’antimicrobiens, certaines plantes ont depuis plusieurs
siecles été utilisées par la médecine traditionnelle pour lutter contre les infections (Moroh,

2013)

Face a ces difficultés et a ces défis, il est urgent de rechercher de nouvelles molécules
ou de nouveaux composés antioxydants et antimicrobiens d’origine végétale qui présentent un
large spectre d’activité contre les especes bactériennes et une capacité a réduire les dommages
dus au stress oxydant. Plusieurs horizons s’ouvrent dans ce sens dont la thérapie par les
plantes « Phytothérapie » qui signifie la thérapie par les plantes ayant des propriétés

thérapeutiques que I’on appelle alors plantes médicinales (Colalto, 2018).
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Depuis des siccles, les plantes médicinales sont utilisées par les populations
algériennes pour soigner plusieurs maladies. La flore Algérienne est riche en plantes
médicinales et aromatiques, en raison de sa diversité climatique et géographique (Hamza et

al., 2019).

Notre étude s’est orientée vers les plantes médicinales pour contribuer ainsi a la quéte
de nouvelles substances antimicrobiennes et antioxydantes. Dans cette optique, nous nous
sommes intéressés a 1’étude de trois plantes, qui se propageant spontanément dans la région
ouest de I’Algérie: Ajuga iva, Lavandula stoechas et Adiantum capillus-veneris. La sélection
des especes étudiées n’est pas aléatoire, mais repose sur différents critéres. Le plus important

est leur emploi dans la médecine traditionnelle ou populaire et leur mise a disposition.

Dans un premier temps, nous avons abordé les connaissances bibliographiques
actuelles avec quatre rubriques principales : présentation botanique des trois plantes,
généralités sur les flavonoides, stress oxydatif et la résistance aux antibiotiques. Dans un
deuxiéme temps, nous avons entamé la partie expérimentale, ou nous avons procédé a

I’application de différentes méthodes utilisées pour :

e Une analyse phytochimique des métabolites primaires et secondaires, qualitative et
quantitative,

e Préparation des extraits flavoniques,

e Dosage des polyphénols et des flavonoides,

e Analyse des constituants chimiques des extraits riches en flavonoides par HPLC-
DAD-ESI-MS,

e Evaluation du potentiel antioxydant des extraits flavoniques par trois méthodes : la
capture des radicaux libres par le DPPH, la méthode de réduction du fer et la
technique de peroxydation lipidique,

e FEtude du pouvoir antibactérien des flavonoides vis-a-vis de certaines souches
bactériennes et détermination de CMI et la CMB,

e FEtude statistique des résultats.

Dans la partie résultats et discussion, nous avons expos¢ et discuté les résultats
obtenus dans cette é¢tude. Pour finir, une mise au point rapportant les résultats principaux d’un

point de vue scientifique, ainsi que les perspectives, complétant notre document.
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Dés les premiers temps, ’homme a tenté d’apaiser ses maux et de diminuer ses
douleurs. Pour y parvenir, il a recours aux produits qui lui sont a peu, il a su distinguer les
caractéristiques des plantes, leurs vertus et leur nocivité. Toutes les immédiatement
accessibles. Le régne végétal a €été son premier champ thérapeutique. Peu anciennes
civilisations : Mésopotamienne, €¢gyptienne, chinoise, indienne, précolombienne possédaient

un éventail impressionnant de remedes végétaux (Fouché et al., 2000).

Avant d’entamer notre travail expérimental sur trois plantes médicinales appartenant a
des familles différentes : Ajuga iva, Adiantum capillus-veneris et Lavandula stoechas, nous
allons exposer un rappel sur les plantes médicinales, ses métabolites secondaires et leurs

activités biologiques.
1. Les plantes médicinales choisies
1.1. La plante médicinale Ajuga iva L.

1.1.1. Description de la plante

Ajuga iva (chendgoura) appartient a la famille des Lamiaceae. C’ est une petite plante
vivace de golt amer de 5-10 cm, a tiges vertes rampantes et velues, a feuilles vertes de 14-25
mm de longueur, linéaires, denses et couvertes de duvets (figure 01). Les fleurs sont violettes,
roses, ou jaunes, de 20 mm de longueur, la lévre supérieure de la corolle est réduite ou
absente et la 1évre inférieure est divisée en trois lobes velus. Les lobes latéraux sont petits,
alors que le lobe central est relativement plus large décoré dans sa base par un axe central
jaunatre avec des spots de la méme couleur de la fleur, généralement en violet. A I’intérieur
de la fleur il y a quatre étamines liées a quatre carpelles noirs. Les graines sont marrons et ont

la taille des graines de Nigella sativa (Halimi, 2004).

Cette plante aromatique se développe dans le sol profond des terres fraiches a 2700 m
de hauteur, dans la période étendue du printemps jusqu’a la fin de 1’été. La période de
floraison est entre Mai et Juin (Batanouny et al., 1999 ; Halimi, 2004). Elle est largement
distribuée dans la région méditerranéenne: le sud de 1I’Europe et le nord de 1’Afrique, en

particulier en Algérie, Maroc, Tunisie, et en Egypte (Halimi, 2004).
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Figure 01: Ajuga iva. (A) la plante entiere, (B) la fleure, (C) les feuilles et les fleurs
(Salem et al., 2016)

1.1.2. Composition chimique de la plante

Les flavonoides et les tannins se trouvent en grande quantité dans I’Ajuga iva (El
Hilaly et al., 2004 ; Boudjelal et al., 2015). Elle contient aussi les anthocyanes, les acides
phénoliques et d’autres substances en particulier 1’ajugarine (Halimi, 2004). Bouyahyaa et al.
(2020) ont marqué la présence de nombreux composés chimiques tels que la 20-
hydroxyecdysone, la cyastérone, 1’ajugastérone, le dihexoside d’apigénine, I’apigénine, le
carvacrol, I’ecdystérone, I’acide palmitique dans différentes parties de 1’4. iva. Ghedira et al.
(1991) ont rapporté 1’isolement et I’élucidation de la structure de deux flavonoides communs,
I’apigénine 7-O-néohespéridoside et la naringine (naringénine 7-O-rutinoside). Les études ont
montré que D’ivette contient les trois majeurs ecdystéroides (makisterone A, 20-
hydroxyecdysone et cyasterone), en plus du 24,28-dehydromakisterone A et les deux
nouveaux phytoecdystéroides (22-oxocyasterone et 24,25-dehydroprecyasterone). Elle
contient aussi le 2-deoxy-20-hydroxyecdysone, le polypodine B et le 14,15-
dihydroajugapitine (Bondi et al., 2000). Ben Jannet et al. (1999) ont isolé les ivaides A, B et
C d’4juga iva. Les cicatrisants (externes), les diterpénoides (clérodane), les iridoides et
saponosides acides sont aussi des composés chimiques que les chercheurs les trouvent dans
I’Ajuga iva, elle est trés riche en fer (Ben Jannet et al., 2000). Stocker et son équipe (2004)
ont trouvé une autre classe de polyphénols, a savoir des dérivés de 1’acide

hydroxycinnamique, dans 1’extrait hydroalcoolique des parties aériennes de cette plante.
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1.1.3. Utilisation traditionnelle de la plante

En médecine traditionnelle, Ajuga iva (L.) est utilisée entiere sans racines. En Algérie,
elle est employée, aprés macération aqueuse de plusieurs jours ou en poudre, pour traiter le
diabéte et ’hypertension. Elle est aussi consommée en poudre seche ou avec du miel pour
surmonter son golit amer, pour traiter les troubles gastro-intestinales et contre ['ulcére de

I’estomac (EI Hilaly et al., 2004).

En usage externe, elle est souvent employée en applications locales contre les
rhumatismes, et comme antiseptique et cicatrisante sur les plaies. D’autre part, la macération
ou I’infusion serait utile pour débarrasser le cuir chevelu des parasites. En plus, elle a un effet

antifongique et antimicrobien (Ben Jannet et al., 2000).
1.1.4. Propriétés biologiques de la plante

Chenni et ses collaborateurs (2007) ont étudi¢ 1’extrait aqueux d’Ajuga iva qui
diminue les endommagements issus du stress oxydatif chez les rats traités par des doses
¢élevées de cholestérol. Et comme les flavonoides et les iridoides ont été isolés de cette plante
(Ghedira et al., 1991), il a été suggéré que la défense antioxydante chez les rats
hypercholestérolémiques traités par Ajuga iva peut €tre dii a ces composés. Les résultats des
recherches d’El-Hilaly et Lyoussi (2002) et d’El-Hilaly et al. (2006) suggerent que Ajuga iva
peut étre considérée comme un agent anti-diabétique et hypolipidémique chez 1’homme.
L’extrait méthanolique d’4juga iva a présenté une activité inhibitrice remarquable contre les
enzymes digestives clés liées au diabete de type 2, avec un effet inhibiteur plus puissant
contre I’a-glucosidase et une inhibition considérable contre 1’a-amylase (Fettach et al., 2019).
En 2004, El-Hilaly et al. ont trouvé que I’extrait aqueux d’4juga iva a des propriétés

vasodilatatrices et est donc considéré comme agent anti-hypertensif.

L’extrait aqueux d’4juga iva a présenté un effet antihypertenseur chez le SHR-SP et
provoque une diminution de la contraction vasculaire a la noradrénaline (El-Hilaly et al.,
2021). Les études de Pascual-Villalobos et Robledo (1999) ont montré que 1’extrait aqueux de
Ajuga iva inhibe la croissance de la larve Tribolium castaneum (70-100% de mortalité). Les
huiles essentielles isolées de ’ivette ont une activité antibactérienne contre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis et Pseudomonas

aeruginosa (Chouitah et al., 2017). Egalement, les résultats de Ladjimi et al. (2020)
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soulignent la capacité des feuilles, en tant que piégeurs et chélateurs de fer, a exercer un effet

antioxydant direct et secondaire en empéchant la réaction de Fenton.

1.2. La plante médicinale Adiantum capillus-veneris L.

1.2.1. Description de la plante

Le capillaire appartient a la famille des Adiantaceae (Ahmed et al., 2012). C’est une
fougere a frondes d’un vert tendre, portées par des rachis noirs, luisants, lisses, gréles et fins
comme des cheveux (d’ou le nom de capillaire), 2-4 pennées, de 15-25 mm de long; a
segments ultimes pétillés, en forme de coin, a bords latéraux droits, a marge supérieure plus
ou moins lobée, sores presque droits, non enfoncés dans les sinus (figure 02) (Mohammed, et

al., 2019).

Le capillaire croit dans les endroits humides, il aime surtout les fentes des rochers, les
bords des ruisseaux, les grottes qu’il tapisse de sa belle verdure, il est souvent cultivé chez les

fleuristes comme plante d’appartement et d’ombriére (Ahmed et al., 2012).

II est largement distribué dans la région méditerranéenne: le sud de I’Europe et le nord

de I’Afrique (Halimi, 2004).

Figure 02 : Adiantum capilus-veneris dans la nature (Mohammed, et al., 2019)

1.2.2. Composition chimique de la plante

Le capillaire contient des sucres, des gommes et mucilages, trés peu de tanin, une
essence volatile a odeur agréable, triterpenoides, des flavonoides, propanoids phényle,

stéroides, acides alicycliques (Yoshiaki & Yoshio, 1999). Les travaux ont montré que la
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plante est trés riche en lipides et les chercheurs ont isolé et identifi¢ le Diacylglyceryl-O-4'-
(N,N,N-trimethyl)-homoserine le monogalactosyldiacylglycero et 1’acide hexadecatrienoic

(Naoki & Masaki, 1984).

Les feuilles de I’Adiantum capillus-veneris ont été signalées comme contenant
différents flavonoides parmi lesquels la rutine, la quercétine, quercétine-3-O-glucoside,
querciturone, isoquercitrine, nicotiflorine, naringine, astragaline, populnine, procyanidine,
prodelphinidine kaempferol-3-sulfate, acide p-coumarique et acide rosmarinique (Singh et
al., 2020). Zedan et al. (2011) ont isolé¢ quatre types de terpénoides a partir de 1’extrait
hexanique  (isoadiantone,  isoadiantol-B,  3-methoxy-4-hydroxyfilicane et  3,4-
dihydroxyfilicane). Quatre esters sulfatés de dérivés d’acide hydroxycinnamique-sucre ont été
isolés des frondes d’A. capillus-veneris L. Ces composés se sont révélés étre le 6-sulfate p-
coumarylglucose, le 2- sulfate p-coumarylglucose, le 3-sulfate caffeylgalactose et le 6-sulfate

caffeylgalactose (Al-Snafi et al., 2015)
1.2.3. Utilisation traditionnelle de la plante

Adiantum capillus-veneris ¢était 1’'une des especes les plus communes avec une
importance potentielle pour des fins médicinales et nutritives. Les especes d’Adiantum étaient
utilisées pour les problémes de poitrine, la toux et le rhume, comme expectorant, pour
augmenter la lactation, pour aider la fonction rénale, comme antiparasite et pour les pellicules.
L’infusion du capillaire est trés efficace contre ’allégement de la chaleur interne ou de la

fievre, I’amélioration de la miction, 1’¢limination des calculs urinaires (Pan et a/., 2011).
1.2.4. Propriétés biologiques de la plante

Les études de Zedan et son équipe (2011), ont montré I’effet anti-inflammatoire et
hypoglycémiant des extraits alcooliques d’A4. capilus-veneris. Le capillaire a d’autres activités
contre plusieurs maladies y compris les maladies infectieuses (Meenakshi et al., 2007),
jaunisse et hépatite (Abbasi et al., 2009), des effets analgésiques et antioxydants (Ming-Zhu et
al., 2011). Dans des études antérieures, des extraits éthanoliques d’A4. capillus-veneris ont été
rapportés comme ayant des effets antiprolifératifs sur les cellules du carcinome gastrique
humain SGC-7901 et un effet protecteur de I’ADN (Mohammed et al., 2019). L’extrait
¢thanolique du rhizome d’Adiantum capillus-veneris a présenté une activité antivirale in vitro
contre le virus de la stomatite vésiculaire (Al-Snafi, 2015). L’activité antilithiasique in vitro

de D’extrait hydroalcoolique d’A. capillus-veneris a été évaluée par des tests de cristallisation,
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d’agrégation et de nucléation. Ces tests ont montré que I’extrait inhibait significativement la
cristallisation et 1’agrégation, ce qui a été confirmé par une étude in vivo contre I’urolithiase
induite par 1’éthyléne glycol (0,75%) et le chlorure d’ammonium (1%) chez des rats Sprague
Dawley males (Ahmed et al., 2013).

1.3. La plante médicinale Lavandula stoechas L.

1.3.1. Description de la plante

Lavandula stoechas appartient a la famille des Lamiaceae. C’est une plante tendre, qui
préfére les endroits ensoleillés et les sols riches, les tiges étroites sont quadrangulaires a
feuilles opposées, tendent a étre plus vertes que grise, a son extrémité une inflorescence
terminée par un toupet de longue bractées violettes (figure 03) (Chu & Kemper, 2001).
Largement distribué dans les iles canari, Islande et a travers tout le tell méditerranéen,
I’Afrique du Nord, Sud West de 1I’Asie, Afrique tropicale avec une disjonction vers I’Inde
(Mohd et al., 2016).

Plusieurs espéces du genre Lavandula se développent a I’état sauvage dans le sol
rocheux de I’ Afrique. Actuellement, sont cultivés dans le sol calcaire des pays méditerranéens

(Chu & Kemper, 2001).

Figure 03 : Photo de la plante Lavandula stoechas poussant
dans la région de Nesmoth (Mascara)

1.3.2. Composition chimique de la plante

Lavandula stoechas L. renferme comme composé€s phytochimiques : alpha pinene,
beta pinéne, beta santalene, borneol, camphre, caryophyllene, coumarine, geraniol, limonene,

linalol, luteoline, 1,8-cineol, acide rosmarinique, tannin, umbelliferone, acide ursolique et de

8



Chapitre 01 Revue bibliographique

nombreux autres composés tels que les flavonoides. Les flavonoides principaux de L.
stoechas sont: apigénine 7-glucoside, lutéoline, lutéoline 7-glucoside et Iutéoline 7-
glucuronide (Upson et al., 2000). L. stoechas posséde un rendement en huile essentielle trés

important varie d’une région a I’autre (Goren et al., 2002).
1.3.3. Utilisation traditionnelle de la plante

La lavande a ¢été traditionnellement utilisée comme plante aromatique, culinaire,
décoratif, cosmétique et dans des buts médicaux. La plante est employée comme expectorant,
antispasmodique, carminatif, bon désinfectant des plaies. L huile employée comme remede
contre les affections du colon, soulager les maux de téte (Goren et al., 2002). En Algérie, elle
est utilisée dans le cas des brulures, dépressions, psoriasis et problémes dermiques (Sebai et

al., 2014),
1.3.4. Propriétés biologique de la plante

L’activité anti-inflammatoire de la lavande est étudiée par Zuzarte et al. (2013). Les
résultats ont montré que 1’huile essentielle a réduit de maniére significative la production de
nitrite dans des cultures cellulaires sans causer de dommages cellulaires. Les caractéristiques
antioxydantes des composés phénoliques de L. stoechas sont principalement attribuées a leur
capacité a ¢liminer les radicaux libres, ils réduisent le stress oxydatif induit chez les rats
diabétiques (Sebai et al., 2014) et ont des effets hépatoprotecteurs et rénoprotecteurs contre le
stress oxydatif induit par le malathion chez les jeunes souris males (Selmi et al., 2015). Les
extraits hydrométhanoliques présentent des effets antispasmodiques et sédatifs (Gilani et al.,
2000). Les huiles essentielles présentent des activités antibactériennes, antivirales et

antifongiques et se sont révélées étre de puissants agents thérapeutiques (Shikha, 2015).

Les plantes médicinales présentent une gamme variée d’activités biologiques et
peuvent étre exploitées efficacement pour gérer les maladies. Les approches nutritionnelles et
botaniques, combinées, peuvent constituer des outils puissants pour lutter contre toute une
série d’infections. La médecine traditionnelle peut offrir une multitude de possibilités

intéressantes pour combattre la résistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne aux antibiotiques est apparue rapidement aprés leur

introduction dans le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance est un facteur
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majeur compliquant le traitement des infections bactériennes et la dissémination des souches

multi-résistantes.
2. Antibiorésistance

2.1. Définition d’un antibiotique

Les antibiotiques sont des substances chimiques produites par les bactéries du sol et
certains champignons, dont 1’activité s’exprime a trés faible dose et de manicre spécifique, en
inhibant certains mécanismes importants. Les antibiotiques qui sont extraits d’organismes
vivants sont d’origines naturelles. Ils sont également susceptibles d’étre obtenus par synthése

chimique totale ou partielle (Demore et al., 2012).

Chaque antibiotique a un mode d’action spécifique. En fonction de leur concentration
et du temps de contact avec la bactérie, ils peuvent détruire la bactérie (effet bactéricide) ou
bloquer sa reproduction (effet bactériostatique) en agissant sur une ou plusieurs des étapes

métaboliques nécessaires a la vie bactérienne (Monserrat-Martinez et al., 2019).
2.2. La résistance aux antibiotiques

Suite a une période de haute efficacité dans la lutte contre les maladies infectieuses, les
antibiotiques sont de moins en moins efficaces face a certaines infections bactériennes. Apres
la découverte de la pénicilline, Abraham et Chain (1940) ont mis en lumicre une résistance
d’Escherichia coli a cet antibiotique. Les bactéries se transforment et deviennent résistantes

aux antibiotiques.

Les définitions existantes de la résistance aux antibiotiques sont trés variées. La
résistance est exprimée en termes de caractéristiques phénotypiques et/ou génotypiques des
bactéries, et peut étre classée en deux catégories : 1’origine et le type de résistance.
Généralement, la résistance aux antibiotiques est définie dans un contexte clinique, plutot que
comme un aspect épidémiologique (Demore et al., 2012). Ici nous donnons quelques

définitions éditées de la résistance aux antibiotiques :

e La propriété d’un micro-organisme a résister a un antibiotique (HMSO, 1999)
e Une caractéristique des bactéries qui leur confére la capacité¢ d’inactiver ou
d’exclure les antibiotiques, ou un mécanisme qui bloque les effets inhibiteurs

ou meurtriers des antibiotiques (Harrison & Lederberg, 1998)
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e Pour que I’antibiotique soit efficace, il doit entrer en contact avec les bactéries,
ce qui impose de prendre en compte des critéres pharmacologiques tels que la
posologie, la voie d’administration, la distribution tissulaire et le métabolisme
moléculaire. Ensuite, il doit pénétrer dans la bactérie au lieu d’étre détruit ou
modifi¢ et fixé sur la cible, détruisant ainsi la fonction physiologique de la
bactérie. Si les conditions ne sont pas réunies, méme si les antibiotiques sont
utilisés correctement, ils sont sans efficacité. Ce phénoméne est appelé

résistance (Demore et al., 2012)
2.3. Types de résistance bactériennes

Le support génétique de la résistance aux antibiotiques est porté par des chromosomes
bactériens ou des plasmides. Les geénes de résistance sont utiles aux bactéries, se transferent
facilement et sont souvent portés par des ¢léments génétiques mobiles. Il existe deux
principaux types de résistance aux antibiotiques : la résistance intrinseéque ou naturelle et la

résistance acquise (Monserrat-Martinez et al., 2019).
2.3.1. La résistance naturelle

La résistance intrinséque ou la résistance naturelle a un antibiotique donné est une
caractéristique qui existe dans toutes les souches de la méme espéce ou du méme genre de
bactéries. Elle définit le champ d’action des antibiotiques. Par exemple, les bacilles a Gram
négatif ont une résistance naturelle aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des
difficultés a traverser la membrane externe de leurs parois (Les esters, les lincosamides, les
streptomycines, etc.), les mycoplasmes et les bactéries sans paroi ont une résistance naturelle
aux B-lactamines car le mode d’action de cette famille d’antibiotiques comprend I’inhibition

de la synthése du peptidoglycane (Blair et al., 2015).
2.3.2. La résistance acquise

La résistance acquise des bactéries aux antibiotiques est un phénoméne qui se produit
dans les souches d’une espéce donnée et qui est généralement sensible a tels antibiotiques.
L’acquisition de facteurs génétiques entraine une diminution de la sensibilité a ses molécules
létales. Dans certains cas, il peut s’agir de la grande majorité de ces souches, comme la
production de pénicillinase chez Staphylococcus qui implique plus de 90 % des souches.

Génétiquement parlant, la résistance peut €tre acquise de deux manieres complétement

11



Chapitre 01 Revue bibliographique

différentes. Soit c’est une mutation dans le génome, on parlera de transmission verticale aux
générations futures, soit c’est un transfert horizontal pour obtenir des informations génétiques

étrangeres a partir d’autres bactéries (Demore et al., 2012).
2.4. Appauvrissement de I’arsenal thérapeutique

Si les bactéries finissent par devenir multirésistantes aux antibiotiques que nous
possédons, il est certain que de multiples cas d’impasse thérapeutique s’imposeront a nous. La
mise au point d’une antibiothérapie n’est plus un investissement concurrentiel car les cibles

moléculaires au sein d’une bactérie deviennent de jour en jour difficiles a identifier

(Andremont & Tibon-Cornillot, 2007)

Dans I’attente du développement et de I’optimisation d’autres modalités de lutte contre
les bactéries, il est clair que 1’anticipation de 1’adaptation des bactéries ne peut se définir que
par le renouvellement de 1’arsenal thérapeutique des molécules antimicrobiennes. Dés lors, la
recherche de ces molécules dans les plantes médicinales pourrait étre une piste de

développement intéressante (Blair et al., 2015).

2.5. Les plantes comme source alternative des antimicrobiens

Les plantes sont les plus grands entrepots biochimiques et pharmaceutiques jamais
connus sur notre planéte. Ces réserves vivantes sont capables de générer une variété de
composés biochimiques. Dans la vie quotidienne, 1’étre humain et les animaux n'utilisent

qu’une petite partie (1 a 10 %) des plantes disponibles sur terre (Cowan, 1999).

Les plantes médicinales produisent une grande variété de métabolites secondaires
ayant des propriétés antimicrobiennes tels que les saponines, les tanins, les alcaloides,

terpénoides et les flavonoides (Cowan, 1999).

En fait, ces métabolites secondaires peuvent agir comme de puissants antioxydants et
avoir des effets bénéfiques en tant que piégeurs de radicaux libres et limitant le stress

oxydatif.
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3. Radicaux libres, stress oxydant et antioxydant

3.1. Radicaux libres

Dans les différents domaines de la biologie et de la médecine, les radicaux libres sont
plus généralement connus sous le nom d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) ou d’espéces
réactives de 1’azote (ERA). Les radicaux libres sont des molécules ou des fragments de
molécules contenant un ou plusieurs électrons non appariés, dont la présence les rend tres

réactifs (Poprac et al., 2017).

Bien que les radicaux libres soient tres réactifs, la plupart d’entre eux ont une demi-vie
trés courte, inférieure & 10 s dans les systémes biologiques (Alkadi, 2020). Ils sont classés en
deux grandes catégories, qui comprennent les radicaux libres et les radicaux non réactifs. Les
radicaux libres comprennent le radical d’oxyde nitrique (NO"), le radical hydroxyl (OH"), le
radical ionique superoxyde (O7), les radicaux peroxyle (ROO"), alcoxyle (RO") et une forme
d’oxygéne singulet ('O,). Ces espéces sont trés réactives et capables d’exister de maniére
indépendante (Halliwell, 1999). Les radicaux non réactifs sont un groupe de composés qui ne
sont pas des radicaux mais sont extrémement réactifs ou peuvent facilement étre convertis en
especes réactives. Des exemples de ces substances comprennent [’acide hypochloreux
(HCIO), le peroxyde d’hydrogene (H,O,), les peroxydes organiques, les aldéhydes, 1’ozone
(03), et O, (figure 04) (Poprac et al., 2017).
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Figure 04 : Les voies de formation des espéces réactives de 1I'oxygéne (ROS) et leur

transformation (Poprac et al., 2017)
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Les radicaux libres peuvent provenir soit de [’environnement, de processus

physiologiques ou de sources endogenes (Sultan, 2014).

Les plus importantes sources exxogeénes de radicaux libres sont: polluant
environnemental, fumée de cigarette, consommation d’alcool, radiations, ozone, rayons

ultraviolets, pesticides, anesthésiques, certains médicaments, solvants industriels.

Les sources endogeénes comprennent les processus dans les organismes vivants qui
nécessitent des réactions enzymatiques. Il s’agit notamment des réactions impliquées dans la
chaine respiratoire, systéme du cytochrome P450, phagocytose, synthése des prostaglandines,
inflammation et les voies de 1’arachidonate. De méme, les réactions impliquant le fer et
d’autres métaux de transition, les peroxysomes, la xanthine oxydase, etc. sont aussi des

sources endogénes de radicaux libres (Jamshidi-Kia et al., 2020).

Certains processus ou ¢états physiologiques comme le stress, les émotions, le
vieillissement, 1’état psychique et les maladies sont également responsables de la formation de

radicaux libres (Sultan, 2014).

Au cours des deux derniéres décennies, de nombreuses preuves ont mis en évidence
I’implication des processus médiés par les radicaux libres dans une grande variété¢ de maladies
humaines. Lorsque les molécules d’oxygene se divisent en atomes simples avec des électrons
non appariés, elles se transforment en radicaux libres instables qui tentent de trouver d’autres
molécules ou atomes auxquels se lient. Si cette situation se prolonge, le stress oxydatif peut se

déclancher (Jamshidi-Kia et al., 2020).
3.2. Stress oxydatif

Lorsqu’ils sont produits en exces, les radicaux libres générent un phénomene appelé
stress oxydatif, un processus délétere qui peut sérieusement altérer les membranes cellulaires
et d’autres structures telles que les protéines, les lipides et 1’acide désoxyribonucléique
(ADN). Le stress oxydatif peut survenir lorsque les cellules ne peuvent pas détruire de
maniére adéquate 1’exceés de radicaux libres formés. En d’autres termes, le stress oxydatif

résulte d’un déséquilibre entre la formation et la neutralisation des ERO/ERA (Sultan, 2014).
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3.2.1. Conséquences moléculaires du stress oxydatif

Un afflux incessant des ERO/ERA de sources endogénes et exogénes menent a des
dommages oxydatifs des composants cellulaires. Les cibles biologiques les plus vulnérables
aux dommages oxydatifs sont les protéines, les enzymes, les membranes lipidiques et I’ADN

(figure 05) (Singh et al., 2019).
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Figure 05 : Effet des radicaux libres sur les biomolécules (ADN, lipides, protéines)

(Singh et al., 2019)

Suite a D’interaction avec les radicaux libres, les protéines peuvent étre attaquées
directement en endommageant des résidus d’acides aminés spécifiques et en modifiant leurs
structures tertiaires ou indirectement telles que la peroxydation, la dégradation et la
fragmentation. Les conséquences de 1’oxydation des protéines se traduisent par une perte
d’activité enzymatique et une altération des fonctions cellulaires. Les produits d’oxydation

sont généralement des cétones, des aldéhydes et des composés carbonyles (Singh et al., 2019).

Les lipides sont également des cibles éventuelles pour les oxydants. Les dommages

lipidiques dus aux ROS sont connus sous le nom de peroxydation lipidique. L’oxydation des
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lipides géneére des hydroperoxydes, qui subissent ensuite une fragmentation pour produire une
large gamme de produits intermédiaires, tels que I’isomére F2a de la prostaglandine F2-

isoprostanes (F2-IsoPs), et le malondialdéhyde (MDA) (Catala, 2009).

Méme si I’ADN est une molécule stable, les radicaux libres peuvent interagir avec elle
et causent plusieurs formes de 1ésions, dont les ruptures simples et doubles de I’ADN, la
modification des bases azotés, la perte de purines, les liaisons croisées ADN-protéines, les
dommages au sucre désoxyribose et les dommages au systeme de réparation de ’ADN. Le
radical hydroxyle est le plus destructeur qui affecte les acides nucléiques. Par exemple, OH’
peut attaquer la guanine et 1’adénine pour donner un produit d’oxydation, 8-
hydroxydeoxyguanosine et hydroxyadénine qui ont considérés comme des biomarqueurs de

I’oxydation de ’ADN (Rahman et al., 2012).
3.2.2. Stress oxydatif et maladies humaines

Le stress oxydatif —a été impliqué dans plusieurs maladies, notamment
I’athérosclérose, le cancer, le paludisme, la polyarthrite rhumatoide, le syndrome de fatigue
chronique et les maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de

Parkinson et la maladie de Huntington (Rahman et a/., 2012 ; Surai et al., 2019).

Des seuils ¢levés de radicaux libres tels que le 4-hydroxy-2,3-nonénal (HNE),
I’acroléine, le malondialdéhyde (MDA) et les F2-isoprostanes ont ét¢ enregistrés dans la
maladie d’Alzheimer. Il a également été signalé que les ERO endommagent les composants
cellulaires dans le cartilage, ce qui aboutit a 1’ostéoarthrite et comme participant a la
destruction des cellules des ilots de Langerhans du pancréas. De ce fait, I’hyperglycémie
déclenche la production des ERO dans les cellules tubulaires et mésangiales du rein humain,
ce qui modifie les fonctions et la structure des glomérules, causant une néphropathie

diabétique (Gaman et al., 2020).

Les cellules vivantes doivent équilibrer efficacement le processus de formation des
ROS/RNS pour maintenir leurs niveaux bas, mais toujours supérieurs a z€ro. On sait depuis
de nombreuses années que les cellules peuvent tolérer un léger stress oxydatif par une
synthése supplémentaire de divers antioxydants et en rétablissant 1’équilibre redox

antioxydant/prooxydant. Il s’agit principalement d’antioxydants, dont certains font partie du
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mécanisme de régulation redox de I’organisme, tandis que d’autres sont issus de sources

alimentaires (Surai et al., 2019).
3.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des agents réducteurs qui peuvent ralentir ou arréter les
réactions d’oxydation directement en interagissant avec les intermédiaires de la réaction, ou
en réagissant avec l’agent oxydant et en empéchant la réaction. Il existe deux types
d’antioxydants : les antioxydants déja présents dans notre corps, appelés antioxydants
endogenes, et les antioxydants de 1’environnement extérieur, appelés antioxydants exogenes

(Jamshidi-Kia et al., 2020).
3.3.1. Antioxydants endogénes

Les systémes antioxydants protecteurs de l’organisme sont principalement des
enzymes qui participent également aux processus de signalisation a médiation redox et
contribuent a maintenir 1’équilibre redox. Il existe cinq grandes familles d’enzymes
antioxydantes cellulaires : Le systtme de la thiorédoxine, le systtme du glutathion,

superoxyde dismutases, catalase et peroxyredoxines (Yadav et al., 2016).

Les antioxydants non enzymatiques sont généralement des composés antioxydants de
faible poids moléculaire qui peuvent protéger contre les dommages oxydatifs soit directement
en interagissant avec les radicaux libres, soit indirectement en chélatant les métaux.
Cependant, la concentration de ces molécules synthétisées par la cellule ou générées comme
produits résiduels tels que les dipeptides d’histidine, le glutathion, 1’acide urique, 1’acide

lipoique et la bilirubine est faible (Surai et al., 2019).
3.3.2. Antioxydants exogénes

Les antioxydants exogénes peuvent étre issus de sources naturelles, mais ils peuvent
aussi €tre des composés synthétiques, comme le butylhydroxyanisole, butylhydroxytoluéne, le
gallate. Vitamine C, vitamine E, a-caroténe, licopéine, sélénium, polyphénol, glutathion,
péroxydase, cystine sont les principales sources d’antioxydants exogenes. Les jus de fruits et
les boissons chaudes contiennent des quantités considérables d’antioxydants (Yadav et al.,

2016).
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Les ¢études épidémiologiques ont montré a plusieurs reprises une corrélation inverse
entre le risque de maladies humaines chroniques et la consommation de produits riches en
polyphénols. Les groupes phénoliques des polyphénols sont aptes a capter un électron pour
former des radicaux phénoxyles relativement stables (figure 06), perturbant ainsi les réactions
d’oxydation en chaine des composants cellulaires. Les polyphénols en tant qu’antioxydants,
peuvent protéger les constituants cellulaires contre les dommages oxydatifs et, par
conséquent, limiter le risque de diverses maladies dégénératives associées au stress oxydatif

(Surai et al., 2019).

Radical libre Antioxydant

§ b,
N _~~ Electron
Sa e non apparié

Figure 06: Mécanisme d'action des antioxydants (Jamshidi-Kia et al., 2020)

Les polyphénols prennent une importance de plus en plus considérable, notamment en
raison de leurs effets nocifs sur la santé. En effet, ils jouent un rdéle important en tant
qu’antioxydants naturels dans la prévention et le traitement du cancer et des maladies

infectieuses (Jamshidi-Kia et al., 2020).
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4. Les polyphénols

4.1. Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des produits naturels végétaux non nutritifs ou ce que ’on
appelle des métabolites secondaires végétaux. Les polyphénols représentent une grande
famille de composés provenant du métabolisme secondaire, trés largement répandus dans le
régne végétal. La principale définition utilisée est la suivante : Le terme "polyphénol" désigne
les composés exclusivement dérivés de la voie du shikimate/phénylpropanoide et/ou du
polykétide, possédant plus d’une unité phénolique et dépourvus de fonctions azotées" (Hano
& Tungmunnithum, 2020). Ce groupe de composés est hautement diversifié et comprend
plusieurs sous-groupes de composés phénoliques, allant de substances assez simples, comme
les acides phénoliques et les stilbénes, a des molécules hautement polymérisées, comme les

tanins (Cherrak et al., 2016).
4.2. Classification des polyphénols

D’aprés Hano et Tungmunnithum (2020), Les principales classes de polyphénols
naturels sont (figure 07) :

POLYPHENOLS VEGETAUX

R,
e

"0
Z OGlc

OH

Figure 07: Classification des polyphénols (Hano & Tungmunnithum, 2020).
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4.2.1. Acides phénoliques (ou acides phénolcarboxyliques)

Les acides phénoliques sont des composés organiques aromatiques et ont une fonction
carboxylique et un cycle phénolique (Hano & Tungmunnithum, 2020). IlIs se subdivisent en

deux sous-classes (figure 08):

e les acides hydroxybenzoiques (C6-C1), parmi lesquels les plus fréquents sont
I’acide cinnamique, 1’acide salicylique, I’acide gallique et I’acide vanillique.
e les acides hydroxycinnamiques (C6-C3), les plus répandus étant 1’acide

p-coumarique, I’acide caféique et I’acide férulique (Bruneton, 2015).

Les acides phénoliques sont fréquemment inclus dans notre régime alimentaire et ont
¢té largement étudiés en raison de leurs propriétés biologiques (antioxydantes, antitumorales
et antimicrobiennes). Les champignons, en particulier, sont une excellente source de ces

molécules dans 1’alimentation (Bruneton, 2015).

R2 1 o
O = - 0
R3
OH R,
R4 R,

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R1=R4=H, R2=0CHs, R3=0H Acide R1=R3=H, R2=0H Acide p-coumarique
vanillique R1= H, R2=R3=R4 =0OH Acide R1=R2=0H, R3 =H Acide caféique
gallique R1=0H, R2=R3=R4=H Acide R1=0CHs, R2=0H, R3=H Acide férulique
salicylique

Figure 08: Structure des acides phénoliques: acides hydroxybenzoiques, acides

hydroxycinnamiques (Bruneton, 2015)

4.2.2. Coumarines

Les coumarines appartiennent a la famille des benzopyrones (1,2-benzopyrones ou

2H-benzopyran-2-ones). Les coumarines appartiennent a la classe des lactones dont la
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structure est composée d’un noyau benzénique li¢ a un noyau a-pyrone, et disposent d’un
systéme conjugué riche en électrons et doté de propriétés de transport de charges. La
simplicité et la polyvalence de la structure de la coumarine en font un point de départ

intéressant pour une large gamme d’applications (Matos et al., 2015).

Il existe quatre principaux sous-types de coumarines : les coumarines simples, les
furanocoumarines, les pyranocoumarines et les coumarines substituées par une pyrone (Jain &
Joshi, 2012). Les différentes formules de la coumarine et de ses dérivés sont présentées dans

la figure 09.

] ] 9] 0]
Ly p

OH
coumarin 4-hydroxycoumarin
e P20 /“Q;x:,rox,fzo Owox,;,?“T
| ks e g CH, ||\”J\”/’k T
OH O OH oH
warfarin bishydroxycoumarin
* chiral center {clicoumaral)

Figure 09 : Structures chimiques de la coumarine simple et ses dérivés (Jain & Joshi,

2012)

Les dérivés de la coumarine ayant une large gamme d’activité biologique, comme anti-
inflammatoires, anticancéreux, anticoagulants, antioxydants, anti-VIH et antibactériens

(Matos et al., 2015).

4.2.3. Stilbénes

Les stilbénes appartiennent a la classe des composés phénoliques, caractérisés par la
présence d’un noyau 1,2-diphényléthyléne et sont synthétisés par la voie des
phénylpropanoides. Les stilbénes ont un squelette de base C6-C2-C6 et sont constitués de

deux groupes phényles reliés par une double liaison éthénique. Ils existent généralement sous
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forme de trans-resvératrol, ptérostilbéne et le 30-hydroxyptérostilbéne (Dubrovina & Kiselev,

2017) (figure 10).

De nombreux rbles ont ¢été dévolus aux stilbénes, en tant que composés
antimicrobiens, dissuasifs ou répulsifs dans les plantes, les protégeant des attaques de
champignons, de bactéries, de nématodes ou d’herbivores. Les stilbénes ont été plébiscités
pour leurs effets curatifs et préventifs en tant qu’agents cardioprotecteurs, antitumoraux,

neuroprotecteurs et antioxydants (Tsai et al., 2016).

OCH3

(B) Pterostilbene

OCH3

(C) 3'-Hydroxypterostilbene

Figure 10 : Structures chimiques des stilbénes (Tsai et al., 2016)

4.2.4. Lignanes

Les lignanes appartiennent au groupe des composés diphénoliques dérivés de la
combinaison de deux unités phénylpropanoides C6-C3 au niveau du carbone f et ', et qui
peuvent étre liés a des liaisons éther, lactone ou carbone supplémentaires (Durazzo et al.,

2018).

Les lignanes peuvent étre classés en cinq principaux types en fonction de leur
structure : lignanes, néolignanes, norlignanes, lignanes hybrides et lignanes oligomeres (Cui
et al., 2020) (figure 11). Les différents types de lignanes ont nombreuses caractéristiques

pharmacologiques, telles que les activités antitumorales, hépatoprotectrices, antagonistes du
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facteur d’activation plaquettaire (PAF), antifongiques, antihypertensives, sédatives et

antioxydantes (Durazzo et al., 2018).

[ = == =
COOH CH;OH

Propenyl Benzene Allyl Benzene Cinnamic Acid Cinnamyl Alcohol

e M \©/\|'Q\OH “™oH
g OH O

Niranthin NDGA Silymarin

Figure 11 : Les monomeéres et classification des lignanes (Cui et al., 2020)

4.2.5. Flavonoides

4.2.5.1. Définition et structure

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés phénoliques. Ils
contiennent plus de 6000 des 8000 composés phénoliques présents dans les aliments
végétaux. Ils ont un faible poids moléculaire et sont caractérisés par un squelette de 15 atomes
de carbone, disposés en C6-C3-C6, avec des substitutions, un degré d’insaturation et une
disposition du squelette de base variables, aboutissant a différentes sous-classes. Ces
composés apportent aux plantes des pigments de couleur attrayants tels que le jaune, le rouge,

le bleu et le violet (Hano & Tungmunnithum, 2020).

La structure des flavonoides est constituée de deux cycles aromatiques, A et B, réunis
par un pont a trois carbones, souvent sous la forme d’un cycle hétérocyclique, C (figure 12)

(Hano & Tungmunnithum, 2020 ; Ekalu & Habila, 2020).
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Figure 12 : Squelette basique de la molécule de flavonoide (Hano & Tungmunnithum,
2020)

Les flavonoides sont fortement présents dans les fleurs, les écorces, les graines et les
feuilles des plantes, en abondance dans les 1égumes a feuilles et ils se retrouvent dans les
boissons (vin, thé, cidre, biére, cacao, etc.) et dans les aliments d’origine végétale
(Iégumineuses, légumes, céréales, fruits, etc.). Leur présence est largement influencée par des

facteurs génétiques et des conditions environnementales (Ekalu & Habila, 2020).
4.5.2.2. Biosynthése des favonoides

Le processus initial de biosynthese de la plupart des flavonoides est la condensation
d’une molécule de p-coumaroyl-CoA (dérivé du shikimate, cycle B) avec trois molécules de
malonyl-CoA (origine polykétide, cycle A) pour former la chalcone (2, 4/, 6', 4-
tétrahydroxychalcone). Cette réaction est catalysée par I’enzyme chalcone synthase (CHS). La
chalcone est ensuite isoméris€ée en flavanone par I’enzyme chalcone flavanone isomérase
(CHI). A partir de ces intermédiaires clés, la voie diverge en plusieurs ramifications latérales,

chacune donnant une classe différente de flavonoides (figure 13) (Santos et al., 2017).

Les différentes sous-classes de flavonoides sont synthétisées a partir d’un squelette de
base de flavonoide par I’action d’un groupe d'enzymes, comme les réductases, les isomérases,
les hydroxylases et plusieurs dioxygénases dépendantes du Fe2+/2-oxoglutarate. Ces enzymes
modifient la structure de base des flavonoides en y apportant des sucres (d-glucose, lignine,
arabinose, glucorhamnose, I-rhamnose, galactose), des groupes méthyle et/ou des fragments
acyle, ces modifications peuvent altérer leur interaction, leur solubilité et leur réactivité avec

les cellules (Ekalu & Habila, 2020).
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Les anthocyanes, les proanthocyanes, les flavones et les flavonols sont des sous
classes connues comme produits finaux de la biosynthése. Les isoflavonoides, sont formés par
une réaction de transfert de la chalne latérale 2-aryle vers la position 3, médiée par

I’isoflavone synthase (figure 13) (Santos et al., 2017).
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Figure 13 : Diagramme de la voie de biosynthése des flavonoides (Santos et al., 2017)
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4.5.2.3. Classification des favonoides

Les flavonoides sont subdivisés en différentes classes en fonction du carbone du cycle
C, sur lequel est fixé le cycle B et du niveau d’insaturation et d’oxydation du cycle pyrane.
Ces flavonoides ont un role majeur dans de nombreuses activités pharmacologique (Panche et

al., 2015). Chaque classe est présentée ci-dessous (figure 14).

h Classes de flavonoiae!
o g

HO 03 O 0 O 0

N

A

OH o
Anthocyanins Chalcones Flavanones Flavones Flavonols Isoflavonoids

Sous-classes de flavonoides

Chalcone Flavanones Flavones Flavonols Isoflavonoid

Anthocyanin

subclasses subclasses subclasses subclasses subclasses subclasses
*Cyanidin *Phloretin *Hesperitin *Apigenin *Quercetin *Genistin
«Malvidin *Arbutin eNaringin eTangeretin *Myricetin *Genistein
*Delphinidin *Phlioridzin *Naringenin *Baicalein *Rutin *Daidzein
«Peonidin +Chalconaringenin Eriodictyol *Rpoifolin *Morin *Glycitein
sHesperidin *Kaempferol *Daidzin

Sources naturelles

eFruits eFruits eFruits eFruits elLégumes eLégumes
eLégumes eLégumes ePlantes ePlantes ePlantes ePlantes
eFruits secs ePlantes médicinales médicinales médicinales médicinales

médicinales

et noix

Figure 14 : Les principales classes et sous classes de flavonoides et leurs sources

naturelles (Panche et al., 2015).

o Flavones

Les flavones font partie de I'un des principaux classes des flavonoides. elles

comportent une double liaison sur le cycle pyranique entre les positions 2 et 3, et un carbonyle
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(cétone) en position 4. L’apigénine, la lutéoline, et la tangeritine appartiennent a cette sous-
classe de flavonoides (figure 15). Les flavones sont en général extraits des fleurs, des feuilles
et des fruits du poivrons verts et rouges, brocoli, romarin, oignon , céleri, carotte, persil,

origan, camomille et menthe (Gtirler et a/., 2020).

e Flavonols

les flavonols sont les dérivés alcooliques des flavones. Ils se distinguent des flavones
par la présence d’un groupe hydroxyle en position 3 du cycle pyranique (figure 15). Les
flavonols les plus connus sont le kaempférol, la myricétine, la quercétine et la fisétine. Les
flavonols sont trouvés dans la laitue, les haricots, le brocoli, les tomates, les oignons, le chou
frisé, les pommes, les raisins et les baies. Outre les fruits et Iégumes, le thé et le vin rouge sont

aussi des sources de flavonols (Ayaz et al., 2019).

e Flavanones

Les flavanones sont aussi une autre classe importante connues comme étant des
dihydroflavones. Les flavanones sont des flavones saturés et sont caractérisés par 1’absence de
double liaison entre la position 2 et 3 et c’est la seule différence structurelle entre ces deux
classes de flavonoides. L’hespéritine, la naringénine, I’hespéridine, la naringine et
I’¢ériodictyol se trouvent généralement dans les fruits de citrus tels que le citron, 1’orange, et le

raisin (Gtirler et al., 2020) (figure 15).

e Isoflavonoides

Les isoflavones ou isoflavonoides sont des flavonoides ou le cycle benzénique (C) est
fix¢é a la troisiéme position du cycle pyrannique (figurel5). La génistéine et la daidzéine sont
connues sous le nom d’isoflavonoides et sont généralement considérées comme des phyto-
cestrogénes en raison de ’activité cestrogénique démontrée dans des modeles animaux. Bien
que la présence d’isoflavones ou d’isoflavonoides soit peu fréquente, on les trouve

principalement dans le soja et d’autres Iégumineuses (Ayaz et al., 2019).

e Chalcones

Bien qu’ils ne disposent pas du cycle pyrannique, ils sont classés parmi les flavonoides

parce qu’ils ont une structure synthétique analogue a celle des flavonoides. De plus la partie
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pyranne est disponible comme structure ouverte (figure 15). La phlorétine et Ia
chalconerigenine sont en quantité appréciable dans les poires, les tomates, les busseroles, les

fraises et certains produits du bl¢ (Panche et al., 2015).
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Figure 15 : Structure du squelette de base des flavonoides et de leurs classes

(Panche et al., 2015)

e Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments responsables de la couleur des plantes. Ils existent
sous forme de cations (sels de chlorure). Ils sont les dérivés salins du cation 2-
phénylchromenylium (flavylium). La malvidine, la delphinidine, la cyanidine, la péonidine et
la pélargonidine sont les anthocyanines les plus étudiées (figure 15). Elles sont surtout

présentes dans les couches cellulaires externes de divers fruits tels que les cassis, les
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canneberges, les raisins rouges, les raisins merlot, les fraises, les framboises, les mires et les

myrtilles (Glirler et al., 2020).
4.3. Activités biologiques des flavonoides

Toutes les pathologies semblent étre associées au stress oxydatif, bien que I’on ne
sache pas encore si celui-ci apparait comme une cause ou comme une conséquence. La
propriété antioxydante des flavonoides, en tant qu’agent protecteur, est liée a des maladies
telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, 1’artériosclérose, les maladie

neurodégénératives et le vieillissement (Panche et al., 2015)

Les bienfaits des flavonoides ont également été¢ observés dans le cas du diabéte. Il a
¢té mis en évidence que les polyphénols constitutifs du thé vert augmentaient I’absorption et
le captage du glucose par les adipocytes par la stimulation de I’insuline basale (Wu et al.,
2004). Par ailleurs, dans une autre étude, I’effet de 1’isoflavone génistéine, sur le métabolisme
lipidique des rats ovariectomisés, fait apparaitre une diminution des taux de triglycérides
dans le sérum sanguin et les muscles et une augmentation du niveau d’acides gras libres dans
le sérum (Nogowski et al., 1998). Le role des flavonoides dans les maladies humaines et leurs

mécanismes thérapeutiques sont récapitulés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 01 : Role des flavonoides dans les pathologies humaines et leurs mécanismes

thérapeutiques

Flavonoides Role dans les | Mécanismes Références

maladies humaines | d'action

Genistein Traitement auxiliaire Diminue les Nogowski et al.
du diabete concentrations de (1998)
triglycérides et
augmente le niveau
d’acides gras libres
dans le sérum,
favorisant I’insuline
basale et en

améliorant la
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diffusion du glucose

dans les cellules.

Campférol3-O-
méthyle

Cyanidine

Quercétine,

Catéchine

Traitement et
prévention des
maladies

inflammatoires

Inhibe la production
d’oxyde nitrique et

de prostaglandine E2

Soares et al. (2015)

Suppression de la
production
d’interleukines pro-

inflammatoires

Tsuda et al. (2002)

Inhibition de la
cyclooxygénase 2
(COX-2)etdela
lipoxygénase du

métabolisme de

I’acide arachidonique

Behling et al. (2004),
Soares et al. (2015)

Quercétine

Resvératrol

Traitement et
prévention de

I’athérosclérose

Une réduction des
facteurs pro-
inflammatoires et des
radicaux libres, et un
effet protecteur des
LDL contre les
altérations

oxydatives.

Cardoso et al. (2011),
Tapas et al. (2008)

Diminution des
1ésions artérielles,
diminution de
I’activité de
I’angiotensine II,
effets anti-
ischémiques et anti-
sénescence,

amélioration de

Opie & Lecour (2007)
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Icariine

I’activité cardiaque

Inhibe les niveaux
sériques du facteur
de nécrose tumorale-
a, noradrénaline,
angiotensine II et

peptide natriurétique

cérébral et améliore
les changements
histologiques et

I’activité cardiaque

Song et al. (2011)

Polyphénols de thé

vert

Traitement auxiliaire

du diabete

Augmente
I’absorption et
I’assimilation du
glucose par les
adipocytes via la
stimulation de

I’insuline basale.

Wu et al. (2004)

Baicaline

Traitement de la

candidose

Elle se combine avec
les protéines solubles
présentes dans les
parois des cellules
fongiques et les

détruit.

Arifetal. (2011),
Serpa et al. (2012)

Catéchines,
Quercétine,
Epicatéchines,

Théaflavines

Traitement adjuvant

des infections virales

Inhibe les enzymes et
détruit les
membranes
cellulaires,
empéchant ainsi la
pénétration du virus
et sa liaison aux

cellules, et

Cushnie & Lamb
(2011), Sandhar et al.
(2011)
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déclenchant le
mécanisme

d’autodéfense de

I’hote
Galangina, Traitement Activité inhibitrice Cushnie & Lamb
Pinocembrine, complémentaire des | sur la croissance des (2011), Calderon-
Kaempférol, infections micro-organismes, | Montano et al. (2011)
Baicaline bactériennes avec une action
bactériostatique
Proanthocyanidine Diminution de la Zhao et al. (2010)

formation de
radicaux libres, ce
qui entraine une
régulation effective

de la Na+/K+ATPase

Les activités antioxydantes et antimicrobiennes des flavonoides, faisant 1’objet de ce

travail, seront détaillées ci-apres.
4.3.1. Activité antioxydante des flavonoides

L’activité la plus décrite des flavonoides est leurs capacités a agir comme agents
antioxydants. Les flavonoides ont plusieurs voies potentielles pour agir comme antioxydants.
La plus importante est le piégeage des radicaux libres, dans laquelle les flavonoides peuvent
interrompre la réaction en chaine des radicaux libres (Xie & Schaich, 2014). Un composé est
défini comme un antioxydant s’il remplit deux conditions: premieérement, il doit présent a de
faibles concentrations, par rapport au substrat oxydable, il peut significativement retarder ou
empécher 1’oxydation du substrat ; secondement, le radical résultant doit étre stable de
manicre a ’empécher d’agir en tant que radical de propagation de chaine (Surai et al., 2019).
Les flavonoides peuvent manifester ces propriétés antioxydantes en piégeant les especes
réactives de I’oxygene, en chélatant les métaux de transition, en inhibant certaines enzymes

intervenant dans la production de radicaux libres.
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4.3.1.1. Mécanisme d’action antioxydant des flavonoides

o Chélation des métaux de transition

La capacité des flavonoides a neutraliser les radicaux libres est généralement liée a
leurs pouvoirs antioxydants. Cependant, d’autres mécanismes peuvent ¢galement étre
impliqués. L’un d’entre eux est la capacité de séquestrer les ions métalliques, tels que les ions
de fer et de cuivre qui participent a la génération de radicaux hydroxyles dans la réaction de

Fenton (figure 16) (Kejik et al., 2021) :

or Fod* Fe3+_____ o
. \\_©:
Fe2* Flavonoid . .|':e2+
H,0,” % Hz0;
o enge e

Figure 16 : Suppression de la réaction de Fenton par les flavonoides (Kejik et al., 2021)

La chélation a lieu par I’intermédiaire de groupes hydroxyles ou de leur fraction
carbonyle, s’ils sont présents. Une deuxiéme possibilité pour que les flavonoides exercent des
effets antioxydants est de réagir avec les groupes -SH et de modifier ensuite 1’environnement
redox a ’intérieur de la cellule (Xu et al., 2019). La quercétine, un flavonol trés répandu, est
I’'un des flavonoides les mieux étudiés. Sa capacité a chélater un large éventail d’ions
métalliques, tels que AI(III), Co(II), Cr(III), Cu(Il), Fe(I), Fe(IIl), Mo(VI), Pb(II), Tb(III) et
Zn(Il), a été¢ démontrée dans plusieurs études (Surai et al., 2019) (figure 17). Des données
similaires ont été¢ obtenues pour la rutine (quercétine-3-O-béta-rutinoside) ou la catéchine

(flavan-3-ol) vis-a-vis des ions de Cu(Il), Fe(Il), et Zn(II) (Xu et al., 2019).

Les complexes fer-flavonoides peuvent interagir avec diverses biomolécules.
Hamilton et al. (2018) ont découvert que le GLUT1 peut transporter la quercétine-Fe(Il) du
cytosol au milieu extracellulaire. En méme temps, la quercétine est également un inhibiteur de
GLUT]1 en se liant a son site exofacial. Un modele proposé de I’effet de la quercétine sur

I’homéostasie du fer intracellulaire est présenté dans la figure 18. Les ions ferreux sont
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généralement transportés dans une cellule par le DMTI. Dans le cytosol, la quercétine peut
chélater les ions ferreux. Le complexe formé est transporté hors de la cellule par GLUTI.
Dans le sens inverse, la quercétine libre est transportée vers la cellule. Dans 1’espace
extracellulaire, 1’ion ferrique chélaté est déplacé de la quercétine vers la transferrine (protéine
de transport sanguin pour les ions ferriques). En peu de temps, la quercétine peut diminuer la

concentration intercellulaire d’ions ferriques (Kejik et al., 2021)

Solution externe

ApoTransferrin  Fe®*-Transferrin

Figure 18 : Mécanisme possible de I'effet de la quercétine sur I'homéostasie du fer
intracellulaire (Kejik et al., 2021)

DMT1 (Transporteur des Métaux Divalents N°1), GLUT1 (Transporteur de Glucose N°1), Cyto B
(Cytochalasine B), Phloretin (Inhibiteur de GLUT1), Q (Quercetine)
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e Piégeage des radicaux libres

Le piégeage des radicaux libres joue un role important dans 1’activité antioxydante des
flavonoides. Les propriétés antiradicalaires des flavonoides sont liées a leur capacité a
transmettre leur hydrogene phénolique (FIO—H) a un radical libre. L’abstraction formelle de

I’atome H des flavonoides peut étre décrite par la réaction suivante (Ekalu & Habila, 2020):

FI-OH + RO’ FI-O'+ ROH

v

11 a été prouvé que cette réaction se déroule selon au moins trois mécanismes différents :

o transfert d’atomes d’hydrogéne en une seule étape,
e transfert d’¢électron unique suivi d’un transfert de proton,

e transfert séquentiel d’électrons avec perte de protons.

Ces mécanismes peuvent coexister, et ils dépendent des propriétés du solvant et des

caractéristiques des radicaux (Ekalu & Habila, 2020).

De nombreuses méthodes ont été développées pour I’évaluation de 1activité
antioxydante in vitro, dont la plupart sont spectrophotométriques, en mesurant 1’activité de
piégeage par des radicaux artificiels tels que I’acide 2-2'-azinobis-3-éthylbenzothizoline-6-
sulfonique (ABTS), le 1-1'-diphényl-2-picrylhydrazyl ; (DPPH) et la N,N-diméthyl-p-
phénylendiamine (DMPD). Bien que ces techniques présentent des divergences et ne
reproduisent pas exactement les conditions in vivo, néanmoins, elles permettent de classer et
d’estimer ’activit¢ comme dans le cas du DPPH qui évalue la capacité¢ des flavonoides a

transférer un atome d’hydrogeéne a un radical (Alkadi, 2020) (figure 19).

g B W

OQN NOQ + RH N NH . R+
O.N NO,
NO, ANTIOXIDANT
NO,
VIOLET
DPPH-517nm COLOURLESS
DPPH 517nm

Figure 19 : Activité antiradicalaire du DPPH (Alkadi, 2020)
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o Inhibition de I’activité des enzgymes

Il y a des rapports révélant que les flavonoides peuvent inhiber I’activité¢ d’un
ensemble d’enzymes générant des radicaux libres qui sont directement liés au stress oxydatif
et a la peroxydation des lipides, y comprit NADPH oxydases, xantine oxydases, peroxydases,
lipoxygénases, cellulases, xylanases, pectinases, glutathion-S-transférases, glycoprotéines et

kinases (Kaurinovic & Vastag, 2019).

L’enzyme la plus étudiée est la xanthine oxydase, c’est une molybdoflavoenzyme
impliquée dans la dégradation des purines ou elle catalyse I’hydroxylation de I’hypoxanthine
en xanthine et de la xanthine en acide urique, avec une production concomitante de
superoxyde d’oxygéne et de peroxyde d’hydrogéne (figure 20) (Ozyiirek et al., 2009).
Quercetine, morine, myricétine, kaempferol et la puerarine ont ét€ proposés comme les
inhibiteurs les plus efficaces de la xantine oxydase. Le kaempférol, qui pourrait entrer dans la
cavité hydrophobe de la XOD et interagir avec les résidus d’acides aminés, s’est avéré étre un
inhibiteur compétitif de la XOD (Kaurinovic & Vastag, 2019). De plus, les groupes hydroxyle
sur le cycle B des flavonoides ont été identifiés comme contribuant a I’activité inhibitrice de

la xantine oxydase (Ozyiirek et al., 2009)

HN N Xanthine Oxidase N Xanthine Oxidase
e = Ly =
N H,0 + 0, H,0, H,0 +0, H,0,
Hypoxanthine Xanthine Uric acid

Figure 20 : Production de superoxyde d'oxygéne et de peroxyde d'hydrogéne par la
xantine oxydase (Ozyiirek et al., 2009)

4.3.1.2. Relations structure-activité antioxydante des flavonoides

Le pouvoir antioxydant d’un flavonoide dépend fortement de sa structure
chimique. il est bien connu que D’activit¢ antioxydante des flavonoides est fortement
conditionnée par le nombre et la position des groupes hydroxyles sur les anneaux B et A, et
par le degré de conjugaison entre les cycles B et C (Panche et al., 2015). Selon Bors et al.

(1990), les conditions structurelles générales favorables pour un piégeage efficace des
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radicaux et/ou un potentiel antioxydant des flavonoides répondent aux criteres suivants (figure
21):

e La structure O-dihydroxy (3', 4'-diOH ou catéchol) dans le cycle B confére une grande
stabilit¢ aux radicaux phénoxy des flavonoides grace a I’expansion et a la
délocalisation des liaisons hydrogeénes ou des €lectrons,

e La double liaison C2-C3 (conjuguée au groupe 4-oxo) détermine la coplanarité du
groupe hétérocyclique et participe a la stabilisation des radicaux libres par la
délocalisation des ¢€lectrons sur les cycles A, B, C,

e La présence de groupes 3-OH et 5-OH conférent aux flavonoides une capacité
maximale de piégeage des radicaux,

e En absence de structure O-dihydroxy dans le cycle B, les substituts hydroxyles de
catéchol dans I’anneau A sont capables de la compenser et deviennent un déterminant

plus important de 1’activité antiradicalaire des flavonoides.

Ry
_ OH-activitéI
Ry
@ | Le cycle B maintient I'interaction
d'empilement Pi-Pi

Rg:

OH-Inhibiteur [
puissant 1

OH-activité I I ] Ry _____ OH- actlwte
OH-activité I { ¢ La double liaison entre C, et C3
maintient la planarité
=0
Pour une activité
optimale

Figure 21 : Structure du flavonoide avec les facteurs déterminants I’activité

antioxydante (Alkadi et al., 2020)

Selon Van Acker et al. (1998), la structure de base des flavonoides ne semble pas étre
nécessaire pour une bonne capacité antioxydante. Elle ne devient importante que lorsque la
partie catéchol n’est pas présente. De plus, la glycosylation des flavonoides réduit
généralement leur activité antioxydante. Le blocage du groupe hydroxyle C-3 ou I’élimination

du groupe 3-OH réduira les propriétés antioxydantes des flavonoides.
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4.3.2. Activité antibactérienne des flavonoides

\

Les flavonoides sont synthétisés par les plantes en réponse a une infection
microbienne. Il n’est donc pas surprenant qu’ils se soient révélés étre des substances
antimicrobiennes efficaces contre un large éventail de micro-organismes. Plusieurs recherches
ont montré une activité¢ antibactérienne puissante des extraits de plantes riches en flavonoides

(Sanver et al. 2016; Gorniak et al., 2019).
4.3.2.1. Mécanisme d’action antibactérien des flavonoides

Les activités antibactériennes de nombreux flavonoides dérivés de plantes utilisent des
mécanismes différents de ceux des médicaments conventionnels et pourraient donc jouer un
role important dans 1’amélioration de la pharmacothérapie antibactérienne (Sanver et al.
2016). Les possibles mécanismes antimicrobiens des flavonoides avec leur cible spécifique

sur les cellules bactériennes sont résumés dans la figure 22.

acacetin luteolin apigenin EGCG
apigenin morin chrysin 3 genistein
catechin 2a myricetin 2c / kaempferol kaempferol
EGCG ———\rm quercetin myricetin
morin pinocembrin
naringenin quercetin
rhamnetin

sophoraflavanone G e aeenaaaQuIIT I 11770990he chrysin
quercetin 5ot ! ECG

EGCG
kaempferol
naringenin
phloretin
quercetin

Intracellular

molecules &‘ .' "I’
A

apigenin
baicalein
butein
EGCG
eriodictyol
fisetin
kaempferol
luteolin

baicalein baicalein

epicatechin biochanin A morin
morin 6 daidzein myricetin
silibinin EGCG naringenin
silymarin 8 t galangin genistein sakuranetin
quercetin apigenin kaempferide sarothrin taxifolin
quercitrin licochalcones A-D quercetin a kaempferide-3-O-glucoside quercetin quercetin

Figure 22 : Représentation schématique du mécanisme d'action des flavonoides

(Gérniak et al., 2019)
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e Désorganisation de la membrane plasmique

La membrane plasmique bactérienne est responsable de [’osmorégulation, la
respiration, les processus de transport, la biosyntheése et la réticulation du peptidoglycane,
ainsi que la biosynthése des lipides. Pour réaliser toutes ces fonctions, I’intégrité de la
membrane est une condition préalable, et sa perturbation peut directement ou indirectement
provoquer un dysfonctionnement du métabolisme en conduisant a la mort des cellules

bactériennes (Gorniak et al., 2019).

Les réactions des flavonoides avec les bicouches lipidiques mettent en jeu deux
mécanismes. Le premier est associé a la partition des composés non polaires dans 1’intérieur
hydrophobe de la membrane, alors que le second inclut la formation des liaisons hydrogenes
entre les groupes de téte polaires des lipides et les flavonoides les plus hydrophiles a

I’interface de la membrane (Sanver et al. 2016).

Les différences dans le nombre et la distribution des groupes hydroxyle, le degré de
polymérisation, ainsi que la présence d’un groupe méthoxy dans le cycle C peuvent influencer

le type d’interactions qui se produisent entre différents flavonoides et les bicouches lipidiques.

La catéchine est souvent liée aux effets antimicrobiens et aux interactions avec la
membrane cellulaire en inhibant la synthése des enzymes intracellulaires et extracellulaires.
Une équipe de recherche a étudié¢ le mécanisme antimicrobien des flavonoides (kaempferole
et hesperetine) vis-a-vis Escherichia coli a travers les membranes cellulaires et le modele des
liposomes. Ils ont conclu que I’interaction entre le groupe polaire de la téte de la membrane
et les régions hydrophobes peut endommager la membrane d’Escherichia coli (He et al.,

2014).

o Inhibition de la formation des biofilms

Le biofilm est une couche fine robuste de mucilage adhérant a une surface solide. La
formation de biofilm est un processus par lequel les micro-organismes se sont attachés
irréversiblement a des tissus humains et des dispositifs médicaux entrainant une altération du

phénotype des organismes (Gorniak et al., 2019).

Les flavonoides hydrophiles peuvent interagir a la surface de la membrane et agir

efficacement contre les biofilms par différents mécanismes, a savoir: empéchement de
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I’adhésion bactérienne ainsi que la formation de biofilm, inhibition de la maturation du
biofilm, perturbation des exopolysaccharides du biofilm et la destruction du micro-organisme

dans le biofilm mature (Sanver et al. 2016).

Plusieurs ¢tudes ont montré que les flavonoides empéchent la formation des biofilms.
Awolola et al. (2014) ont montré une activité antibiofilm significative d’isovitexine et
d’épicathéchine contre Staphylococcus aureus. En outre, quercétine a ét¢ démontré comme
inhibant la formation du biofilm d’Escherichia coli entéroaggrégatif (He et al., 2014). Plus
particuliérement, la quercétine réduit 1’expression de plusieurs protéines sidérophores de fer
en limitant la teneur en Fe'* nécessaire 4 la formation de biofilm (Goérniak et al., 2019). Dans
le tableau 02, nous avons list¢ quelques flavonoides qui présentent une activité contre la

formation de biofilm.

o Inhibition de la synthése de l'enveloppe cellulaire

Chez les bactéries Gram-négatives, la voie des acides gras synthase de type II (FAS-
IT) est essentielle pour la biogéneése des membranes. Les phospholipides et les
lipopolysaccharides sont essentiels a la survie des bactéries, et FAS-II joue un réle important
dans leur biosynthése. Par conséquent, en inhibant FAS-II, nous pouvons interrompre la
synthése de 1’enveloppe cellulaire des bactéries (Wallace et al., 2015). De multiples
inhibiteurs du FAS-II ont été rapportés jusqu'a présent, par exemple, Brown et al. (2007) ont
rapport¢ que les chalcones 4,20,40-trihydroxychalcone, la butéine et I’isoliquirtigénine
possédent une activité inhibitrice contre le FAS-II de Mycobacterium bovis. Des études sur la
D-alanine-D-alanine ligase, responsable de la production du dipeptide terminal du
peptidoglycane ont prouvé que la quercétine et I’apigénine inhibent cette enzyme (Wallace et

al., 2015).

e Inhibition de la synthése des acides nucléiques

Les flavonoides peuvent également agir comme des antimicrobiens en mettant a profit
leurs effets inhibiteurs sur les topoisomérases bactériennes (Biharee et al., 2020). La
dihydrofolate réductase (DHFR) est la cible commune de nombreux agents antimicrobiens. La
DHFR est une enzyme importante de la voie de synthése de 1’acide folique, qui fournit le
précurseur des pyrimidines et des purines. Raju et al. (2015) ont signalé que

I’épigallocatéchine gallate inhibait les DHFR de Streptomonas maltophilia, Mycobacterium
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tuberculosis et E. coli. Les hélicases sont des protéines motrices ubiquitaires qui séparent
et/ou réarrangent les duplexes d’acides nucléiques. Des études ont suggéré que ces protéines
constituent une cible moléculaire des flavonoides (Biharee et al., 2020). Flavones et flavonols
groupes de pharmacophores ayant une capacité de liaison aux acides nucléiques, ont montré
une capacité¢ d’inhiber 1’hélicase (Gorniak et al., 2019). Dans 1’étude d’Ulanowska et al.
(2006), la génistéine peut inhiber la croissance de Vibrio harveyi via la stabilisation du
complexe de clivage de ’ADN par la topoisomérase, ce qui conduit & 1’achévement de la

réplication des chromosomes.

e Inhibition de la chaine de transport des électrons et de la synthése d’ATP

Une chaine de transport d’électrons comprend une série de complexes, ces complexes
transfeérent des ¢électrons via des réactions d’oxydoréductions, ce qui conduit a la création d’un
gradient ¢électrochimique de protons entrainant la synthése de I’ATP. En outre, ’enzyme ATP
synthase ayant deux segments F; et Fy qui jouent un role crucial dans la synthése de I’ATP

(Biharee, et al., 2020).

Ulanowska et al. (2006) ont signalé que les flavonoides pouvaient inhiber les
segments F; et Fy de ’ATPase d’E. coli en se liant a la poche de liaison des polyphénols de
I’ATP synthase. Il est donc possible que d’autres micro-organismes puissent également étre

inhibés par ce mécanisme.

e Neutralisation des toxines bactériennes

Les toxines jouent un réle important dans la pathogenése bactérienne, causant parfois
des maladies mortelles longtemps aprés que les bactéries elles-mémes aient été tuées. Des
¢tudes indiquent que les flavonoides peuvent neutraliser ces éléments de virulence. Choi et al.
(2007) ont démontré que la catéchine polymérisée neutralise ’effet de la a-toxine de S.
aureus in vitro et in vivo. De plus, Delehanty et al. (2007) ont montré que les polyméres de
catéchine et d’épicatéchine neutralisent 1’endotoxine (lipopolysaccharide: LPS). Cet effet a
été détecté en incubant des LPS avec les flavonoides et en montrant ensuite une diminution de

la quantité de LPS fixés aux billes recouvertes d’un agent de liaison.
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o Inhibition de la motilité bactérienne

Les flavonoides tels que la nobiltine, sinensetin, morine, luteolin, naringenine,
quercetins et epigallocatechine gallate peuvent stopper rapidement le mouvement des
bactéries en bloquant la motilité et 1’essaimage ainsi que la prévention de 1’adhésion

bactérienne (Silva et al., 2016).

e Inhibition de la sécrétion des facteurs de virulence

Les protéines et les enzymes qui agissent comme des facteurs virulents jouent un réle
important dans la pathogenése des maladies infectieuses. Ces facteurs virulents peuvent étre
les cibles potentielles pour éradiquer les infections. Ces cibles comprennent les sortases, la
coagulase, la protéase dégradante, ['uréase et les sialidases. Il a été constaté que la baicaline et

la scutellarine peuvent inhiber I’uréase de Helicobacter pylori (Yu et al., 2015).

e Inhibition des pompes d’efflux bactériennes

Les pompes d’efflux bactériennes sont des protéines de transport actives que les
cellules bactériennes utilisent pour se protéger contre de multiples composés toxiques, dont de
nombreux antimicrobiens. Les inhibiteurs de pompes d’efflux provenant de plantes peuvent
bloquer ces pompes d’efflux, augmentant ainsi la puissance des composés antimicrobiens

(Brown et al., 2021).

Les flavonoides qui ont été signalés pour avoir une activité de potentialisation des
antibiotiques agissent en inhibant la pompe d’efflux (Biharee et al., 2020). Silva et al. (2016)
ont rapporté que la quercétine la morine, la rutine et la lutéoline montrent un bon effet
inhibiteur contre le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline SARM en influencant la

pompe d’efflux via la fuite de potassium.

4.3.2.2. Relation structure-activité antibactérienne des flavonoides

Selon le résultat de nombreuses recherches, les chalcones avec un groupe lipophile tel
que I’isoprénoide et les groupes méthoxy aux positions 3, 5’ et 2’ du cycle A sont les
inhibiteurs les plus puissants des souches de SMR (Omosa et al., 2016). Basé sur 1’activité de

I’isobavachalcone, Mbaveng et al. (2008) suggerent que ’anneau A avec le groupe prényle
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présente une bonne activité. De méme, le groupe hydroxyle en 4', 4 et 6 des cycles A et B

augmente 1’activité (figure 23).
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Figure 23 : Relation structure-activité des Figure 24 : Relation structure-activité des

chalcones (Farhadi et al., 2019). Flavanes (Farhadi et al., 2019).
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Figure 25 : Relation structure-activité des Figure 26 : Relation structure-activité des

Flavanols (Farhadi et al., 2019). Flavonols (Farhadi et al., 2019)
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Figure 27 : Relation structure-activité des flavanes (Farhadi et al., 2019)
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L’hydroxylation en position 5 et 7 dans le cycle A est importante sur I’activité

antibactérienne des flavonols contre les souches de S. aureus, en plus, ’hydroxylation sur les

cycles B et C augmente également 1’activité antimicrobienne de ces composés. Le nombre de
groupe glycosylique a la place du groupe hydroxyle en position 3 joue également un role

important sur ’activité antibactérienne (figure 26) (Farhadi et a/., 2019).

Les groupes hydroxyles dans le cycle A (notamment en C-7) sont vitaux pour
I’activité antibactérienne, et dans une autre position comme C-5 et C-6 peut augmenter
I’activité (figure 27). La présence du groupe prényle (C5) en position 6 sans cyclisation de ce
substituant avec le cycle A a également été rapporté pour améliorer 1’activité antibactérienne

(Omosa et al., 2016).
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Chapitre 02 Matériels et méthodes

1. Objectifs de I’étude

Le travail est réalisé¢ au niveau de laboratoire de Bioconversion Génie Microbiologie et
Sécurité Sanitaire (LBGMSS) a I’université de Mustapha Stambouli, Mascara sur une période
allant de 2014-2021.

La conservation de la flore naturelle obéit a un impératif écologique, a une logique
¢conomique et a une obligation déontologique. Le travail qui nous est confi¢ vise a
approfondir la connaissance de trois especes végétales et a les valoriser. Notre étude a été
réalisée sur la partie aérienne de trois plantes poussantes a I’état spontané dans la région Ouest
d’Algérie. Les plantes sont : Ajuga iva (chendgoura), Adiantum capilus-veneris (el zzyata),

Lavandula stoechas (el khila).

Dans un premier temp, on a procédé a une étude phytochimique afin de caractériser les
grands groupes chimiques existés dans les différentes plantes par des tests de caractérisation
chimiques puis on a réalis¢ une extraction des flavonoides suivie par des tests
chromatographiques (CCM, HPLC). Ces composés chimiques sont ceux responsables des

activités biologiques des plantes.

Dans un deusieme temps, on a étudié 1’activité antioxydante et antibactérienne des

extraits.
2. Matériel végétal (récolte, séchage et broyage)

Le choix des plantes utilisées ¢€tait basé sur une enquéte pharmaco-traditionnelle mais
aussi sur leur disponibilité. La récolte d’Ajuga iva, Adiantum capillus-veneris et Lavandula
stoechas a été faite au mois de Janvier, Mars, Avril 2014 (période de floraison) Les plantes

ont été identifiées par Dr Righi.

46



Chapitre 02 Matériels et méthodes

Ajuga iva récolté de Mascara

Position systématique (Israili et Lyoussi,
2009)

Régne : Plantae

Sous-régne : Eucaryotes
Embrenchement : Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Ajuga

Espeéce : Ajuga iva L.

Nom vernaculaire : Chendgoura

Adiantum capillus-veneris récolté d’Ain temouchent

Position systématique (Al-Snafi, 2015)

Régne : Plantae

Sous-régne : Eucaryotes
Embrenchement : Pteridophyta
Classe : Pteridopsida

Ordre : Pteridales

Famille : Adiantaceae

Genre : Adiantum

Espéce : Adiantum capillus-veneris L.
Nom vernaculaire : El ziyata

Lavandula stoechas récolté de Mascara

Position systématique (Chu & Kemper,
2001)

Régne : Plantae

Sous-régne : Eucaryotes
Embrenchement : Spermatophyta
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Lavandula

Espeéce : Lavandula stoechas L.
Nom vernaculaire : El khila

Figure 28: Matériel végétale

La récolte des différentes espéces a été effectuée dans I’ouest et le nord de I’ Algérie a
partir de différents sites. Les situations géographiques des différentes stations sont

représentées dans le tableau 4.
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Tableau 02 : Lieu de récolte des plantes et caractérisiques géographiques des

stations d’études

Plante Station Longitude Latitude Altitude
Ajuga iva Mohamadia 0°4'12" W 35°35"25" N 30 m
(Mascara)
Adiantum Beni saf (Ain|1°23"1"W -35° 188" N 25 m
capillus-veneris | temouchent)
Lavandula Nesmot 0°22"'60" W 35°15'0" N 1200 m
stoechas (Mascara)

Le matériel végétal doit étre séché a 1’obscurité et a température ambiante (25-30°C),
car il est recommandé d’utiliser du matériel végétal séché, congelé ou lyophilisé pour une
meilleure extraction ; dans la mesure ou certains composés antioxydants (certains flavonoides,
en particulier les glycosides) sont instables ou peut étre dégradé par les enzymes du matériel

végétal frais (Bruneton, 1999).

3. Etude phytochimique

3.1. Etude phytochimique qualitative

Elle consiste a caractériser ou a identifier les principaux groupes chimiques d’une

plante a partir d’une méthode d’extraction convenable.

L’analyse phytochimique sommaire est réalisée sur la base des tests de coloration
caractéristiques en vue de mettre en évidence les grands groupes chimiques. A cet effet,

plusieurs types de réactifs ont été utilisés (figures 29, 30, 31).
3.1.1. Préparation des extraits

Les extraits soumis a 1’étude phytochimique qualilative sont préparés par une
macération de 20g de chaque plante broyée dans 150 ml de chloroforme, méthanol et eau
distillée, pendant 72 h sous agitation magnétique. Cette macération est répétée 3 fois en
renouvelant le solvant chaque 24 h. Entre chaque renouvellement du solvant, on filtre par

papier Whatman n°1. Les macérations de chaque solvant sont réunies et concentrées a 80 ml
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sous pression réduite par 1’évaporateur rotatif. Les extraits ainsi récupérés sont conserveés au

réfrigérateur a 4°C (Merghem et al., 1995).
3.1.2. Tests de caractérisation
3.1.2.1. Extrait chloroformique

Les principaux groupes chimiques extractibles en milieu chloroformique selon
Ouedraogoy et al., (2001) sont recherchés et identifiés par des réactions de caractérisation

(figure 29). Ce sont:

Alcaloides bases (Raymond et Cox, 2010),
e Stérols polyterpénes (Venkata et al., 2010),
e (Caroténoides (Potchoo et al., 2008),

¢ Flavones aglyones (Koffi et al., 2009),

¢ Emodols (Raymond et Cox, 2010),

e Huiles volatils (Raahman, 2008),

e Acides gras (Raahman, 2008).

3.1.2.2. Extrait méthanolique

L’extrait alcoolique qui en résulte, susceptible de contenir des groupes de molécules

polaires solubles dans I’alcool (figures 30, 31), ces molécules sont les suivantes:

e Alcaloides sels (Raymond et Cox, 2010),
e Tannins
v’ Test au chlorure ferrique (Karumi et al., 2004)
v’ Test au réactif de Stiasny (Koffi et al., 2009)
e Glycosides cardiaques (Sazada et al., 2009),
e Flavonoides
v’ Test a la soude (Jack et Okorosaye-Orubite, 2008)
v’ Test par la réaction a la cyanidine (Koffi et al., 2009)
e Composés réducteurs (Raymond et Cox, 2010),
e Anthracénosides (Raymond et Cox, 2010),
e Anthocyanes (Potchoo et al., 2008),
e Coumarines (Raymond et Cox, 2010),
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e Acides aminés (Raahman, 2008),

e Hétérosides stéroliques et terpéniques (Raymond et Cox, 2010).
3.1.2.3. Extrait aqueux

Le soluté ainsi obtenu renferme les groupes chimiques les plus polaires, qui comprennent

(figure 32) :

e Saponosides (Karumi et al., 2004),
¢ Amidon (Roger, 2007),
e Polyuronides (Kokate et al., 2008).
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MATERIEL VEGETAL (20 g)

Macération avec le chloroforme (150 ml) pendant 72 h avec renouvelement du solvant touts les 24 h

Filtrrtlon

A\ 4

y

A

20 ml solution chloroformique
cc + 7 ml HCI (10%)

!

+ NH; 10% (jusqu’a pH=8-9)

'

Extraire 3 fois avec le
chloroforme

|

Concentrer a sec

|

Dissoudre le résidu
dans 1,5 ml HCI (2%)

T

0,5 ml 0,5ml  0,5ml
de solt desolt  de solt
+2a3 +2a3 +2a3

gouttes gouttes  gouttes
Réactif ~ Reactif Réactif
de de de
Q/Iayer Wagner Mayer J

Y

Alcaloides bases

A

10 ml solution
chloroformique cc

!

Résidu + 1 ml CH;Cl

l

Filtrer + 1 ml d’acide
acétique + qlq gouttes de
H,SO, concentrées

(réaction de
Liebermann- Burchard)

l

Annecau
Anneau rose
rouge ou
. ou brun-rose
violet l
Polyterpénes Stérols

5 ml solution

chloroformique cc

l

2 a3 gouttes
d’une solution
saturée de
trichlorure
d’antimoine
dans le
chloroforme

(Réaction de
Carr Price)

l

Coloration
bleue devenant
rouge

l

Caroténoides

2 ml solution
chloroformique cc

l

Résidu + 2 ml
de méthanol
50%+2a3

copeaux de

magnésium +

5 gouttes
H,SO,
concentré

(Réaction a
la cyanidine)

Coloration rose
orangée

l

Flavones
aglycones

2 ml solution
chloroformique cc

l

Résidu + 1 ml
d’ammoniaque
25%

(Réaction de
Borntrager)

l

Coloration
rouge

20 ml solution
chloroformique
cc

l

Résidu +
Alcool

l

Solution
alcoolique
concentrée a

Slc
Résidu arome

Huiles
volatils

20 ml solution
chloroformique cc

l

Résidu gras

l

Acides gras

Figure 29 : Représentation des tests phytochimiques a partir de I’extrait chloroformique
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Macération avec le méthanol (150 ml) pendant 72 h avec renouvélement du solvant touts les 24 h

Filtrlation

y

A 4

A 4

+7 ml HCI (10%)

!
|

chloroforme

l

Concentrer a sec

|

Dissoudre le résidu

"

20 ml solution chloroformique cc

+ NH; 10% (jusqu’a pH=8-9)

Extraire 3 fois avec le

dans 1,5 ml HCI (2%)

0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
de solt de solt de solt
+2a3 +2a3 +2a3
gouttes gouttes gouttes
Réactif Réactif Réactif
de de de
\Mayer Wagner Haj erJ

Alcaloides sels

25 ml d’extrait méthanolique + 15 ml HCI
(10%). Portez a reflux pendant 30 mn

.

Refroidir la solution
Extraire 3 fois avec 15 ml d’éther

Smldela
solt
extractive
éthérique
ic
Résidu +
1 ml H0

Yavol +
0.5ml té{zm\;c::;
NH,OH

a10%

Fluorescence
intense en UV

Coumarines

8 ml solt
extractive
éthérique

Réactif de
Borntrager

Teinte vive
variant de :
Orangé-rouge au
violet-pourpre

!

Anthracénosides

Dosage par
NaOH,
virage de
couleur en
fonction de

4<pH<6 pH<3

Vo

COLORATION
Bleue  Rouge

Anthocyanosides

2 ml solution
méthanolique +
1 ml d’acide
acétique glacial
+ qlq gouttes de
FeCl; (5%) +
qlq gouttes de
H,SO,

l

Précipité
vert ou bleu

l

Glycosides
cardiaques
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2 ml solution
méthanolique
+ 5 ml de
mélange de
volumes égaux
de la liqueur
de Fehling A
et B+2 mn de
chauffage au
bain marie

l

Précipité
rouge brique

l

Composés
réducteurs

10 ml solution méthanolique

}

Résidu + 1 ml CH;Cl

l

Filtrer + 1 ml d’acide
acétique + qlq gouttes de
H,SO, concentrées

(Réaction de
Liebermann- Burchard)

oo

Couleur
Anneau rose
bleu, bleu-
ou brun-rose
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Hétérosides Hétérosides
triterpéniques stéroliques




Chapitre 02 Matériels et méthodes

MATERIEL VEGETAL (20 g)

|

Macération avec le méthanol (150 ml) pendant 7f h avec renouvélement du solvant touts les 24 h

Filtration

A

l

1 ml solution méthanolique
+2 ml H,O + 2 a 3 gouttes de
solt. FeCl; (5%)

l l

Coloration Coloration
bleue-noire verte ou
l bleue-verte
Tanins l
galliques Tanins
catéchiques

5 ml solution méthanolique cc

v

Résidu + 15 ml réactif de Stiyasni +
chauffage au bain-marie a 80 °C
pendant 30 mn

'

précipité en gros flocons

l Tanins

Filtration catéchiques

l

Filtrat + acétate de sodium
jusqu’a saturation +2 a3
gouttes de solt. FeCl; (5%)

l

Coloration
bleue-noire
intense

l

Tanins galliques

3 ml solution
méthanolique +
1 ml NaOH
(1/10)

Coloration
jaune-orange

Flavonoides

5 ml solution méthanolique
cc

l

Résidu + 2 ml méthanol
(50%) + 2 a 3 copeaux
de magnésium + 5
gouttes H,SO,

l

Coloration rose orangé
ou violacée

Flavonoides

2 ml solution méthanolique
+ 2 goutes de solution de
Ninhydrine (10 mg de
Ninhydrine dans 200 ml
acétone)

v
Coloration violacée

v

Acides aminés

Figure 30 : Représentation des tests phytochimiques a partir de
I’extrait méthanolique
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MATERIEL VEGETAL (20 g)

v

Macération avec I’eau distillée stérile (150 ml) pendant 72 h avec renouvélement du solvant touts les 24 h

d’amidon

l

Coloration
bleue violacée

l

Amidon

Figure 31 : Représentation des tests phytochimiques a partir de I’extrait aqueux

l

Agiter fortement pendant
2 mn

l

Ecume persistante (en 15 mn)

l

Saponosides

SV
Filtration
\ 4 v \ 4
5 ml de solt. aqueuse + 5 ml de solt. aqueuse + 2 ml de solt. aqueuse
qlq gouttes de réactif 10 ml d’eau + 2 ml d’éthanol

l

Précipité bleu
ou violé

l

Polyuronide
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3.2. Etude phytochimique quantitative
3.2.1. Métabolites primaires

3.2.1.1. Détermination de la teneur en matiére seche

La matiere séche est déterminée par dessiccation d’1g d’échantillon a 105°C jusqu’a

poids constant (AOAC, 1990).
3.2.1.2. Détermination de la matiére organique et minérale

Les cendres (matieres minérales) sont déterminées en incinérant 1g d’échantillon sec
dans un four a moufle a 550°C pendant 5 heures (AOAC, 1990). La teneur en matiere

organique est la différence entre la matiére seche de I’échantillon et les cendres obtenues.
3.2.1.3. Lipides

La teneur en graisse est déterminée a 1’aide d’un appareil Soxhlet. La méthode Soxhlet
est la méthode de référence utilisée pour la détermination des graisses dans les aliments
solides déshydratés. Il s’agit d’une méthode gravimétrique, car 1’échantillon est pesé au début

et la matiere grasse a la fin de I’extraction.

La poudre est pesée (5 g) et placée dans une capsule de cellulose. L’échantillon est
extrait en continu avec de I’hexane bouillant qui dissout progressivement la matiére grasse. Le
solvant contenant la matiére grasse retourne dans le ballon par déversements consécutifs
provoqués par un jeu de siphon dans le coude latéral. Etant donné que seul le solvant peut se
réévaporer, la matiére grasse s’accumule dans le ballon et ce jusqu’a la fin de I’extraction. A
la suite de I’extraction, I’hexane est évaporé sur un évaporateur rotatif, et la maticre grasse est

pesée (Lbekwe & Orok, 2010).
3.2.1.4. Protéines

Le dosage des protéines par la méthode de Kdjeldahl (1983) repose sur la
minéralisation totale des matiéres biologiques en milieu acide, suivie de la distillation de
I’azote sous forme d’ammoniac. En effet, en présence d’un catalyseur de digestion (mélange
de K;SO4, CuSO4 et sélénium), le matériel biologique est minéralis¢é dans de 1’acide
sulfurique concentré chaud (H,SO4) (600°C) pendant 4 heures. En fin de minéralisation,
I’azote existe sous forme minérale [(NH4") 5, SO4*]. Afin de pouvoir distiller I’azote gazeux

par stripping, 1’acide sulfurique doit d’abord étre neutralisé et ’azote gazeux transformé en
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ammoniac gazeux (NHs3). Dans le processus de distillation, 1’azote ammoniacal est emporté
par la vapeur d’eau et piégé dans de 1’acide borique, puis titré avec de ’acide sulfurique
(0,IN). Par conséquent, I’opération est réalisée en trois étapes, a savoir la minéralisation, la

distillation et le titrage.
Minéralisation

L’échantillon (1 g) est introduit dans le matras de 1’appareil a minéralisation
(Gerhardt). On ajoute 15 g de sulfate de potassium, une quantité adéquate de catalyseur (1,2 g
de sulfate cuivrique et une faible dose de sélénium) et 25 ml d’acide sulfurique pur. Apres
avoir homogénéis¢, on chauffe le matras jusqu’a 1’obtention d’une solution claire et verdatre.

Puis laisser refroidir.
N organique + H,SO4—— (NH4),SO4 + H,O +CO,
Distillation

Cette démarche se fait a I’aide d’une unité de distillation (Gerhardt). Le contenu du
ballon a été transféré dans le ballon de distillation. Ajouter ensuite 80 ml d’eau distillée
(goutte a goutte) et 80 ml d’une solution d’hydroxyde de sodium (33%). Un bécher contenant
25 ml d’acide borique (4%) est placé a 'autre extrémité du dispositif. La distillation du

mélange a été démarrée en chauffant le ballon pour récupérer plus de 50 ml de distillat.
NH;" + OH" —— NH;3 + H,0
Titrage

Le titrage est effectué¢ avec H,SO4 (0,1N) en plagant le bécher sous une burette. On
laisse couler I’acide sulfurique jusqu’a ce que la couleur passe du jaune clair au rose pale. On

reléve le volume de H,SO4 correspondant a la neutralisation (Norme Algérienne, 1992).

N%=0,014x0,1xVx100/P

V: volume de H,SO4 versé dans burette lors de titrage en ml,
P : prise d’essai en gramme,
0,014 : correspondre a 1’acide sulfurique,

0,1 : normalité de H,SOy,.
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N : ’azote

Protéines % = N% x 6,25

6,25 : facteur de conversion pour les protéines végétales
3.2.1.5. Sucres

Pour déterminer les sucres totaux dans les échantillons, nous avons appliqué la
méthode de Dubois et al. (1956). La présence d’acide sulfurique a chaud permet de
déshydrater les glucides en dérivés du furfural, qui se combinent avec le phénol en produisant
une couleur rose saumon permanente (le glucose fournit I’hydroxyfurfural). L absorbance est

mesurée a une longueur d’onde de 490 nm.

Le protocole d’extraction consiste a faire bouillir 10 grammes de mati¢re végétale
séche dans 100 millilitres d’éthanol a 60 % pendant 20 minutes. Aprés refroidissement,

I’extrait est filtré (Langemeier & Rogers, 1995).

Pour chaque échantillon, nous procédons comme suit : 1’addition de 1 ml d’échantillon
a 1 ml de phénol a 5 % m/v (5 g de phénol dans 100 ml d’eau distillée glacée). Tout est
homogénéisé par le vortex. Ensuite, nous ajoutons 5 ml de H,SO4 concentré. Le mélange est
incubé au bain-marie a 100°C pendant 5 minutes. Ensuite, les échantillons ont été incubés a
I’obscurit¢ pendant 30 minutes. La lecture de 1’absorbance a ¢été réalisée par un
spectrophotomeétre (JANWAY 6405, UK) a une longueur d’onde de 490 nm sur un blanc
contenant toutes les solutions a I’exception de [D’extrait. Pour déterminer la courbe
d’¢étalonnage, dix solutions étalons de glucose avec une concentration allant de 0 a 200 pg/ml
ont été préparées (I’eau physiologique stérile a été utilisée comme diluant). Une fois
I’absorbance de chaque concentration déterminée, une courbe d’étalonnage est établie. La
quantité des sucres Q (mg) que renferme chaque échantillon est déterminée selon 1’équation

suivante :

0 = IxVxC/P

C ¢étant la concentration de sucres de I’échantillon, dégagée a partir de la courbe d’étalonnage,
V : volume d’échantillon,

P : poids de I’échantillon.
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3.2.2. Métabolites secondaires

Dégraissage du matériel végétal

Une quantité de 2 g du matériel végétal réduit en poudre est dégraissée avec 100 ml
d’éther diéthylique pendant 2 h a I’aide de I’appareil soxhlet. Cette poudre sera destinée aux

différents dosages des métabolites secondaires (Harisaranraj et al., 2009).
3.2.2.1. Flavonoides

Cinq grammes du matériel végétal sont mélangés a 50 ml de méthanol a 80 % ; le
processus d’extraction est réalisé a température ambiante. Le mélange est promptement filtré,
puis réextrait trois fois par le méme solvant. Les différents filtrats recueillis sont réunis et
évaporés pour obtenir un résidu sec, dont la masse représente le rendement en flavonoides

pour 5 g de matériel végétal (Okwu, 2005).
3.2.2.2. Tanins

Les tanins sont extraits avec de I’acétone a 70%. Dix grammes de matériel végétal sont
soumis a une macération dans 100 ml du solvant durant 30 minutes. Cette opération est
répétée trois fois. Apres avoir été filtré et évaporé, le résidu sec est pesé pour déterminer le

taux des tannins. (Troszynska et Ciska, 2002).
3.2.2.3. Saponosides

10 grammes de matériel végétal est mélangé avec 100 millilitres d’éthanol a 20 %.
L’extraction a été réalisée dans un bain-marie a 55°C sous agitation. Cette phase a duré 4
heures et a été répétée une seconde fois pour le résidu obtenu apres filtration. Les filtrats
recueillis ont été concentrés jusqu’a un volume égal a 40 ml. Ensuite, nous avons réalisé une
série d’extractions liquide-liquide. Pour cela, on utilise deux fois 20 ml d’éther. Ensuite, on
¢limine la phase d’éther et on commence la deuxiéme extraction liquide-liquide avec du n-
butanol en ajoutant trois fois 40 ml de n-butanol a la phase aqueuse obtenue apres I’extraction
a I’¢ther. La phase de n-butanol est lavée deux fois avec 20 ml de solution de NaCl a 5%, puis
concentrée en un résidu sec dont le poids représente le rendement en saponine (Harisaranraj et

al., 2009).
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3.2.2.4. Alcaloides

Un mélange de 5 g d’échantillon et 200 ml d’acide acétique a 10 % dans de I’éthanol,
est recouvert et laissé pendant 4 heures. On filtre et concentre 1’extrait au bain-marie jusqu’a
un quart du volume initial. L’hydroxyde d’ammonium concentré a été ajouté goutte a goutte a
I’extrait jusqu’a précipitation complete. Le précipité obtenu a été rincé avec une solution
diluée d’hydroxyde d’ammonium et filtré. Le résidu est un alcaloide, qui a été séché et pesé

(Doherty et al., 2010).
3.2.2.5. Huiles essentielles

L’hydrodistillation vise a amener a ¢ébullition un mélange d’eau et d’un produit
naturel, pour ensuite condenser les vapeurs. L’eau bouillante permet aux cellules du produit
naturel de s’éclater, et libérent les espéces aromatiques. Les huiles essentielles sont tres

volatiles et sont ensuite emportées par la vapeur (Ruest & Mongrain, 1999).

Le processus a ¢été effectué¢ a 1’aide d’un équipement de distillation simple. Dans un
ballon de 1 litre, nous avons mis 500 millilitres d’eau distillée et des pierres a ponces puis, on
ajoute 120 g de la substance dont nous voulons extraire les huiles essentielles. Le mélange est
soumis au reflux. La vapeur d’eau entraine des produits organiques volatils, qui sont
condensés dans le réfrigérant et recueillis a I’autre extrémité du montage. Le distillat obtenu
contient deux phases : une phase aqueuse et une phase organique. Les huiles essentielles sont

ensuite récupérées par extraction liquide-liquide.

La phase organique renferme la plupart des composés odorants et la phase aqueuse en
contient une partie. Afin de récupérer cette quantité, on ajoute du sel au mélange et on agite le
mélange jusqu’a ce que le sel soit completement dissous. L’ajout du sel chasse le peu d’huile

qui s’était dissoute dans ’eau : c’est le relargage.

On verse le distillat et I’hexane (v/v) dans I’ampoule a décanter et on agite pendant au
moins deux minutes en maintenant le bouchon en place et en n’oubliant pas de relacher de
temps en temps la surpression : le dégazage s’effectue par écoulement de 1’air vers le vitre de
protection. L’hexane a une densité de 0,684 (Protrade, 1994), la phase aqueuse est donc ici la
plus dense : il faut d’abord 1’éliminer avant de récupérer la phase organique, qui est la moins

dense.
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Un agent déshydratant, le sulfate de magnésium anhydre, est utilisé pour éliminer le

peu d'eau qui a pu étre retenu dans la phase organique. Cette opération correspond au séchage.

Le solvant organique, I’hexane, est éliminé a 1’aide d’un évaporateur rotatif. Il est

important de ne pas surchauffer le bain de 1’évaporateur rotatif.

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le
poids de la plante a utiliser. Le rendement, estimé en pourcentage, est formulé par la relation

suivante:

R=(Py/Pp) x 100

Ou:
R : rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage,
Py : poids de I’huile en gramme,

Pp : poids de la plante en gramme.

4. Extraction des flavonoides

4.1. Préparation des extraits bruts méthanoliques

La procédure de Merghem et al. (1995) a été poursuivie pour extraire les flavonoides
en utilisant des solvants organiques de polarité croissante. Selon cette méthode, 100 g de la
poudre sont mélangés a 1 litre de méthanol et d’eau distillée (85/15 v/v). Le mélange a été
agité pendant une nuit a 4°C et laissé au repos pendant quelques heures. La fraction flottante a
ensuite été filtrée pour obtenir le filtrat 1, ceci est conservé a 4° C. L’extraction a été répétée
une fois et le précipité a été compléte a 1 litre avec du méthanol a 50% pour obtenir le filtrat 2

qui a été ajouté au filtrat 1.

Les macérations hydroalcooliques sont ensuite rassemblées et évaporées a sec sous
vide a I’aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu sec est ensuite repris dans de 1’eau distillée
bouillante (200 ml) qui dissout quantitativement les composés phénoliques ; une décantation
de 12 heures au réfrigérateur complétée par une ou plusieurs filtrations permet de débarrasser
les "boues" (graisse, résine). Cette purification facilitera largement les analyses

chromatographiques.
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4.2. Fractionnement

Différentes étapes ont été franchies pour obtenir les différentes fractions (phases).

L’extrait brut ainsi obtenu a été confronté plusieurs fois a différents solvants organiques :

e Ether diéthylique : permet de retenir les pigments chlorophylliens, les caroténoides et
les lipides.

e Acétate d’éthyle : cette extraction a pour effet d’éliminer les mono-glucosides et
partiellement les di-o-glucosides.

e Mc¢éthyléthylcétone (butanone) : ce solvant permet de retenir essentiellement les di-o-

glycosides, tri-o-glycosides et c-glycosides restants.

Ces confrontations sont réalisées dans des ampoules a décanter. La phase aqueuse et le
solvant (v/v) sont mélangés vigoureusement en laissant a chaque fois s’échapper les gaz du
produit. Aprés une pause d’une heure et demie, la phase aqueuse et le solvant utilis¢, chargé
de polyphénols et flavonoides, sont séparément récupérés. Pour chaque solvant (chaque
partition), I’opération est répétée deux ou trois fois pour un entrainement maximal des

groupes polyphénoliques.

Apres avoir effectué plusieurs lavages, les phases aqueuses résiduelles sont aussi prises.
Les différentes phases sont évaporées a sec au rotavapour et récupérées dans le méthanol pour
les dosages, le diagnostic chromatographique et I’activité antioxydante et dans le DMSO pour

I’activité antibactérienne.

Le schéma ci-dessous présente les différentes étapes de I’extraction :
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i Matériel végétal sec et broyé |

- Extraction avec le méthanol
P 85 %
D - Agitation une nuit a 4 °C
- Filtration
v l
Filtrat 1 Précipité 1

- Extraction avec le
méthanol 50 %

- Agitation 4 h a 4°C

- Filtration

v \ 4 v
Filtrat 1+filtrat2 |« Filtrat 2 i Précipité 2 |
- Filtration

<+—— - Evaporation
v - Récupération

<+—— Extraction avec I’éther diéthylique
v

\ 4 \4

Phase organique Phase aqueuse
EEd

<+—— Extraction avec I’acétate d’éthyle

l v
Phase organique i Phase aqueuse |
EAc

<« Extraction avec le n-butanol
v
Phase organique Phase aqueuse
EBt EAq
y v v v

Evaporation a 40 °C jusqu’a ¢élimination des solvants

Figure 32 : Etapes de I’extraction des flavonoides par la méthode de Merghem et al., 1995.
(EBr) extrait brut, (EEd) extrait d’éther diéthylique, (EAc) extrait d’acétate d’éthyle, (EBt) extrait butanolique,
(EAq) extrait aqueux.
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4.3. Calcul du rendement en extrait sec

Le rendement des quatre phases (EBr, EAc, EBt, EAq) des trois plantes en extrait sec

peut étre déterminé en calculant le rapport suivant

Rdt (%) = (P1 — P2) x 100/ P3

P1 : poids du ballon aprés évaporation,
P2 : poids du ballon avant évaporation (ballon vide),

P3 : poids de la matiere végétale de départ.
4.4. Dosage des polyphénols

Les métabolites secondaires représentent un large éventail de molécules végétales,
dont le contenu et la nature chimique varient énormément d’une espéce a 1’autre. Pour la
quantification des phénols totaux, plusieurs méthodes analytiques peuvent étre envisagées. Le

procédé d’analyse par le réactif de Folin Ciocalteu est le plus employé.

Ce réactif est composé d’un mélange d’acide phosphotungstique (H; PW; Og) et
d’acide phosphomolybdique (H; PMOj; O4). Par oxydation, il est réduit en un mélange
d’oxydes bleus. La coloration obtenue est en relation avec la quantit¢ de polyphénols

contenus dans I’extrait analysé (Boizot & Charpentier, 2006).

Les polyphénols ont été quantifiés par analyse spectrophotométrique, conformément

au protocole adopté par Miliauskas et al. (2004).

Nous procédons a mélanger 1 ml d’extrait (2 concentration connue) de la plante avec 5
ml de Folin Ciocalteu (2 M) dilué 10 fois et 4 ml de carbonate de sodium (Na, CO3) a une
concentration de 75 g/l. Nous mesurons I’absorbance a 765 nm, aprés 1 heure d’incubation a
température ambiante par rapport au blanc (contenant toutes les solutions sauf 1’extrait). La
courbe d’étalonnage est établie avec 1’acide gallique, en appliquant les mémes étapes du
dosage. La concentration des composés phénoliques dans les extraits secs est calculée en

utilisant 1’équation : y = 0.001x + 0.020 obtenue a partir du graphique standard de 1’acide
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gallique (figure 33) et elle est exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par

grammes du poids d’extrait (mg EAG/g E). Les lectures sont reprises 3 fois.

0,5 1
0,45 - y=0.001x + 0.020
0,4 - R2=0.996
0,35 -
0,3
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

O T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300

Absorbance (765 nm)

Concentration en mg/ml

Figure 33 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (mg/ml)

4.5. Dosage des flavonoides

La détermination des flavonoides est effectuée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium et a la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune
avec les flavonoides et la soude forme un complexe rose qui absorbe dans le champ visible a

510 nm (Weirong et al., 2010).

La détermination des flavonoides a été réalisée en utilisant la méthode colorimétrique
développée par Ardestani & Yazdanparast (2007). 500 ul de chaque extrait des trois plantes
étudiées ont été mélangés séparément avec 2 ml d’eau distillée, puis 150 pl d’une solution de
nitrite de sodium a 15% (NaNO,) ont été ajoutés. Aprés 6 minutes, 150 pl de chlorure
d’aluminium a 10% (AICI3, 6H,0) ont été ajoutés au mélange. Ensuite 2 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH) a 1 M est introduit dans le tube et complété immédiatement le volume final a
5 ml. Par rapport au blanc (contenant toutes les solutions sauf 1’extrait), la lecture est
effectuée par un spectrophotomeétre apres 15 minutes a 510 nm. En méme temps, la catéchine
a ¢té utilisée comme controle positif, et la courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes
conditions expérimentales. La concentration des flavonoides est calculée en utilisant
I’équation : y = 2.619x + 0.022 obtenue a partir du graphique standard de la catéchine (figure
34) Les résultats sont donnés en milligrammes d’équivalents de catéchine par gramme de

matiere végétale seche (mg CE/g E).
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y=2.619x+0.022
0,7 1 R2=0.989

0,6 -
0,5 -
04 -
03 -
02 -
0,1 -
0 : : : : : .
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Absorbance (510 nm)

Concentration en mg/ml

Figure 34 : Courbe d’étalonnage de catéchine (mg/ml)

5. Chromatographie des extraits

La chromatographie solide-liquide est une technique de séparation ou le phénomeéne
d’adsorption peut étre considéré comme prédominant. Chaque soluté est soumis a deux

forces:

e Une force d’entrainement par adsorption sur I’adsorbant fixe polaire,

e Unr force d’entrainement par éluant plus ou moins apolaire. L’¢éluant est composé
d’un solvant vecteur peu polaire et peu visqueux et d’un solvant actif plus ou moins
polaire dont il faut rechercher la proportion idéale pour obtenir une bonne séparation

des solutés (Heftmann, 2004).
5.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Une plaque de CCM se compose d’un support en aluminium sur le quel est fixé une
fine couche d’un milieu d’adsorption (gel de silice) comme phase stationnaire. On la place en
position verticale ou légeérement inclinée dans une cuve en verre. Elle repose contre 1’'une des
parois et est immergée d’environ 0.5 cm dans la phase mobile, qui est constituée d’un ou
plusieurs solvants, et dont les vapeurs auront préalablement saturé¢ la cuve fermée.
L’¢échantillon a étudier, déposé a 1’état liquide par une micropipette (5 pl) et éventuellement

séché, sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile vers le
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haut de la plaque. Le comportement de chaque molécule sur la plaque dépend des interactions

existantes entre soluté, phase mobile et phase stationnaire.

Le systeme utilisé pour les fractions acétate d’éthyle, n-butanol, hydrométanolique et
aqueuse est le suivant : Toluéne / n-Butanol / Méthanol / Ether de pétrole (40 / 30 / 30 / 05).

L’identification des substances isolées se fait par différentes méthodes:

e Directement si les substances sont colorées,

e A l'aide d’un révélateur si elles sont incolores afin de les transformer en taches
colorées. La plupart des substances dont 1’absorption est supérieure a 230 nm sont
¢tudiées par irradiation avec une lumiere UV a ondes courtes (254 nm) ou a ondes
longues (366 nm). Le caractére d’une des molécules dans un systeme déterminé est
défini par son Rf (rapport frontal), qui est le rapport entre la distance que parcourt
cette molécule et celle que parcourt la phase mobile (front de solvant) et qui est donc

compris entre 0 et 1 (Hostettmann et a/., 1998).

Apres développement du chromatogramme, la plaque est séchée a température ambiante

puis examinée a I’UV a la longueur d’onde 256 nm et 366 nm.
5.2. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC-DAD-ESI-MS)

La chromatographie liquide haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(MS) nous permet de séparer et d’identifier qualitativement des constituants d’un mélange
liquide. De plus, cette méthode est utilisée pour confirmer la présence des flavonoides dans

les extraits.

L’identification des différents extraits a été réalisée au niveau du laboratoire de bio-

végétale de I’Université « Ebdelhamid Ibne Badice » a Mostaganem.

L’identification chimique des fractions a été réalisée a ’aide d’un appareil HPLC
Shimadzu Prominence-I équipé d’une pompe (iLC-2030 3D), d’un détecteur DAD (Surveyor
UV-Vis Array) et d’un spectrométre de masse LCQ Advantage (tous de Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), couplés par une source d’ionisation ¢lectrospray (ESI). Les
flavonoides ont été séparés sur une colonne Ascentis Express C-18 (150 mm x 4.6 mm, taille
des particules 2.7 pm) a 25°C (Supelco, Bellefonte, PA, USA). L’¢luant A ¢tait 'acide

acétique solution aqueuse (0.075%) et I’¢luant B était une solution de méthanol-acide acétique
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(0.075%). La séparation a été réalisée dans une étape isocratique : 2% de B pendant 5 min,
suivie d’un gradient linéaire de 2% a 20% de B en 15 min, puis a 100% de B en 65 min et
100% de B en 68 min avec un débit de 0.8 ml/min et un volume d’injection de Sul. Les

chromatogrammes ont été enregistrés a 280 nm.
6. Evaluation des activités antioxydantes

Préparation des solutions d’extraits

Une gamme de dilution de chacun des extraits a été¢ ¢élaborée pour en déterminer
I’activité antioxydante. Le méthanol a ¢été utilisé pour solvabiliser I’extrait sec, les
concentrations utilisées ¢étaient : C;=1000 pg/ml, C,=500 pg/ml, C;=250 pg/ml,
Cs=125 pg/ml, Cs=62.5 pg/ml, C¢=31.25 pg/ml, C;=15.625 pg/ml, Cs=7.81 npg/ml,
Co=3.90 png/ml, C;(p=1.95 pg/ml.

6.1. Piégeage des radicaux DPPH’

Le pouvoir antiradicalaire d’une molécule peut étre apprécié par une technique

colorimétrique en utilisant des radicaux de substitution dont le radical 1,1-diphényl-2-

picrylhydrazyl appelé DPPH' (figure 35).

Le radical DPPH présente en effet, a température ambiante et en solution, une intense
coloration violacée. Son passage a la forme non-radicalaire, aprés saturation de ses couches

¢lectroniques, est accompagné d’une extinction de la coloration violette (Kouamé et al., 2009)

(figure 35).

DPPH (radical libre) DPPH (radical capté)

Figure 35 : Forme libre et réduite du DPPH (Kouamé et al., 2009)
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Les solutions a analyser pour leur pouvoir antiradicalaire sont solubilisées dans du

méthanol a différentes concentrations. 50 ul de ces solutions sont mélangés a 1950 ul d’une

solution méthanolique de DPPH’ (6.10° M). Ce mélange est fortement agité pendant 30

secondes, puis incubé durant 30 minutes a température ambiante dans 1’obscurité. Ensuite, on

mesure I’absorbance du mélange réactionnel a 517 nm par rapport a un blanc de méthanol pur

(Shimada et al., 1992). L’acide ascorbique et la catéchine ont été utilisés a des fins de

comparaison (figure 36).

Finalement, on a évalué¢ I’activité antiradicalaire des composés testés vis-a-vis d’une

solution méthanolique de radicaux DPPH .

-50 pl d’extrait O
-1950 pl solution
méthanolique de
DPPH Incubati

oo > » Absorbance a 517 nm

30 min a

température
ambiante
_/
Le test

-50 pl d’acide
ascorbique, catéchine
-1950 pl solution

méthanolique de Incubation — ) Absorbance 8517 nm
DPPH N
30 min a
température
ambiante

Le control positif

Figure 36: Test de DPPH

Le pourcentage d’inhibition de la production de radicaux libres DPPH’ est calculé

selon la formule suivante :

PI= (1 -DO Molécule a tester/DO 100%) x 100
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PI : pourcentage d’inhibition
DO Molécule 3 tester - absorbance de la solution des molécules a tester en présence du DPPH’

DO 109v : absorbance de la solution contenant uniquement la solution de DPPH’

ICso a été calculée a partir du graphique de régression linéaire et elle correspond a la
concentration de substrat qui inhibe 50% des radicaux DPPH™ présents dans le milieu

réactionnel.
6.2. Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Le potentiel réducteur d’un extrait est en corrélation avec sa capacité antioxydante.
L’activité réductrice du fer de nos extraits est évaluée selon la méthode d’Oyaizu (1986), qui
repose sur la réduction chimique du fer (III) présent dans le complexe Ki;Fe (CN)g en fer (II).
On détermine I’absorbance du milieu réactionnel a 700 nm. Une hausse de 1’absorbance

indique une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

A 1 ml de chaque extrait & différentes concentrations dans le méthanol, on ajoute 2.5
ml de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 ml de ferrocyanure de potassium [KsFe
(CN)s, 1%]. Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min dans un bain-marie. Apres
incubation, 2.5 ml d’acide trichloracétique (TCA 10%) sont ajoutés au mélange, qui est
centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. 2.5 ml du surnageant sont mélangés avec 2.5 ml d’eau
distillée et 0.5 ml d’une solution de FeCl; (0.1%) fraichement préparée dans de 1’eau distillée,

et le mélange est incubé a 35 °C pendant 20 min (figure 37).

L’absorbance est mesurée a 700 nm par rapport a un blanc contenant toutes les

solutions sauf I’extrait et le chlorure ferrique.

La valeur ECs correspond a la concentration efficace donnant une absorbance de 0.5
pour le pouvoir réducteur et elle a été obtenue a partir d’une analyse de régression linéaire. Le

controle est réalisé par différentes concentrations de catéchine et d’acide ascorbique.
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6.3. Test de peroxydation lipidique

Figure 37 :

Test de réduction du fer

La peroxydation lipidique est un mécanisme bien établi des Iésions cellulaires chez les

plantes et les animaux et est utilisée comme un indicateur du stress oxydatif dans les cellules

et les tissus. Les peroxydes de lipide sont instables et se décomposent pour former une série

complexe de composés dont les composés carbonylés réactifs. Les peroxydes d’acides gras
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polyinsaturés génerent le malondialdehyde (MDA). Le MDA réagit avec le TBA en donnant

un pigment rose dont I’intensité est mesurée a 532 nm (Singh et al., 2007).

Le test est réalisé selon le protocole décrit par Tatyia & Saluja (2010). Le mélange
contient 0.5 ml d’homogénat (10 %), 1 ml de KCl (0.15 M) et 0.5 ml de différentes
concentrations de chacun des extraits. La peroxydation lipidique est initiée par 1’ajout de 100
ul de chlorure ferrique (1 mM). Le mélange réactionnel est incubé pendant 30 min a 37°C.
Apres incubation, la réaction est stoppée par 1’ajout de 2 ml de HCI glacé (0.25 N) contenant
15% acide trichloroacétique (TCA) et 0.38 % acide thiobarbiturique (TBA), et 0.2 ml de
Butylated hydroxyl toluene (BHA, 0.05 %). Ces mélanges réactionnels sont chauffés pendant
60 min a 80 °C, refroidie et centrifugée a 6900 rpm pendant 15 min. L’absorbance du
surnagent est mesurée a 532 nm contre un blanc qui contenait tous les réactifs a I’exception
d’homogénat de foie et D’extrait. Des expériences identiques ont été effectuées pour
déterminer le normale (sans extrait et FeCls) et le niveau de peroxydation lipidique dans le

tissus (avec du FeCl; et sans extrait) (figure 38).
Préparation d’homogénat

Apres dissection des rats, le foie est rapidement prélevé, bien rincé avec I’eau
physiologique et homogénéisé a 4 °C dans une solution de KCL (0.15 M) a raison de 10 %.
L’homogénat obtenu est centrifugé a 800 rpm pendant 15 min pour éliminer les débris
cellulaires, le surnagent est récupéré pour étudier I’antiperoxydation lipidique in vitro (Singh

et al., 2007).
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TCA, 0.38% TBA)

0.2 ml BHA
F
-0.5 ml d’homogénat N N N = 4 5
-1 ml KCl .W
-0.5 ml d’extrait Incubation Chauffage Centrifugation ) Absorbance
-100 pl FeCl; > —> > = (surnagent)
30 min 4 37°C 60 min & 6900 rpm 1‘1"‘"‘?’ 53 nm
80°C 15 min | - Jw i
| = —
- _/ _/
Le test
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Figure 38 : Test d’activité antiperoxydation lipidique
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Le pourcentage d’effet antiperoxydation lipidique (APL%) est calculé par la formule

suivante :

APL% = (DO FeCI3 — DO extrai) x100/DO FeCi3 — DO normal

L’IC50 est la valeur qui correspond a 50% d’antiperoxydation lipidique, et elle a été

obtenue a partir d’une analyse de régression linéaire.
7. Evaluation de ’activité antibactérienne

Dans cette étude, nous avons testé les extraits de différentes especes végétales contre
des souches bactériennes pathogénes qui sont actuellement impliquées dans les infections

nosocomiales et dont certaines ont acquis une résistance aux antibiotiques.

Dans un premier temps, nous avons testé¢ I’action de ces extraits par une méthode
rapide (la méthode de diffusion sur disque). Les produits qui se sont révélés actifs (résultat
révélé par I’apparition d’une zone d’inhibition), ont été évalués pour leur activité par la
méthode de microdilution afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la

concentration minimale bactéricide (CMB).
7.1. Préparation des solutions d’extraits

Les différentes fractions de flavonoides sont évaporées a sec et dessous dans le
DMSO. Les extraits sont stérilisés par filtration a travers un papier filtre de 0.45 pm de
diamétre (Joffin & Leyral, 2001). Un test préliminaire est réalis¢ pour déterminer I’effet de

DMSO a des pourcentages différents sur la croissance microbienne.
7.2. Souches utilisées

Des souches cliniquement isolées ont été testées : Vibrio cholerae (selles), Proteus
mirabilis, Acinetobacter bumannii, Streptococcus pneumoniae et Klebsiella pneumoniae
(crachats). Ainsi que des souches de référence fournies par le Laboratoire de Bioconversion,
Génie Microbiologique et Sécurit¢ Sanitaire (BGMSS) a D'université de Mascara et le

Lboratoire des Substances Naturelles a 1’université de Tlemcene :

e Staphylococcus aureus (Gram positif) : ATCC25923
o Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif) : ATCC25853
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e Escherichia coli (Gram négatif) : ATCC25922

e Bacillus cereus (Gram positif) : ATCC10876

o Salmonella typhymurium (Gram négatif) : ATCCI13311
e Listeria monocytogenes (Gram négatif) : ATCC15313

e (itrobacter freundii (Gram négatif): ATCC8090

7.3. Revification et controle de pureté des souches

Les souches bactériennes conservées dans de la gélose nutritive inclinée a 4 °C, sont
revivifiées dans du bouillon nutritif a 37°£1 °C pendant 24 h, puis ensemencées en strie sur
boite contenant de la gélose au cetrimide pour les Pseudomonas aeruginosa, la gélose
Hektoen pour les Enterobacteriaceae et Acinetobacter bumannii, la gélose Chapman pour
Staphylococcus aureus, la gélose Colombia au sang frais pour les Streptococcus pneumoniae,
la gélose Oxford pour les Listeria monocytogenes, la gélose thiosulfate-citrate-sels biliaires-
saccharose (TCBS) pour les Vibrio cholerae et la gélose Mossel pour Bacillus cereus. Apres
incubation a 37+1 °C pendant 24 h, on procéde a une coloration de Gram afin de vérifier leur

pureté.

7.4. Préparation des inoculums

La méthode de préparation des inoculums est celle décrite par Atwal (2003) qui
consiste a préparer, a partir d’'une culture de 18-24 h de la bactérie étudiée sur le milieu
gélosé, une suspension en solution saline (0.85 % NaCl) équivalente au standard
MacFARLAND 0.5 (10° UFC / ml). Cette suspension peut étre obtenue par la mesure de la
densité optique (DO) égale a 0.1 lue a 625 nm.

L’inoculum ainsi préparé est ensuite dilué au 1/100°™ dans de 1’eau physiologique

stérile pour obtenir une concentration finale de 10° UFC / ml.
7.5. Milieu de culture

Les tests ont ¢été¢ réalisés sur milieu gélosé et liquide de Muller-Hinton qui est
considéré comme le milieu de référence pour les tests antibactériens selon les
recommandations internationales (NCCLS, 2002) du fait qu’il contient tous les éléments

requis pour une bonne croissance des bactéries.
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7.6. Controle de qualité des souches : Antibiogramme

Pour assurer la validité des résultats obtenus, un controle de qualité a été effectué¢ par
la réalisation d’un antibiogramme vis-a-vis des antibiotiques (tableau 05). Les résultats sont
interprétés par mesure du diametre en mm de la zone d’inhibition autour du disque (Joffin &

Leyral, 2001).

L’¢étude de I’antibiogramme a été effectuée selon la méthode classique de diffusion de

I’antibiotique sur gélose congue par Chabert en 1973.

Pour la préparation des inoculums, on a utilis¢ la méme méthode citée ultérieurement.
Les boites de Pétri sont coulées et ensemencées, ensuite, a I’aide d’une pince stérile, nous
avons placé sur la gélose (MH) séchée les différents disques d’antibiotiques choisis, puis les
boites sont laissées séchées durant 30 minutes a la température ambiante pour avoir une bonne

diffusion de I’antibiotique. Elles sont ensuite mises a I’étuve a 37+1 °C pendant 18 a 24 h.

Tableau 03: Antibiotiques choisis pour I’antibiogramme

Antibiotique Signe | Charge
Erythromycine E 15 Ul
Gentamycine GM 10 UI
Tétracycline TE 30 ug
Spiromycine SP 100 pg
Amoxicilline AMX | 25pug
Ampicilline AM 10 ng

7.7. Préparation des disques

Les disques de papier poreux utilisés dans les différents tests de sensibilité ont été
préparés comme décrit par Okigbo et al. (2009). Des disques de 5 mm de diamétre préparés a

partir de papier Wathman No. 1 ont été bouillis pendant 1 heure dans de I’eau distillée pour
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libérer les résidus contenus dans le papier. Les disques ont été séchés et autoclavés pendant 20

minutes a 120°C et sont devenus utilisables.

7.8. Tests microbiologiques

7.8.1. La méthode de diffusion des disques sur gélose

Le principe de cette méthode, largement utilisée en microbiologie, est basé sur la
diffusion du composé antimicrobien dans un milieu solide, dans une boite de Pétri, a partir
d’un point précis, avec la création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de

contact entre le produit et le micro-organisme.

L’effet du produit antimicrobien sur la cible est évalué par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition, la souche de micro-organisme sera

classée comme sensible, intermédiaire ou résistante.

Des disques stériles préalablement préparés sont imprégnés de 20 pl d’extraits a une
concentration de 100 mg/ml. Le milieu de culture Muller Hinton (MH) est versé¢ dans des
boites de Pétri stériles. On le laisse se solidifier pendant 15 minutes, sur lequel on place 1 ml
d’inoculum préalablement préparé¢ et on I’ensemence avec un rateau. Ensuite, a I’aide d’une
pince stérile, les disques chargés d’extraits sont transférés dans la boite inoculée. Les disques

sont espacés de 24 mm au centre (figure 39).

Apres incubation a 37°+1°C pendant 24 h, les résultats sont lus en mesurant le diameétre de la

zone d’inhibition en mm, incluant le disque (Lino & Deogracious, 2006).

L’activité antimicrobienne est considérée comme positive a partir d’un diamétre supérieur a 6
mm selon le comité de 1’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (Rios et al.,

1988).

Disques de 5 mm

% % chargés d’extrait

Déposition des

Ensemencement .
— e
>
_ >

Incubation 24 h
a37°C

Figure 39 : Méthode de diffusion sur disque
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7.8.2. Détermination de la CMI et la CMB par la méthode de microdilution

Ce test est réalisé a 1’aide de microplaques stériles a 96 puits selon le protocole décrit
par Akomo et al. (2009) et Radojevic et al. (2012) pour la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale bactéricide (CMB). Dans chaque
puit, on a porté 50 pl de bouillon Muller Hinton, puis 50 pul de I’extrait (100 mg/ml) est ajouté
en premier puit, puis une série de dilutions binaire est réalisée (1/2), ensuite 50 pl de la
suspension bactérienne de 18 heures (10° UFC/ml) sont ajoutés & chaque puits. En paralléle,
des tests témoins ont été réalisés. Les plaques sont agitées et incubées a 37°C pendant 24
heures. A ’aide d’un spectrophotométre et a une longueur d’onde de 620 nm, 1I’absorbance est
lue et la concentration la plus faible ne présentant aucune culture (pas de trouble) est

considérée comme la CMI et est exprimée en pg/ml (figure 40).

50 pl d’extrait a

tester (100mg/ml) O

50 pldu
bouillon
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e | || QOOO0O00)
OCO00000
Témoin positif: O O O O O Q O
moman: | || OOOOOOO
o CO0000
OCO00OC
OCO0000
OO0O0O0

Dillution binaire
12

000010000
92022395}

0000

OOO0O00000
00000000
OOO00O0000

_O

50 ul reietés

Microplaque

__— 50 pl de suspension microbienne

@—- 50 pl d’extrait et de bouillon MH

Figure 40: Détermination de la CMI par la méthode de microdilution
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La CMB est définie comme la concentration la plus faible qui tue 99,99% de la charge
initiale d’inoculum, pour la détermination de la CMB, 100 pL de chaque puits qui n’a montré
aucun changement dans la culture a I’oeuil nu sont inoculés sur une gélose nutritive et incubés
a 37°C pendant 48 heures et la concentration la plus faible qui ne montre aucune croissance

apres incubation est considérée comme la CMB.

8. Analyse statistique

Les expériences ont été effectuées en triplicata et les résultats on été exprimés en
moyenne £ SEM (erreur standard de la moyenne) (n = 3). Les résultats des différents tests
sont analysés par ANOVA. Les valeurs de p inférieur a 0.05 (p<0.05) sont considérées

statistiquement significatifs.
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1. Analyse phytochimie

Les trois plantes étudiées sont soumises a une analyse phytochimique qui permet de
déterminer qualitativement et quantitativement les biomolécules qui conférent la saveur, la

couleur et d’autres caractéristiques telles que les activités biologiques.
1.1. Analyse phytochimique qualitative

Les méthodes d’identification consistent en une précipitation ou une coloration par des
réactifs spécifiques. L’analyse a révélé que I’amidon, les anthracénosides, les émodols et les
caroténoides sont des classes de familles chimiques totalement absentes dans les trois espéces

(tableaux 04, 05, 06).

Il ressort de cette analyse que les alcaloides sels et bases, les polyterpenes, les flavones
aglycones, les huiles volatils, les acides gras, les tanins catéchiques, les glycosides cardiaques,
les flavonoides, les composés réducteurs, les hétérosides stéroliques et terpéniques, les acides
aminés et les saponosides sont des classes de familles chimiques présentes dans toutes les

especes étudiées.

Les polyuronides sont présents uniquement chez la lavande, tandis que les coumarines,
les anthocyanes et les tanins galliques sont caractérisés seulement chez la petite ivette et la
lavande. En revanche, les stérols sont présents chez la lavande et la petite ivette et absents

chez le capillaire.

Plusieurs auteurs signalent la présence qualitative de ces métabolites dans les trois
plantes (El Hilaly et al., 2004 ; Ben Jannet et al., 2000 ; Ez zoubi et al., 2021 ; Ez zoubi et al.,
2016 ; Kashkooe et al., 2021).
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Tableau 04 : Analyses phytochimiques qualitatives des extraits chloroformiques

Principes actifs Réactions d’identification A.iva | A. capilus- | L. stoechas
veneris
1 | Alcaloides bases Réactif de Mayer/ Hadjer/Wagner () ) (+)
2 | Stérols Réaction de Liebermann- (+) -) (+)
3 | polyterpénes Burchard () () )
4 | Caroténoides Réaction de Carr Price -) ) Q)
5 | Coumarines Fluorescence UV (+) ) )
6 | Flavones aglyones | Réaction a la cyanidine (+) (+) (+)
7 | Emodols Réaction de Borntrager () () )
8 | Huiles volatils Hydrodistillation (+) (+) (+)
9 | Acides gras Test de spot (+) (+) ()
(+) : présence (-):
Tableau 05 : Analyses phytochimiques qualitatives des extraits méthanoliques
Principes actifs Réactions d’identification A. iva A. capilus- L.
veneris stoechas
1 | Alcaloides sels Réactif de Mayer/ Hadjer/Wagner ) ) (+)
2 | Tannins Réaction au chlorure ferrique (+) +) (+)
cathéchiques
Tannins galliques | Réaction de Stiasny (+) ) )
3 | Glycosides Réaction de Keller-Killani (+) (+) ()
cardiaques
4 | Flavonoides Réaction a la soude / Réaction a la (+) ) (+)
cyanidine
5 | Composés Test de Fehling (+) ) )
réducteurs
6 | Anthracénosides Réaction de Borntrager () ) -)
7 | Anthocyanes Solution rouge en milieu acide (+) Q) )
avec changement de couleur
8 | Acides aminés Réaction a la Ninhydrine () G (+)
9 | Hétérosides Réaction de Liebermann- (+) (+) (+)
e

(+) : présence (-):
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Tableau 06 : Analyses phytochimiques qualitatives des extraits aqueux

Principes actifs Réactions d’identification A. iva A. L.

capillus- | stoechas

veneris
1 | Saponosides Apparition d’une mousse persistante G ) +)
3 | Polyuronides Coloration avec 1’éthanol -) () )
4 | Amidon Coloration bleu violacée avec le réactif () () )

d’amidon

(+) : présence (-):
1.2. Analyse phytochimique quantitative

L’analyse chimique est la méthode la plus simple pour apprécier la qualité de la valeur
des plantes médicinales. Cette analyse fournit une premicre évaluation du potentiel nutritif et

pharmaceutique des plantes.
1.2.1. Métabolites primaires

L’analyse du potentiel nutritif divise en plusieurs fractions décrites dans la figure 41 :
la matiere seche, la matiere organique, les cendres, les protéines, les sucres et les lipides. La
comparaison des moyennes effectuées par 1’Anova a deux facteurs révele une différence
hautement significative entre les trois espéces au niveau de la production des métabolites
primaires (P < 0,05) et une différence trés hautement significative entre les métabolites les

unes par rapport aux autres (P < 0,05).

La figure 41 montre que 4. iva et L. stoechas présentent une teneur élevée en maticre
séche (MS) : 79.11+£0.66 % et 89.61+£0.42 % respectivement. Par contre A. capilus-veneris
renferme plus d’eau, sa MS étant de 56.21+1.01 %. Les faibles taux d’humidité sont dus a
I’origine aride des plantes. 4. capilus-veneris est riche en eau car c’est une plante dotée d’un
systéme racinaire profond. La teneur en eau et en matiere seéche des plantes dépend de
plusieurs facteurs, tels que la nature des fibres, 1'dge des plantes, I'état du sol et la durée de

stockage de la plante apres la récolte.
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Les trois plantes renferment un taux relativement élevé de mati¢re organique (MO)
(figure 41). La teneur la plus élevée est observée pour 4. capilus-veneris avec 77.44+1.32 %.
A. iva et L. stoechas présentent des valeurs proches : 89.11+0.65 % et 89.57+0.97 %,

respectivement.

Le taux de mati¢re minérale (MM) contenu dans chaque plante est variable (figure 41).
A. capilus-veneris renferme la plus forte teneur avec 22.86+0.51 % suivie d’4. iva et
L. stoechas qui présentent des teneurs moyennes : 10.86+0.12 % et 10.05£1.29 %,

respectivement.

Les protéines, les sucres et les lipides sont des indices de la valeur nutritionnelle des
aliments. Les résultats révelent que nos plantes présentent un bon potentiel nutritif ou le taux
des protéines le plus ¢élevé est observé chez A4. iva avec 11.77+0.54 % suivie par
A. capilus-veneris et L. stoechas avec 19.01+0.98 % et 7.784+0.23 % respectivement. Le
dosage des lipides et des sucres montre qu’4. iva présente les teneurs les plus faibles
(3.22+0.87 %, 8.71£1.07 %). Ces faibles valeurs indiquent que cette plante est utilisée comme
un agent d’anti obésit¢ (Bouyahya et al., 2020). Les teneurs en sucres et lipides pour

A. capilus-veneris et L. stoechas sont trés proches comme représenté dans la figure 41.

100 -
* % *
90 1 * = T B 4. iva
80 - B A. capilus-veneris
L. stoechas
70
60
50 -
40 -
30 - * %
20 ~ * * % * ok
10 I _ _
Matiére seche ~ Matiere minérale Matiére organique Protéines Sucres Lipides

Figure 41 : Teneur en métabolites primaires par rapport a la matiere seche (%)
Chaque valeur représente la moyenne + SEM (n = 3), * p<0.05, ** p<0.01,
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Le graphe des moyennes des métabolites primaires révele les conclusions suivantes (figure

42):

e Ajuga iva a la plus grande valeur en protéines et les plus faibles valeurs en lipides et
sucres.

o Adiantum capillus-veneris enregesitre les valeurs les plus importantes en maticre
minérale, sucres et lipides par rapport aux deux autres especes, par contre la méme
espece présente une valeur trés basse en maticre séche.

e Lavandula stoechas présente des valeurs fortes en matiére séche et en matiere

organique mais présente une valeur trés basse en protéines
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Figure 42 : Répartition des valeurs moyennes des métabolites primaires
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Le taux des métabolites primaires peut subir des variations pourraient s’expliquer par
les différents stades végétatifs des plantes, par la saison de récolte et surtout par la sécheresse
qui caractérise les régions dans lesquelles poussent ces plantes. D’autres facteurs tels que le
type de sol, le climat, et le stade de maturit¢ contribuent a faire varier fortement la

concentration des ¢léments minéraux dans les plantes (Lbekwe & Orok, 2010).

En plus de I'utilisation des plantes dans les domaines médicinales, les résultats de

dosage des métabolites primaires révele une bonne valeur nutritionnelle des trois plantes.

1.2.2. Métabolites secondaires

La figure 43 présente le taux des métabolites secondaires. L’analyse de variance révele
I’existence d’une différence trés hautement significative (P < 0,05) entre les trois especes,

dans la production des métabolites secondaires.

Le taux ¢élevé des flavonoides dans les trois plantes (4. iva : 69.8£2.17 mg/100 g, A.
capilus-veneris : 76.98+2.09 mg/100 g, L. stoechas : 59.77+1.31 mg/100g) révele que ces
plantes ont des vertus thérapeutiques sur les maladies cardiovasculaires et le stress oxydatif.
Les flavonoides en combinaison avec les vitamines et les enzymes peuvent aider 1’organisme
a une meilleure défense contre les maladies liées au stress oxydant (Palozza, 1998).
L’oxydation des lipoprotéines a basse densit¢ (LDL) joue un role important dans
I’athérosclérose, les cellules immunitaires (les macrophages) s’accumulent 1’une sur 1’autre
contribuant a la formation d’une plaque provoquant ainsi une sténose des artéres. Plusieurs
¢tudes confirment que les flavonoides ont la capacit¢ de prévenir 1’oxydation des LDL

(Donald & Cristobal, 2006).

La teneur élevée des alcaloides dans A. iva et L. stoechas (50.56+1.08 mg/100g,
37.84+2.41 mg/100g) (figure 43) permettent d’expliquer des utilisations thérapeutiques
traditionnelles signalées par plusieurs auteurs, comme Nacoulma (1996) qui indique que les
plantes contenant des valeurs importantes en alcaloides sont utilisées contre les maux de
ventre du fait des alcaloides tropaniques, réputés contre les spasmes gastro-intestinaux. Les
alcaloides pyrrolizidiniques exercent un effet ocytocique et donc sont utiles pour faciliter les
accouchements. En plus, grace aux alcaloides, ces deux plantes contribuent au traitement des
ulcéres gastriques (plaies d’estomac), en réduisant la douleur et ’acidité (Bouquet & Debray,

1974).
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La teneur élevée en saponosides dans L. stoechas (31.26+1.34 mg/100g) (figure 43)

confere a cette plante une activité anti-asthmatique (Koffi et al., 2009).

Les faibles teneurs en tanins dans A. capilus-veneris (1.08£1.12 mg/100g) et L.
stoechas (1.05+£0.56 mg/100g) (figure 42), indiquent la non toxicité des deux plantes puisque
la dose létale est de 5 % (Adebayo et al., 2000). La teneur en tanins dans A. iva
(13.51£0.34 mg/100g) (figure 43) lui confere une activité hémostatique (Bruneton, 1999).

90
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Figure 43 : Teneur en métabolites secondaires par rapport a la matiere séche (mg/100g).
Chaque valeur représente la moyenne = SEM (n = 3), * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Les huiles essentielles ont été extraites de matériel végétale frais, le rendement en
huile essentielle varie beaucoup selon la plante utilisée, le matériel employé pour I’extraction

et la méthode choisie d’extraction.

Le rendement est largement variable, lisiblement montré dans la figure 44 ou la
L. stoechas présente le rendement le plus élevé (2.82+0.84 %). La méme espece récoltée dans
la région de Telemcen présente un rendement inférieur a 1% (Mohammedi, 2006). L. stoechas
provenant de la région Ouchba et Zarifet (Telemcen) a comme teneurs en huiles essentielles :
0.94 % et 0.70 % respectivement (Sidi Boulenouar & Ziane, 2003), ce qui confirme que la
région d’origine influence beaucoup la sécrétion en huile essentielle d’une plante aromatique.
A. iva présente un rendement de 0.234+0.52 %. En revanche A. capilus-veneis présente le

rendement le plus faible avec 0.11+0.45 %.
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A. iva A. capilus-veneris L. stoechas

Figure 44 : Rendements en huiles essentielles des trois plantes (%)

Le graphe des moyennes des métabolites secondaires révele les conclusions suivantes

(figure 45) :

e Ajuga iva enregistre les valeurs les plus importantes en alkaloides et tanins.

o Adiantum capillus-veneris a la plus grande valeur en flavonoides et la plus faible
valeur en alkaloides.

e Lavandula stoechas présente des valeurs fortes en huiles essentielles et saponines.

e Les trois especes présentent des valeurs importantes en flavonoides par contre les taux

des tanins sont moins impportants.
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Figure 45 : Répartition des valeurs moyennes des métabolites secondaire
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Les teneurs en métabolites secondaires peuvent étre, en partie, attribuées aux
conditions climatiques et surtout aux variations saisonnieres de température qui déterminent la
composition chimique de la plante. Le stade végétatif au moment de la récolte semble aussi

influencer la teneur en huile essentielle (Reyes-Jurado et al., 2015).

2. Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides a été effectuée par les solvants organiques a partir d’une
poudre végétale. Cette extraction a permis d’obtenir quatre extraits. Selon Markham et al.
(1995) les composés que pourraient contenir les différents extraits préparés seraient comme
suit: ’extrait brut hydro méthanolic peut contenir des flavonoides, des aminoacides, des
terpenes et des tannins, 1’extrait d’éther diéthylique qui est en générale constitué¢ de lipides et
de cires est ¢liminé, I’extrait d’acétate d’éthyle contient les flavonoides glycosylés en
particulier mono, di et tri-glycosylés, I’extrait butanolique est plus riche en flavonoides

aglycones et I’extrait aqueux peut étre constitué des flavonoides les plus polaires.

Le calcul des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale (figure 46) et
le graphe des moyennes (figure 47) ont montré que I’EBr représente le rendement le plus
¢levé pour les trois plantes (L. stoechas : 5.41+£0.43 %, A. capilus veneris : 3.63+0.062 %,
A. iva: 3.37£0.53 %), ensuite D’extrait aqueux (L. stoechas: 3.31+0.26 %, A. capilus
veneris : 2.61+£0.07 %, A. iva : 1.01£0.05 %), suivie par I’extrait butanolique (L. stoechas :
1.85+0.08 %, A. iva : 1.6£0.22 %, A. capilus veneris : 0.71£0.3 %) et en dernier lieu I’extrait
a acétate d’éthyle. Selon la figure ci-dessous (figure 45), les trois plantes ont donné des
masses en extraits sec d’acétate d’éthyle inférieures a 1g/100g. La lavande a donné un taux
moyen de 0.36+0.037 %, par contre le capillaire est la plante qui possede le rendement le plus
faible au alentour (figure 47) de 0.2+0.014 %. La petite ivette présente le rendement le plus
¢élevé avec 0.5140.082%.

La comparaison des moyennes effectuées par I’Anova a deux facteurs révele une
différence nettement significative entre les trois especes du point de vue rendement en extrait
sec et une différence significative entre les fractions les unes par rapport aux autres, cela

correspond a une probabilité d’erreur inférieure a 5 %.
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Figure 46 : Rendements en extrait sec des fractions des flavonoides (%)
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Figure 47 : Répartition des valeurs moyennes des extraits secs

Un des paramétres principaux influencant I’efficacité de I’extraction est la polarité du

solvant, ainsi que la composition de la matiére végétale. Il a été prouvé que souvent

I’efficacité de I’extraction du matériel végétal augmente avec I’augmentation de la polarité du

solvant (Rafinska et al., 2019). Comme la montre la figure 44, les solvants polaires (hydro-

méthanolique et n-butanol) ont donné le meilleur rendement d’extraction comparativement

aux solvants de faible polarité ou non polaires (acétate d’éthyle et eau). Ce résultat a déja été

rapporté par Krimat et al. (2015).
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Car la macération est une méthode discontinue, le dissolvant devrait étre remplacé
jusqu’a ce que la matiére végétale soit €puisée, il est difficile de comparer les résultats avec
ceux de la bibliographie, le rendement n’est que relatif est dépend de la méthode et les
conditions dans lesquelles I’extraction a été¢ effectuée. La méthode d’extraction affecte
¢galement tout le contenu total en phénols et flavonoides et les capacités antioxydantes et

antimicrobiennes (Dhanani et al., 2017).
3. Teneur en phénols totaux et flavonoides des extraits secs
Ajuga iva

Les résultats des taux de polyphénol, tels que présentés dans la figure 48, ont montré
que les valeurs les plus ¢élevées de polyphénol ont été enregistrées dans les fractions acétate
d’¢éthyle (149.74 £3.94 mg GAE/g E) et butanolique (50.09+1.27 mg GAE/g E), tandis que les
fractions hydromethanolique (9.57+£0.33 mg GAE/g E) et aqueuse (3.5+1.27 mg GAE/g E)
ont présenté les valeurs les plus faibles. Cet ordre des fractions a été confirmé par les résultats
de Adjadj (2009) qui a trouvé que la fraction acétate d'éthyle est la plus riche en polyphénols
et la fraction aqueuse est la plus pauvre. Les teneurs obtenues dans notre étude ne sont pas en
conformité avec les rapports précédents qui ont prouvé que le méthanol et 1’eau sont les
solvants les plus efficaces pour I’extraction des polyphénols (Makni et al., 2013). Il convient
toutefois de mentionner que les résultats de la présente étude sont clairement supérieurs a
ceux relevés par Krimat et al. en 2014 (3.96 mg GAE/g E) qui ont appliqué un différent

procédé¢ extractif pour I’ 4juga iva Algérienne.

Les extraits de butanol (40.14+0.33 mg EC/g E) et d’acétate d'éthyle (33.60 = 2.98 mg
EC/g E) contenaient des concentrations importantes en flavonoides, contrairement aux
fractions hydrométhanolique (5.1+0.27 mg EC/g E) et aqueuse (1.23+0.02 mg EC/g E) (figure
49) qui en contenaient de faibles quantités. Salem et al. (2016) ont déterminé la concentration
des flavonoides dans trois extraits méthanolique, acétonique et chloroformiques, cette teneur a
été estimée a 32.6+0.86 mg EQ/g E, 2.3+0.08 mg EQ/g E, 2+0.09 mg EQ/g E dans les trois

extraits respectivement, Ce résultat est relativement tres faible.
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Adiantum capilus-veneris

Les résultats expérimentaux ont indiqué que le taux de polyphénol contenu dans les
extraits d’Adiantum capillus-veneris était maximum dans ’EAc (101.85+2.84 mg GAE/g E),
suivie par I’EBt (81.90+0.42 mg GAE/g E), 'EBr (23.44+0.14 mg GAE/g E) et I’'EAq
(10.24+0.69 mg GAE/g E) (figure 48). Les résultats obtenus par Yuan et al. (2012) suggerent
la méme distribution générale des composés phénoliques entre les différentes fractions mais
avec des quantités plus élevées et c’était comme suit : 421.1+0.02 mg GAE/g E pour I’EAc,
334.740.07 mg GAE/g E pour I'EBt, 1754+ 0.03 mg GAE/g E pour I’EBr et
113.9+0.04 mg GAE/g E pour la fraction aqueuse résiduelle. Le taux de polyphénols
augmente avec la polarité¢ du solvant jusqu’a ce qu’il atteigne le maximum dans la fraction
acétate d’éthyle, puis il diminue progressivement. Yazdani & Jookar (2021) ont rapporté que
le contenu phénolique total de I’extrait méthanolique d’A. capillus-veneris L. était de

83.62+1.87 mg GAE/g E ce qui est trés ¢levé par rapport a nos valeurs.

La teneur en flavonoides totaux des extraits d’Adiantum capillus-veneris est présentée
dans la figure 49. Les résultats expérimentaux ont montré que la teneur totale maximale en
flavonoides a ¢ét¢é obtenue dans I’EBt et I’EAc (34.43+0.42 mg EC/g E,
31.60+1.48 mg EC/g E respectivement) et la teneur minimale a ét¢ obtenue dans I’EBr et
I’EAq (4.66+0.097 mg EC/g E, 0.184+0.002 mg EC/g E respectivement). Ces résultats étaient
similaires au rapport précédent de Yuan et al. (2012), selon lequel le contenu flavonique de
différentes fractions d’A. capillus-veneris originaire de la Chine, a révél¢ de manicre
surprenante que la fraction d'acétate d’éthyle et la fraction butanolique présentaient la teneur
la plus élevee, et les extraits hydrométhanolique et aqueux présentaient la teneur la plus
faible. Les travaux réalisés par Ako et al. (2018) sur Adiantum capillus-veneris en provenance
d’Iran ont indiqué une teneur en flavonoides fortement élevée (123 mg de quercétine

quivalente/g E) en comparaisant avec nos résultats.

Lavandula stoechas

D’apres les résultats présentés dans la figure 48, I’EAc est le plus riche en polyphénols
suivi par I’EBt puis I'EBr et enfin I’EAq (189.16+£2.12 mg EAG/g E,
104.67+1.98 mg EAG/g E, 43.15+0.51 mg EAG/g E, 36.02+0.76 mg EAG/g E). Concernant
I’extrait butanolique, ses résultats sont corrélés aux résultats des études de Celep et al. (2018)

qui ont trouvé que le contenu phénolique est de (87.27+2.07 mg EAG/g E). Le contenu des
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composés polyohénolique obtenu par Chograni et al. (2021) (84.92+1.09 mg GAE/g DW) de
la tunisienne Lavandula stoechas est nettement inferieur a no valeurs. Encore une fois les
gains publiés par El Guiche et al., (2015) sur le taux de polyphénols liés a Lavandula stoechas

récoltée du Maroc, indiquent des teneurs deux fois inférieures a la lavande Algérienne.

La détermination des taux des flavonoides révele que I’EBt représente la fraction la
plus riche en flavonoides (90.83+2.01 mg EC/g E), en suivie par I’EAc (88.75+1.79 mg EC/g
E) suivi par I’EBr (35.06+0.31 mg EC/g E) puis ’EAq (14.71+£0.29 mg EC/g E) (figure 49).
Adjadj et ces collaborateurs (2009) ont trouvé les mémes résultats que nous, ils ont signalé
que la fraction d’EBt est la plus riche et la fraction aqueuse est la plus pauvre en flavonoides.
La quantification des flavonoides présentée par Dif et al. (2016) met en évidence que le taux
de flavonoides dans 1’extrait hydromethanolique des feuilles est de 19.83+0.11 mg EC/g E ce

qui est largement inférieure a nos valeurs.

250 -
B 4. iva

%% . .
B 4. capilus-veneris

200 -
* % I L. stoechas

150 -

100 -

50 A

EBr EAc EBt EAq

Figure 48 : Quantité moyenne des polyphénols en mg EAG/g E
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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B 4. iva

B 4. capilus-veneris

® L. stoechas

EBr EAc EBt EAq

Figure 49 : Quantité moyenne des flavonoides en

L’analyse de variance a deux facteurs révele une différence nettement significative
entre les composants (polyphénols et flavonoides), les extraits (EBr, EAc, EBt, EAq) et les

especes (4. iva, A. capillus-veneris, L. stoechas).

Les boites a moustaches nous aidons a voir le centre et la distribution des données (figure

50) :

e Lavandula stoechas présente les valeurs les plus fortes.

e Les valeurs des polyphénoles sont trés importantes par rapport aux flavonoides
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Figure 50 : Box-plot des composants et des especes

La quantité des polyphénols totaux est en relation avec la composition chimique des
plantes. En effet, le taux de polyphénols des substrats, dont dépend la dégradabilité, est
susceptible d’étre influencé par le mode de culture, le stade phénologique (avec le temps les
plantes ont tendance a durcir par lignification et leur valeur nutritive décline), la nature du sol
(les sols arides sont sablonneux, infertiles et pauvres en ¢léments nutritifs), le climat au
moment du prélévement (température et pluviométrie), de méme que par la constitution de

I’échantillon (proportion tiges-feuilles-fleurs) (Miliauskas et al., 2004).

I1 a été prouvé que les teneurs des polyphénols totaux sont élevées lorsque le milieu de
vie de la plante n’est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des métabolites

secondaires afin de s’adapter et survivre (Ashraf et al., 2018).

Le traitement des échantillons pour 1I’expérimentation (séchage, broyage et stockage)
est également un facteur susceptible de faire varier les résultats (Deng et al., 2018). Les écarts
enregistrés peuvent €tre en partie attribués a des facteurs génotypiques qui régulent la
biosynthése et I’accumulation de ces métabolites secondaires dans la plante (Ashraf et al.,

2018).
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Le contenu polyphénolique est variable d’une plante a 1’autre, ce qui peut étre attribué
a la spécificité¢ de la méthode chimique de quantification des composés phénoliques mais

aussi a la nature de 1’étalon employ¢ (Ez zoubi et al., 2021).
4. Chromatographie des fractions des flavonoides

4.1. Chromatographie sur couche mince

Le déroulement de la méthode de chromatographie sur couche mince dépend non
seulement du choix de la phase mobile pour la séparation, mais aussi du choix de la phase
stationnaire, de la technique de développement retenue, de la taille de la chambre de
développement et de l'espace vapeur, qui ont un effet notable sur la séparation (Yrjonen,

2004).

La chromatographie sur couche mince a montré que les différentes fractions sont tres
riche en flavonoides (figure 51, 52, 53). Les résultats de la séparation des composés

phénoliques par CCM des extraits sont présentés dans les tableaux 07, 08 et 09.

Chez A. iva, nous avons identifi¢ 7 composés dans 1’extrait brut, 7 composés dans la
phase acétate d’éthyle, 5 composés dans 1’extrait butanolique et 2 composés dans la phase
résiduelle aqueuse. Ces composés sont flavonol, flavone, aurone, acide phénol et
Anthocyanidine 3-glycosides. Le pool flavonique chez cette espéce est dominé par: les

flavonols et les acides phénols (tableau 07) (figure 51).
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Tableau 07 : Résultat de la chromatographie sur couche mince des extraits

d’Ajuga iva
Extrait brute Extrait d’acétate d’éthyle

Couleur RF Type flavonoides possible Couleur RF Type flavonoides possible

(365 nm) Markham (1982) (365 nm) Markham (1982)
Vert 0,02 | Flavonol, flavone, aurone Vert 0,02 | Flavonol, flavone, aurone
Bleu 0,05 | Acide phénol Bleu 0,05 | Acide phénol
Mauve 0,27 | Anthocyanidine 3-glycosides | Jaune 0,27 | Flavonol
Violet 0,39 | Flavone Jaune 0,38 | Flavonol
Jaune 0,43 | Flavonol Jaune 0,44 | Flavonol
Bleu 0,65 | Acide phénol Violet 0,67 | Flavonol
Violet 0,77 | Anthocyanidine 3-glycosides | Bleu clair | 0,77 | Acide phénol

Extrait butanolique Extrait aqueux

Couleur RF Type flavonoides possible Couleur RF Type flavonoides possible

(365 nm) Markham (1982) (365 nm) Markham (1982)
Vert 0,02 | Flavonol, flavanone, aurone Bleu 0,24 | Acide phénol
Bleu 0,05 | Acide phénol Jaune 0,43 | Flavonol
Jaune 0,39 | Flavonol
Violet 0,44 | Flavone
Bleu 0,73 | Acide phénol

Les composés identifiés chez A. capilus-veneris sont 5 dans 1’extrait brut, 2 dans la
phase d’acétate d’éthyle, 6 dans la phase de n-butanol et un seul composé dans la phase
aqueuse. Les composés font partie des flavonols, flavones, et acides phénols dont les acides

phénols sont les plus dominants (tableau 08) (figure 52).
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Tableau 08 : Résultat de la chromatographie sur couche mince des extraits
d’Adiantum capilus-veneris

Extrait brute Extrait d’acétate d’éthyle

Couleur RF | Type flavonoides possible Couleur | RF | Type flavonoides possible

(365 nm) Markham (1982) (365 nm) Markham (1982)
Vert 0,04 | Flavonol, flavanone, aurone | Jaune 0,38 | Flavonol
Bleu 0,05 | Acide phénol Jaune 0,72 | Flavonol
Bleu 0,24 | Acide phénol
Violet 0,39 | Flavone
Jaune 0,43 | Flavonol

Extrait butanolique Extrait aqueux

Couleur RF | Type flavonoides possible Couleur | RF | Type flavonoides possible
(365 nm) Markham (1982) (365 nm) Markham (1982)

Bleu 0,05 | Acide phénol Violet 0,93 | Flavone

Bleu vif 0,08 | Acide phénol

Violet 0,19 | Flavone

Bleu 0,24 | Acide phénol
Bleu 0,37 | Acide phénol
Bleu 0,73 | Acide phénol

Pour L. stoechas, 8 composés ont ¢té identifiés dans I’extrait brut, 4 composés dans la
phase d’acétate d’éthyle, 9 composés dans 1’extrait butanolique et 4 composés dans 1I’extrait
aqueux. Ces composés sont sous forme de flavones, phénols, flavonols, acides phénols,
Anthocyanidine 3-glycosides et Anthocyanidine 3,5-diglycosides. Le pool flavonique chez

cette espéce est dominé par les flavones et les acides phénols (tableau 09) (figure 53).

En comparant les Rf et la coloration des spots avec ceux des étalons, on a pu identifier
la catéchine chez A. capilus-veneris. En ce qui concerne la lavande, deux composés ont été
identifiés : la catéchine et I’acide gallique. Mohammedi (2006) a identifié¢ la rutine et ’acide

ferulique en utilisant la chromatographie sur couche mince.
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Tableau 09 : Résultat de la chromatographie sur couche mince des extraits

de Lavandula stoechas

Extrait brute Extrait d’acétate d’éthyle

Couleur RF | Type flavonoides possible Couleur | RF | Type flavonoides possible

(365 nm) Markham (1982) (365 nm) Markham (1982)
Bleu 0,02 | Acide phénol Jaune 0,38 | Flavone
Bleu 0,05 | Acide phénol Jaune 0,44 | Flavone
Violet 0,11 | Flavone Jaune 0,48 | Flavone
Violet 0,22 | Flavone Bleu 0,53 | Acide phénol
Rouge 0,45 | Anthocyanidine 3-glycosides
Rouge 0,48 | Anthocyanidine 3-glycosides
Rose 0,53 | Anthocyanidine 3,5-

diglycosides
Violet 0,59 | Flavone
Extrait butanolique Extrait aqueux

Couleur RF | Type flavonoides possible Couleur | RF | Type flavonoides possible

(365 nm) Markham (1982) (365 nm) Markham (1982)
Violet 0,25 | Flavone Jaune 0,32 | Flavonol
Marron 0,34 | Phénol Bleu pale | 0,37 | Acide phénol
Bleu 0,37 | Acide phénol Pourpre 0,38 | Flavonol, flavone, chalcone,

sombre isoflavone, flavanone
Violet 0,39 | Flavone Pourpre 0,45 | Flavonol, flavone, chalcone,
sombre isoflavone, flavanone

Violet 0,40 | Flavone
Violet 0,41 | Flavone
Jaune 0,44 | Flavonol
Jaune 0,51 | Flavonol
Bleu 0,58 | Acide phénol
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Figure 51 : Chromatogrammes résultant de I’analyse des fractions des
flavonoides d’A4. iva par chromatographie sur gel de silice (révélation a I’UV)
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Figure 52 : Chromatogrammes résultant de I’analyse des fractions des flavonoides
d’A. capilus-veneris par chromatographie sur gel de silice (révélation a ’UV)
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Figure 53 : Chromatogrammes résultant de I’analyse des fractions des flavonoides de
L. stoechas par chromatographie sur gel de silice (révélation a I’UV)
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Légende des figures 51, 52, 53 : 1 : Catéchine, 2 : Acide gallique, 3 : EBr, 4 : EAc, 5 : EBt, 6 : EAq

4.2. Chromatographie liquide a haute perfomance (HPLC-DAD-ESI-MS)

Cette ¢tude nous a permis d’identifier les différents composés phénoliques dans les

extraits et de confirmer la présence de flavonoides dans trois plates étudiées.
Ajuga iva

Le profil chromatographique de I’extrait hydrométhanolique (figure 54) a révélé la
présence de trois acides phénoliques : Acide quinique, acide p-coumaroylquinique et acide
3,4-di-caffeoylquinique et cinq flavonoides : apigenine 6,8-di-C-glucoside, kaempferole-3-O-
rutinoside, naringenine-O-glucoside, apigenine-8-C-hexoside, naringenine-hexoside et
sorhamnetin-3-O-di-glucoside. Les principales composants identifiés sont 1’cide

p-coumaroylquinique (1275,1 pg/g) et la naringenine-hexoside (921 pg/g) (tableau 10).
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Figure 54 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
hydrométhanolique d’Ajuga iva

Tableau 10 : Identification par HPLC-DAD des composés phénoliques de I’extrait

hydrométhanolique d’Ajuga iva

Pic | TR Concentration | A max MH- Composants
(min) (ng/g)
1 14,473 164,2 260 197 Acide quinique
2 15,117 198,5 338 593 Apigenine 6,8-di-C-glucoside
3 25,129 5223 268,348 | 593 Kaempferole-3-O-rutinoside
4 25,900 1275,1 326,298 | 337 Acide p-coumaroylquinique
5 27,060 562,7 327 515 Acide 3,4-di-caffeoylquinique
6 27,871 493,6 271,332 | 271 Naringenine-O-glucoside
7 29,854 921,0 238,285 | 434 Naringenine-hexoside
8 40,811 187,8 278,340 | 639 Sorhamnetin-3-O-di-glucoside

Le profil chromatographique de 1’extrait acétate d’éthyle (figure 55) nous a permis
d’identifier 06 acides phénoliques (Acide p-coumaroylquinique, acide
3,4-di-caffeoylquinique, acide ferulique, acide rosmarinique, methyl rosmarinate et dérivé
d’acide ferulique) et 07 flavonoides (Apigenine 6,8-di-C-glucoside, quercitrine, naringenine-
hexoside, catéchine 7-O-glucoside, apigenine-7-O-glucoside, rutine et luteoline). Le

composant prédominant est I’apigenine-7-O-glucoside (3588,5 pg/g) (tableau 11).
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Figure 55 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
acétate d’éthyle d’4juga iva

Tableau 11 : Identification par HPLC-DAD des composés phénoliques de I’extrait
acétate d’éthyle d’Ajuga iva

Pic | TR Concentration | A max MH- Composants
(min) | (ng/g)
1 18,677 | 175,6 338 280 593 Apigenine 6,8-di-C-glucoside
2 24,288 | 246,3 327,290 338 Acide p-coumaroylquinique
3 24,790 | 92,1 352 338 447 Quercitrine
4 27,142 | 922,1 327 515 Acide 3,4-di-caffeoylquinique
5 30,215 | 868,6 281 434 Naringenine-hexoside
6 33,214 | 8794 278 451 Catechine 7-O-glucoside
7 35,885 | 3588.5 289 340 431 Apigenine-7-O-glucoside
8 38,435 | 254,7 256, 355 609 Rutine
9 39,443 | 1241,5 238 323 193 Acide ferulique
10 | 41,848 | 1545,5 328 330 359 Acide rosmarinique
11 | 43,542 | 163,7 280 325 373 methyl rosmarinate
12 | 47,287 | 178,6 222 288 339 Dérivé d’acide ferulique
13 | 49,095 | 106,1 229277 285 Luteoline

Le chromatogramme obtenu de I’extrait butanolique (figure 56) nous a permis
d’identifier neuf composés bioactifs (tableaul2) : deux acides phénolique (Acide 4,5-di-
caffeoylquinique et le dérivé hydroxycinnamique) et huit flavonoides (Apigenine-dihexoside,

naringenine-hexoside, apigenine-7-O-glucoside, isorhamnetine-3-O-di-glucoside,
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90

kaempferole, kaempferole-3-O-glucoside et apigenine-O-hexuronide). L’apigenine-7-O-

glucoside (881,3 pg/g), est le principal composant.
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Figure 56 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
butanolique d’A4juga iva

Tableau 12 : Identification par HPLC-DAD des composés phénoliques de I’extrait

butanolique d’Ajuga iva

T
min

Pic | TR Concentration | A max MH- | Composants
(min) (w/g)
1 27,305 | 312,6 334,270 | 594 Apigenine-dihexoside
2 27,997 | 388,1 281330 | 434 Naringenine- hexoside
3 29,079 | 881,3 270 334 | 431 Apigenine-7-O-glucoside
4 31,467 | 523.,5 300 327 | 515 Acide 4,5-di-caffeoylquinique
5 41,163 | 5944 274 341 | 639 Isorhamnetine-3-O-di-glucoside
6 44,632 | 614,0 256 352 | 285 Kaempferol
7 45,522 | 416,4 271285 | 447 Kaempferol-3-O-glucoside
8 45,955 | 338,8 269 445 Apigenine-O-hexuronide
9 48,621 | 151,06 291309 | 349 Dérivé hydroxycinnamique

Le profil phénolique de la fraction aqueuse (figure 57) est moins important que

celui des autres fractions, seul 06 composés phénoliques ont été identifiés (tableau 13). Les
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acides phénoliques sont présentés par 1’acide 3,5-di-caffeoylquinique et le dérivé d’acide
ferulique. Les flavonoides sont présentés par : naringenine-hexoside, apigenine-7-O-
glucoside, epicatechine-7-O-rutinoside et quercetine-rhamno-di-hoxoside dont 1’apigenine-7-
O-glucoside (743,2 ng/g) est le principale composant.
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Figure 57 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
aqueuse d’Ajuga iva

Tableau 13 : Identification par HPLC-DAD des composés phénoliques de I’extrait
aqueuse d’Ajuga iva

Pic | TR Concentration | A max MH- | Composants
(min) | (0/g)
1 30,360 | 696,8 300326 | 515 Acide 3,5-di-caffeoylquinique
2 36,242 | 515,5 330 434 Naringenine-hexoside
3 39,963 | 743,2 337 431 Apigenine-7-O-glucoside
4 42,252 | 725,4 265348 | 597 Epicatechine-7-O-rutinoside
5 47,288 | 713.4 222288 | 389 Dérivé d’acide ferulique
6 49,464 | 275,5 256 771 Quercetine-Rhamno-di-hoxoside

La naringenine et I’apigenine identifiés dans notre étude étaient également déterminés
par plusieurs auteurs. Ghedira et al. (1991) ont rapporté l'isolement et 1'¢lucidation de la

structure de deux flavonoides communs, l'apigénine 7-O-néohespéridoside et la naringine
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(naringénine 7-O-rutinoside) de 4. iva. Le méme compos¢, la naringine, a ¢galement ¢té cité

dans des travaux précédents (Taleb-Senouci et al., 2009a ; Taleb-Senouci et al., 2012b).

Stocker et al. (2004) ont trouvé une autre classe de polyphénols, a savoir des dérivés
de I’acide hydroxycinnamique, dans I’extrait hydroalcoolique des parties aériennes de cette
plante, mais aucun flavonoide n’a été détecté par la méthode utilisée. El-Hilaly et al. (2004)
ont mentionné la présence de flavonoides dans 1'infusion aqueuse d’4. iva, sans donner plus

de détails.

Boudjlel et al. (2015) ont montré que deux flavonoides semblaient prédominer,
'apigénine et la naringénine, dans l'infusion aqueuse d'Ajuga iva. Cependant, Khattelia et al.
(2020) ont signalé la présence d'acide caféique, d'acide p-coumarique, de rutine et de lutéoline

dans la partie aérienne de I’4juga iva. Ces constatations sont en accord avec nos résultats.

L’apigénine-7-O-glucoside a été trés actif contre une large gamme de bactéries a Gram
positif. Wang et al. (2020) ont mentionné que 1’apigénine-7-O-glucoside a une activité
antioxydante forte. Ces résultats suggerent que cette plante pourrait étre un potentiel

médicamenteux efficace pour le stress oxydatif et les maladies infectieuses.

Adiantum capillus-veneris

Le spectre d’absorption de I’extrait brut (figure 58) a révélé la présence de 16
composés phénoliques (acide gentisique, acide chlorogenique, acide p-Coumarique, dérivés
d’acide caffeique, acide ferulique, kaempferole, quercetine, acide 3-p-coumaroylquinique,
apigenine-7-O-glucoside, acide 3,5-di-O-caffeoylquinique, isorhamnetine-3-O-di-glucoside,
quercetine 3-O-glucoside, epicatechine 7-O-rutinoside, kaempferole 3-O-glucoside, dérivé
d’acide ferulique, dérivé hydroxycinnamique) dont la quercetine 3-O-glucoside est le
principal composé identifié (949,5 pg/g), suivi de I’acide 3,5-Di-O-caféoylquinique (769,0
ug/g), du dérivé hydroxycinnamique (404,3 pg/g) et du kaempférol 3-O-glucoside (359,6
ug/g) (tableau 14).

L’extrait acétate d’éthyle renferme les composants suivants: Acide gentisique,
quercitrine, quercetine, apigenin-6,8-di-C-glycoside, apigenin-7-O-glucoside, isorhamnetine-
3-O-di-glucoside, quercetine 3-O-glucoside, kaempferole 3-O-glucoside, dérivé d’acide

ferulique. L’isorhamnetine-3-O-di-glucoside et la quercetine 3-O-glucoside ont été les
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majeurs composés identifiés (431,9 pg/g, 1307,7 pg/g respectivement) (figure 59)
(tableau 14).

Neuf composés phénoliques ont été identifiés dans 1’extrait butanolique qui sont :
Acide gentisique, apigenine-7-O-glucoside, isorhamnetine-3-O-di-glucoside, quercetine 3-O-
glucoside, epicatechine 7-O-rutinoside, kaempferole 3-O-glucoside, 2 dérivé d’acide
ferulique, dérivé ydroxycinnamique, ou la quercetine 3-O-glucoside représentente la

substance dominante avec 2322,0 ng/g (figure 60) (tableau 14).

Dans D’extrait aqueux, on a pu caractériser : acide gentisique, acide chlorogenique,
acide p-coumarique, dérivés d’acide caffeique, acide ferulique, kaempferol, quercetine,
apigenin-6,8-di-C-glycoside, apigenin-7-O-glucoside, acide 3,5-di-O-caffeoylquinique,
isorhamnetine-3-O-di-glucoside, quercetine 3-O-glucoside, epicatechine 7-O-rutinoside, acide
trans p-coumarique, kaempferol 3-O-glucoside, dérivés d’acide ferulique, Dérivés
Hydroxycinnamique, avec prédominance des dérivés Hydroxycinnamique (1413,0 pg/g)et

des dérivés d’acide ferulique (946,6ug/g) (figure 61) (tableau 14).

Yuan et al. (2012) ont rapport¢ que les feuilles d'Adiantum capillus-veneris
contiennent du kaempferole-3-glucosides en quantité ¢élevée. De méme, Zeb & Ullah (2017)
ont identifi¢ le kaempferol-3-sophorotrioside a une concentration ¢élevée (58,7 mg/g), ce qui
n’est pas en concordance avec nos résultats ou kaempferole-3-sophorotrioside n’est pas été
identifée mais la kaempferole-3-glucosides a été détectée avec des concentrations
importantes. Les principaux composés polyphénoliques dans I’extrait aqueux préparé par
reflux du matériel végétal séché et grossierement pulvérisé pendant 15 min, se sont avérés étre
l'acide ellagique (5,48 mg/g) et la quercétine-3-O-glucoside (3,96 mg/g) dans 1'étude d'Al-
Hallaq et al. (2015). Ces données ne correspondent pas a nos résultats ou l'acide ellagique n'a

pas été identifi¢ dans les extraits.

Ces résultats permettent de mieux comprendre la composition réelle des composés
bioactifs, qui peuvent étre responsables des propriétés antioxydantes et antibactériennes de la
partie aérienne d’A4. capillus-veneris. En effet, la quercétine et ses glycosides, le composé
majoritaire est considéré comme un ingrédient alimentaire fonctionnel de grande valeur, doté
d'un large éventail d'applications thérapeutiques telles que des utilisations anticancéreuses,
antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires. Cette plante peut étre utilis€ée comme

source possible de nutraceutiques ou comme ingrédient alimentaire fonctionnel.
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Figure 58 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
hydrométhanolique d’Adiantum capillus-veneris
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Figure 59 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction acétate
d’éthyle d’Adiantum capillus-veneris
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Figure 60 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
butanoliaue d’Adiantum capillus-veneris
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Figure 61 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
aqueuse d’Adiantum capillus-veneris

Tableau 14 : Identification par HPLC-DAD des composés phénoliques des extraits

d’Adiantum capillus-veneris

Pic TR Extraits (ng/g) A max MH- | Composants
(min) | EBr | EAc | EBt EAq
01 3.52 | 72.8 71,2 23,7 34,11 | 272 153 Acide gentisique
02 6.43 |60.9 0 0 396,7 | 262 353 Acide chlorogenique
03 9.92 1199 0 0 146,8 | 307 163 Acide p-coumarique
04 11.07 | 51.8 0 0 1924 | 267 489 Dérivé d’acide caffeique
05 12.14 | 183.8 |0 0 229,2 332,283 | 193 Acide ferulique
06 15.49 | 149.7 |0 0 89,2 356,255 | 284 | Kaempferole
07 2413 |0 268,5 |0 0 352 447 Quercitrine
08 25.73 | 108.1 [253,0 |0 76,3 271332 | 301 Quercetine
09 2847 |0 45,5 0 313,0 | 268337 | 331 Apigenine-6,8-di-C-glycoside
10 29.54 13258 |0 0 0 306,313 | 337 Acide 3-p-coumaroylquinique
11 33.97 | 3534 |158,9 |179,1 196,7 | 255353 | 431 Apigenine-7-O-glucoside
12 36.03 | 769.0 |0 0 191,4 | 204 345 | 515 Acide 3,5-di-O-
caffeoylquinique
13 37.37 | 257.3 |431,9 |576,0 |293,3 231277 639 Isorhamnetine-3-O-di-glucoside
14 41.21 | 949.5 | 1307,7 | 2322,0 | 776,6 | 255353 | 463 Quercetine 3-O-glucoside
15 42.15 2555 |0 556,7 111,2 | 265 348 597 Epicatechine 7-O-rutinoside
16 4342 |0 0 0 675,6 | 308 165 Acide trans p-coumarique
17 45.62 | 359.6 |407,2 |417,7 151,1 271 285 447 kaempferole 3-O-glucoside
18 46.46 | 110.1 | 127,5 | 158,2 |893 288414 | 389 Dérivé d’acide ferulique
19 48.47 14043 |0 990,0 | 1413,0 [ 291309 | 349 Dérivé hydroxycinnamique
20 50.30 | 2196 |0 477,8 | 946,6 |276435 |389 Dérivé d’acide ferulique
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Lavandula stoecha

L’analyse chimique par chromatographie liquide a haute performance (figure 62, 63,
64), a révelé la présence de : quercétine 3-glucoside, kaempferol 3-O-rutinoside, quercétine 3-
O-rhamnoside, catechin-7-O-glucoside, 1’acide 3-p-coumaroylquinique, 1’acide rosmarinique,
I’acide vanillique, luteoline 7-O-glucuronide et 1’acide 4-Hydroxybenzoic 4-Oglucoside dans
tous les extraits, a I’exception du quercétine 3-glucoside, qui n’était pas présente dans I’extrait
hydrométhanolique. Le dérivé de 1’acide caféique, I’ Apigénine 6-C-glucoside, I’ Apigénine 7-
O-glucoside sont présents uniquement dans [D’extrait hydrométhanolique. L’acide 4-
hydroxybenzoic 4-Oglucoside est le principal composé identifié, suivi du luteoline 7-O-

glucuronide et de 1’acide 3-p-coumaroylquinique dans toutes les fractions (tableau 15).

Conformément a nos résultats, la présence de lutéoline 7-glucoside, d’acide,
d’apigénine et d’acide caféique a été confirmée dans ’extrait méthanique (Hawryl et al.,

2019).

Suite aux résultats de cette analyse, il a ¢été établi que les composés isolés de
Lavandula stoechas peuvent étre responsables d’une partie de 1’activité antioxydante de
I’extrait total et pourraient jouer un role important dans 1’efficacité thérapeutique de

Lavandula stoechas.
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Figure 62 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
hydromethanolique de Lavandula stoechas
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Figure 63 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
acétate d’éthyle de Lavandula stoechas
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Figure 64

: Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction
butanolique de Lavandula stoechas
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Figure 65 : Chromatogramme typique d’HPLC-DAD-ESI-MS de la fraction aqueuse

de Lavandula stoechas

Tableau 15 : Identification par HPLC-DAD-ESI-MS des composés phénoliques des
extraits de Lavandula stoechas

Pic | TR | Extraits (ng/g) A max MH- Composants

(min | EBr EAc EBt
01 [19.76 1747 |0 0 283 325 | 489 Dérivé d’acide caféique
02 |[25.18 1896 |0 0 270334 | 431 Apigenine 6-C-glucoside
03 |25.72 9,95 0 0 267 337 | 431 Apigenine 7-O-glucoside
04 (274 |0 19,55 | 6,32 353 463 Quercetine 3-glucoside
05 |[28.12 6834 |[7573 |62,84 | 345 593 Kaempferol 3-O-rutinoside
06 |31.647628 |94,13 |86,37 | 256352 |447 Quercetine 3-O-rhamnoside
07 |34.44191,83 | 88,03 | 81,18 | 278 451 Catechine 7-O-glucoside
08 |37.31|105,97 | 120,96 | 117,03 | 310 337 Acide 3-p-oumaroylquinique
09 |38.21]13,53 |[10,63 | 10,37 | 288329 | 359 Acide rosmarinique
10 |39.79 127,02 |3042 |2547 | 289 409 Acide vanillique
11 | 40.89 | 124,01 | 134,44 | 242,74 | 269 346 | 461 Luteoline 7-O-glucuronide
12 | 43.15 | 215,61 | 314,08 | 246,34 | 256 301 Acide 4-Hydroxybenzoic 4-O glucoside
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4. Résultats de I’étude de P’activité antioxydante

4.1. Piégeage des radicaux DPPH’

Plusieurs méthodes ont ¢ét¢ développées pour évaluer 1’activité antioxydante des
végétaux par le piégeage des radicaux libres synthétiques en solution dans des solvants
polaires comme le méthanol a température ambiante. Les radicaux les plus fréquemment

utilisés incluent le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

La capacité de la réduction du radical libre DPPH pendant le temps de 30 mn par les
extraits des trois plantes est représentée par les graphes des figures 66, 67, 68, 69, 70 qui
représentent les pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations en

extrait, en catéchine et en acide ascorbique.
Ajuga iva

Les fractions des flavonoides d’A. iva présentent une activité antioxydante moyenne
qui ne dépasse pas 75 % a la concentration de 1000 pg (figure 66). En comparant les
concentrations efficaces de chacune des fractions, on s’apercoit que les extraits étudiés n’ont
pas le méme pouvoir antioxydant. Effectivement, la fraction a acétate d’éthyle possede la plus
forte activit¢ antioxydante (ICsp = 39.53 pg/mL). La fraction butanolique et
hydrométhanolique révelent un indice ICsy ¢égal a 44.17 pg/mL et 55.04 pg/mL
respectivement (tableau 16). Nos résultats permettent de montrer que I’activité antioxydante
de la phase aqueuse est 50 fois moins que celles des antioxydants standards (figure 66). Les
extraits d’4juga iva ont montré une activité antioxydante plus puissante par rapport aux
¢tudes rapportées par Medjeldi et al. (2018) sur la méme espece du nord-ouest et Movahhedin

et al. (2016) avec une 1Cs5y=0.43 mg/mL, ICsy = 0.330 mg/mL respectivement.
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Figure 66 : Pouvoir antioxydant testé par la méthode de piégeage des radicaux
DPPH des extraits flavonoidiques d’Ajuga iva

Adiantum capilus-veneris

Les extraits ont montré un effet de neutralisation du radical DPPH" élevé, ceci est
démontré par 1’allure du graphe qui trace une courbe exponentielle avec la présence d’une
phase stationnaire, qui définie la réduction presque compléte du DPPH" en sa forme non
radicalaire. Le pourcentage d’inhibition dépasse 90 % a une concentration de 1000 pg dans
toutes les fractions (figure 67), et ces résultats sont proches de celles trouvées avec 1’acide

ascorbique et la catéchine (97.53 £ 4.72 %, 94.87 + 1.78 % respectivement).

Parmi les quatres extraits de la partie aérienne d’A. capillus-veneris, la fraction acétate
d’éthyle était la plus active avec une ICsy de I"ordre de 27,66 pg/mL. L’extrait butanolique et
I’extrait brut ont montré une activité antiradicalaire modérée. En revanche, la fraction aqueuse

semble avoir une activité antioxydante plus faible (140.61 pg/mL). Les valeurs d’ICs, restent
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inférieurs a ceux des antioxydants de référence, la catéchine (14.26 pg/mL) et I’acide

ascorbique (17.21 pg/mL) (tableau 16).

Plusieurs études ont été réalisées sur 1’activité antioxydante de la partie aérienne

d’Adiantum capillus-veneris. Boudjema et al. (2020) ont rapporté que 1’extrait méthanolique

de la partie aérienne d’Adiantum capillus veneris récoltée de Boumerdes présente un effet

antioxydant puissant correspondant a une valeur ICsy de 280 pg/ml, ce qui est 4 fois plus

¢levée que la valeur obtenue dans notre étude. De leur coté, Roy et al. (2019) ont également

signalé une faible activité antioxydante de 1’extrait acétate d’éthyle obtenu avec une valeur de

1.5 pg/ml. Cette valeur est 26 fois inferieur que la valeur enregistrée dans notre étude.
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Figure 67 : Pouvoir antioxydant testé par la méthode de piégeage des radicaux
DPPH des extraits flavonoidiques d’Adiantum capilus-veneris

113




Chapitre 03 Résultats et discussion

Lavandula soechas

Les extraits ont révélé une activité élevée de piégeage du radicale libre DPPH. Nous
avons remarqué qu’a de faibles concentrations, il existe des pourcentages d’inhibition €levés,
tel est le cas pour la phase butanolique qui a donné un pourcentage d’inhibition égale a
81.45+4,14 % a une concentration de 31,25 pg/ml. Les pourcentages d’inhibition sont trés
proches de celles de 1’acide ascorbique et de la catéchine (figure 68). La phase acétate
d’¢thyle de la lavande présente une ICsy inférieure a celle de 1’acide ascorbique et de la
catéchine avec 13.70 pg/ml. 1l en est de méme pour la fraction butanolique avec 15.45 ug/ml.
En outre, I’extrait brut et I’extrait aqueux sont caractérisés par un important effet antioxydant

avec des valeurs ICsy de 68.09 pg/ml et 71.19 pg/ml respectivement (tableau 16).

Le potentiel antioxydant des extraits de notre espece était plus fort que le potentiel
antioxydant des extraits éthanoliques rapporté dans 1’é¢tude de Ceylan et al. (2015) (300
ug/ml). L. stoechas récolté en Algérie avait une valeur d’ICsy de 67.38 ug/mL (Sirohi et al.,
2019), ce qui était proche de ce qui a été¢ noté pour I’extrait méthanolique et aqueux dans

notre étude.
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Figure 68 : Pouvoir antioxydant testé par la méthode de piégeage des radicaux
DPPH des extraits flavonoidiques de Lavandula stoechas

Tableau 16 : Valeurs des ICsy (ng/ml) trouvés pour les différents extraits
des trois plantes étudiées

EBr EAc EBt EAq
Ajuga iva 55.04 39.53 44.17 512.25
Adiantum capilus-veneris 65.85 27.66 57.42 140.61
Lavandula stoechas 68.09 13.70 15.45 71.19
Acide ascorbique 17.21
Catéchine 14.26
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Selon la boite de moustache (figure 69), la présente étude a fait ressortir que les
extraits étudiés ont une capacité antioxydante dose dépendante et le pourcentage d’inhibiton
du radical DPPH augmente significativement (P< 0.05) avec I’augmentation de la
concentration. Ce pouvoir est confirmé par des valeurs basses d’ICsg et des forts pourcentages
d’inhibition. La différence est trés nettement significative entre Lavandula stoechas et

A. iva.

Le Box-plot des extraits révele que 1’orde des fractions, du plus puissant au moins
puissant, ¢tait EAc>EBt>EBr>EAq (figure 69). L’extrait d’acétate d’éthyle était I’antioxydant
le plus puissant, ce qui suggere que I’activité antioxydante des parties aériennes des trois
plantes est principalement due a des constituants non polaires. Similaire a cette observation,
I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de Piper retrofractum posséde une activité antioxydante
¢levée (Jadid et al., 2017). L’acétate d’éthyle a été choisi pour extraire certains composés
phénoliques et azotés. Ces composés sont bien connus pour €éliminer les radicaux libres et les
especes réactives de I’oxygeéne (ROS), y compris I’anion superoxyde, les radicaux hydroxyles

et ’oxygene singulet (Poojary et al., 2015).

Le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH’ dépend de la
conformation structurale de I’antioxydant. Quelques composés se réagissent trés vite avec le
DPPH’ en réduisant un nombre de molécules de DPPH" égal a celui des groupements
hydroxyles de I’antioxydant. L’effet scavenger des flavonoides sur les radicaux libres dépend
de la présence des groupements OH libres, en particulier 3-OH, avec une configuration 3',4'-

rthodihydroxy (Heim et a/., 2002).
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Figure 69 : Box-plot des extraits et des espéces
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4.2. Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

La puissance de réduction est I’un des mécanismes antioxydants. La présence des
réducteurs dans un milieu donné cause la réduction du complexe Fe®" ferrocyanide & la forme
Fe*’. En effet, la formation de Fe** peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la
densit¢ de la couleur bleu du complexe ferreux du milieu réactionnel a 700 nm. Une
augmentation de 1’absorbance signifie une augmentation du pouvoir réducteur des extraits

testés (Ozturk et al., 2007).
Ajuga iva

Nous remarquons que toutes les fractions ont présenté une trés faible activité pour
réduire le fer, observées par des valeurs de densité optique qui ne dépassent pas 0,5, alors que
I’acide ascorbique et la catéchine fournissent une DO de 2.069+0.03 et 2.66+0.016 a la méme
concentration (1000 pg/ml) (figure 70). L’extrait d’acétate d’éthyle a fait preuve d’un pouvoir
réducteur plus puissant (ECsy = 780.16£1.56 pg/ml) que les autres extraits. Cependant, le
pouvoir réducteur de I’acide ascorbique (ECsyp = 49.09 +0.23 pg/mL) et de la catéchine
(ECsp = 46.82+1.01 pg/mL) était plus prononcé que celle des différents extraits d’Ajuga iva.
L’extrait brut, butanolique et aqueux ont présenté¢ une activité¢ antioxydante faible (tableau

17).
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Figure 70 : Pouvoir réducteur des flavonoides d’Ajuga iva testé par la méthode FRAP

Baghiani et al. (2011) ont trouvé que les extraits d’Ajuga iva donnent un pouvoir
réducteur supérieur aux standards. Conformément a nos résultats, les travaux réalisés par
Senhaji et al. (2020) signalent que Les extraits aqueux avaient le pouvoir réducteur le plus

faible et le pouvoir antioxydant le plus élevé a été observé pour les extraits méthanoliques.

Adiantum capilus-veneris

Nous constatons que toutes les fractions a 1’exception de 1’extrait aqueux ont présenté
des activités considérables vis-a-vis la réduction du fer (figure 71). En effet, la fraction acétate
d’¢éthyle a présenté un pouvoir trés proche a celui de I’acide ascorbique avec une densité
optique nettement élevée (2.44+0.04 a la concentration de 1000 pg/ml) et une ECs
importantes (55.85 pg/ml). Alors que I’extrait brut et butanolique ont fait I’exception par des
ECsp modérés (225.5 pg/ml, 243.5 pg/ml respectivement). L’extrait aqueux présente le

pouvoir réducteur le plus faible avec une ECs, égale a 570 pg/ml (tableau 17).
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Figure 71 : Pouvoir réducteur des flavonoides d’Adiantum capilus-veneris
testé par la méthode FRAP

Lavandula stoechas

D’apres les résultats présentés sur les graphes de la figure 72 et le tableau 17, on note

que la phase acétate d’éthyle présente le plus d’activité pour réduire le fer par rapport aux

autres fractions avec une ECsy moyenne (84.09 pg/ml). En effet ’extrait butanolique et

I’extrait hydrométhanolique ont présenté un pouvoir réducteur faible. L’extrait aqueux

présente une capacité antioxydante trés basse et qui n’a pas dépassé 0.08 a la concentration de

1000 pg/ml. Néanmoins, le pouvoir réducteur de I’acide ascorbique et de la catéchine était

comparativement plus élevé que celui des extraits. Nos résultats sont comparables a ceux de

Menaceur & Hazzit (2014) qui indiquent qu’a la concentration de 100 pg/ml 1’absorbance de

I’extrait éthanolique était 0.739+0.035, alors que I’absorbance de 1’extrait méthanolique a la

concentration de 125 pg/ml était 0.67+0.008 dans notre étude.
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Figure 72 : Pouvoir réducteur des flavonoides de Lavandula stoechas testé par
la méthode FRAP

Tableau 17 : valeurs des ECsy (ug/ml) trouvés pour les différents extraits
des trois plantes étudiées

EBr EAc EBt EAq
Ajuga iva 2352 780.16 1173.52 | 4531.83
Adiantum capilus-veneris 225.5 55.85 243.5 570
Lavandula stoechas 84.09 164.66 123.25 710.19
Acide ascorbique 49.09
Catéchine 46.82

L’analyse de variance révele une différence nettement significative entre les extraits.

La différence entre les espéces est trés nette entre L. stoechas et A. iva et entre

A. capillus-veneris et A.iva. La boite de moustache montre que les extraits présentaient une

activité dose dépendante et 4juga iva présente le pouviur réducteur le plus efficace. Le Box-

plot des extraits révele que 1’orde des fractions, du plus puissant au moins puissant, était

EAc>EBr>EBt>EAq (figure 73).
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Figure 73 : Box-plot des extraits et des espéces

Une recherche sur la capacit¢ de réduction du fer des polyphénols végétaux a
démontré que l'anneau catéchol est la seule structure qui est directement associé¢e au pouvoir
réducteur. Selon cette étude, cette structure augmente le pouvoir réducteur d’un composé de
36% par rapport 2 un composé qui ne la contient pas. Ils ont proposé que cette activité soit

due a la participation des groupes -OH liés a I’anneau de catéchol.

L’oxydation initiale du catéchol par Fe’" conduit 4 la génération de Fe*" et d’une
structure semi-quinonique. La semi-quinone peut réagir avec 1’0, dissous dans le mélange
réactionnel avec une libération ultérieure d’ions superoxyde. L’ion superoxyde peut
également réduire ’ion Fe’*. Ainsi, I’oxydation de 2 groupes -OH peut entrainer la réduction

de 2 ions Fe*".

L’activité des groupes -OH dans le catéchol peut étre modulée par une variété¢ de
substituants sur le cycle aromatique. Une substitution sur le cycle phénolique d’un groupe
donneur d’électrons (-CH3, -CH2-CH3, ou autre substituant aliphatique), permettra de
promouvoir des réactions dans lesquelles les cycles phénoliques acquicrent une tendance a
donner des électrons via un groupe -OH, et finalement d’augmenter leur capacité a réagir

comme réducteurs.

Par ailleurs, la double liaison du substituant aliphatique conjugué au cycle aromatique

diminue la réactivité¢ du groupe -OH (Degraft-Johnson et al., 2007).
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4.3. Peroxydation lipidique

la méthode de peroxydation lipidique permet d’évaluer le pouvoir antiperoxydation
lipidique en provoquant une cascade de réactions d’oxydation et en essayant de les bloquer ou

de neutraliser la présence des radicaux libres.
Ajuga iva

L’activit¢ la plus forte a ¢été présentée par la fraction acétate d'éthyle
(ICso = 419.63+1.71 pg/ml) tandis que la fraction butanolique affiche une bonne puissance
d’antiperoxydation des lipides (507.88+0.47 pg/mL) et le pouvoir le plus faible a été
(1569.85+2.38 pg/ml, 2231.83+2.53 pg/ml

respectivement) (tableau 18). Les valeurs obtenues dans notre étude sont inférieures aux

démontré par Dextrait brut et aqueux

données rapportées par Taleb-Senouci et al. (2009), lors de 1’é¢tude de I’extrait aqueux de
I’Ajuga iva tunisienne ou les pourcentages d’antiperoxydation lipidique les valeurs ICs, sont

trés proches
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Figure 74 : Pouvoir antioxydant des flavonoides d’Ajuga iva testé par la
méthode de peroxydation lipidique
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Adiantum capillus veneris

En comparant la ECsy des différentes fractions par rapport a I’acide ascorbique et la
catéchine (ECsp = 208.85£1.55 pg/ml, 49.25+1.02 pg/ml respectivement), nous avons
remarqué une activit¢ antioxydante trés élevée de la fraction acétate d'éthyle
(ECsp = 3.49 pg/ml) et la fraction butanolique (ECsy = 30,45 ug/mL) (tableau 18). Ce pouvoir

antioxydant est supérieur a ceux des standards.

Conformément a la capacité¢ antioxydante des extraits dans notre étude, le travail
réalisé par Rabiei & Setorki (2019) a montré que 1’extrait ethanolique d’A4.capillus-veneris a

réduit les niveaux de MDA et augmenté les niveaux d’antioxydants du sérum et du cerveau

chez le rat.
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Figure 75 : Pouvoir antioxydant des flavonoides d’ Adiantum capillus-veneris
testé par la méthode de peroxydation lipidique
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Lavandula stoechas

L’extrait acétate d’éthyle et I’extrait butanolique se sont avérés les tres efficaces dans

I’inhibition de la formation de MDA (IC50= 4.79+0.31, 40.02 pug/ml respectivement) et

posséde une capacité d’antipéroxydation lipidique plus importante que celles de la catéchine

et de I’acide ascorbique (tableau 18). Un faible pouvoir antioxydant est noté pour 1’extrait brut

et I’extrait aqueux (figure 76).
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Figure 76 : Pouvoir antioxydant des flavonoides de Lavandula stoechas testé
par la méthode de peroxydation lipidique
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Tableau 18 : Valeurs des ECsy (ng/ml) trouvés pour les différents extraits
des trois plantes étudiées

EBr EAc EBt EAq
Ajuga iva 1569.85 | 419.63 507.88 | 2231.83
Adiantum capilus-veneris | 457.08 3.49 30.45 765
Lavandula stoechas 1533.11 4.79 40,02 1200.9
Acide ascorbique 208.85
Catéchine 49.25

Le pourcentage d’antiperoxydation lipidique des extraits augmente avec la
concentration (figure 77) et la différence est nettement significative, cela correspond a une
probabilité d’erreur inférieure a 5 %. Sinon, la différence entre les espéces est trés nette entre
L. stoechas et A. iva et entre A. capillus-veneris et A.iva. Le Box-plot des especes montre que
A. capillus-veneris est la plante qui présente le pouvoir d’antiperoxydation lipidique le plus
important. La boite de moustache révele que I’EAc enregistre I’activité antioxydante la plus

puissante suivie par I’EBt et I’EBr et enfin I’EAq.
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Figure 77 : Box-plot des extraits et des espéces
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Les phases butanoliques et acétate d’éthyle présentent une capacité d’antipéroxydation
lipidique proches de celles des standards avec un pourcentage plus que 80 % a la
concentration de 1000 pg/ml. Ces phases sont effectives dans I’inhibition de la peroxydation
lipidique induite par le systéme ascorbate Fe’” dans I’homogénat des rats. La génération de
malondialdehyde (MDA) et substances relatives qui réagissent avec 1’acide thiobabiturique
sont inhibées par les extraits (Tatyia & Saluja, 2010). Cela indique 1’activité significative de

I’inhibition de la peroxydation lipidique des extraits.

Selon Ratty & Das (1988), les flavonoides aglycones étaient plus puissants dans leur
capacité d’anti-peroxydation des lipides que les flavonoides glycosides. L’analyse structure-
activité¢ a démontré que la molécule de flavonoide avec des substitutions polyhydroxylées sur
les anneaux A et B, une double liaison 2,3, une substitution 3-hydroxyle libre et une fraction

4-céto, conférerait au composé un puissant effet anti-peroxydation lipidique.
4.4. Analyse de corrélation

Les composés phénoliques et les flavonoides représentent les principaux groupes de
constituants végétaux qui agissent principalement comme de puissants antioxydants ou
piégeurs de radicaux libres. Ils jouent un réle bénéfique dans la sant¢ humaine et permettent
de remédier ou de prévenir des pathologies telles que les troubles inflammatoires, les
maladies cardiovasculaires, le cancer et le diabéte, qui sont dus a la perturbation de la

production de radicaux libres dans les cellules (Chouhan & Singh, 2011).

I1 y avait deux opinions sur la corrélation entre les composés phénoliques et 1’activité
antioxydante. Certains rapports ont démontré une corrélation positive entre eux (Xie et al.,
2017) et d’autres n’ont montré aucune corrélation (Merghem & Dahamna, 2020). Nos
résultats sont en accord avec ces derniers. Il semble qu’il n’existe aucune corrélation entre le
pourcentage d’inhibition mesuré par le DPPH et le contenu en phénols totaux avec un
coefficient de corrélation de 0.23 et le contenu en flavonoides avec un coefficient de
corr¢lation égale a 0.22. De méme, une corrélation négative entre 1’activité antioxydante
mesurée par la capacité de chélation des ions ferreux et la teneur en polyphénols (r = 0.22) et
en flavonoides (r = 0.21) ou entre I’activité¢ antioxydante mesurée par la méthode de
péroxydation lipidique et la concentration en phénols totaux (r = 0.47) et en flavonoides (r =

0.37) (tableau 21).
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Ce phénomene peut étre expliqué par I’activité antioxydante élevée de certaines unités
phénoliques individuelles, qui peuvent agir comme des antioxydants efficaces plutdt que de
contribuer & un taux élevé de composés phénoliques totaux, alors que, la teneur totale en
composés phénoliques ne comprend pas tous les antioxydants, tels que ’acide ascorbique, les

caroténoides et le tocophérol (Kaur & Kapoor, 2002).

Vinson et al. (2001) ont considéré que la synergie entre les antioxydants du mélange
rendait 1’activité¢ antioxydante non seulement dépendante de la concentration de I’antioxydant,
mais aussi de la structure et de ’interaction entre les antioxydants. C’est probablement la
raison pour laquelle des échantillons ayant des concentrations similaires en composés

phénoliques totaux peuvent varier remarquablement dans leur activité antioxydante.

Entre les méthodes d’évaluation de D’activité¢ antioxydante, 1’analyse de corrélation
montre une corrélation élevée entre la méthode de piégeage des radicaux par le DPPH et la
méthode de réduction du fer (r = 0.74), une corrélation moyenne entre la méthode de
péroxydation lipidique et la méthode au DPPH (r = 0.512), tandis que la FRAP présentait une
corrélation bonne avec le DPPH (r = 0.631)

Conformément a nos résultats, Mraihi et al. (2013) ont trouvé des corrélations
positives entre 1’activité antioxydante déterminée a I’aide des tests FRAP et DPPH. Encore
une fois, La corrélation entre les résultats des tests DPPH et FRAP pour les extraits de plantes
concorde avec les travaux de Tai et al. (2011) et est en accord avec la théorie selon laquelle
les deux tests partagent une base mécanistique similaire, a savoir le transfert d’électrons de

I’antioxydant pour réduire un oxydant, comme proposé par Huang et al. (2005).

Un certain nombre d’articles ont rapporté les résultats des tests DPPH, FRAP et APL
sur des extraits de plantes, en pensant vraisemblablement que 1’utilisation de différents tests
améliore 1’estimation globale de la capacité antioxydante des extraits de plantes, et que
chaque test refléte un aspect différent du comportement antioxydant d’un extrait de plante (Xu
et al., 2011). Cependant, les résultats de 1’étude actuelle suggérent un haut degré de

redondance dans I’utilisation des trois tests pour cribler les extraits de plantes.

La corrélation modérée observée entre le test APL et les tests 4 DPPH et FRAP des

extraits peut probablement étre due a la dégradation rapide et étendue des principes
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antioxydants dans un état ex vivo, corroborant ainsi les résultats observés dans une étude

réalisée en Australie avec un groupe de volontaires humains (Recard et al., 2000)

Dans ces circonstances, il faut décider quel test utiliser pour le screening de I’activité
antioxydante, afin de réduire 1’utilisation d’extraits de plantes potentiellement précieux. Dans
le travail rapporté ici, deux problémes ont été¢ recensés dans I’utilisation du test FRAP :
interférence causée par la couleur dans certains extraits, et le développement lent de la
couleur. Le premier cas est probablement dii au pH acide dans lequel le test FRAP a été
effectué, et a ét¢ beaucoup moins problématique avec le test DPPH. Le processus de
développement de la couleur a été signalé¢ dans d’autres études (Halvorsen & Blomhoft, 2011)
et a été considéré comme indiquant 1’implication de plusieurs antioxydants dans la réponse
observée, chacun agissant dans des conditions cinétiques différentes. Bien que des problémes
similaires aient été signalés pour le test DPPH, cela n’a pas semblé un probléme majeur dans
les études rapportées ici ou dans des études ultérieures avec d’autres extraits de plantes

(Clarke et al., 2013).

Des questions doivent étre soulevées concernant I’utilisation du DPPH dans le
dépistage des antioxydants et la quantification de 1’extinction des radicaux dans les extraits
naturels. Dans notre étude et conformément a d’autre travaux (Xie & Schaich, 2014 ; Schaich
et al., 2015), la réaction principale est terminée en 10 secondes. Des temps de réaction longs
pour permettre une "réaction compléte" ne font que compter les groupes phénoliques,
surestiment les polyphénols et sous-estiment les petits phénols, et ne sont pas pertinents pour

les réactions radicalaires rapides (Schaich et al., 2015).

Concernant le test d’anti peroxydation lipidique, Il est connu que le radical - OH qui
initie la peroxydation lipidique est un radical difficile a étudier par les méthodes
conventionnelles (Sangameswaran et al., 2009). Un autre probléme de ce test est que les ions
métalliques, ajoutés peuvent influencer non seulement la peroxydation dans le milieu
d’incubation, mais aussi la décomposition du peroxyde pendant le test lui-méme. Le type et la
concentration de 1’acide ajouté avec le TBA influencent également la vitesse de
décomposition du peroxyde et donc la quantité de substance réactive au TBA formée

(Gutteridge & Halliwell, 1990).

Un certain nombre d’essais chimiques ont été mis au point pour mesurer la capacité de

piégeage des radicaux. Ces méthodes varient en termes de mécanisme antioxydant, de type de
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substrat, d’initiateur d’oxydation, d’expression des résultats et de facilité d’utilisation. Le
choix d’une méthode appropriée ou d’une combinaison de méthodes est important pour une
évaluation valide de I’activité antioxydante et, en fin de compte, du potentiel de ’antioxydant

comme agent de conservation des aliments ou agent de promotion de la santé.

Tableau 19: Coefficients de corrélation (r) de ’activité antioxydante

DPPH FRAP APL TPC TFC
DPPH 1
FRAP 0,74 1
APL 0,512 0,631 1
TPC 0,234 0,223 0,474 1
TFC 0,225 0,216 0,370 0,68 1

5. Résultats de I’activité antibactérienne

5.1. Test préliminaire

Si les extraits doivent étre soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critique car méme en trace, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. L’attention devrait également étre prétée aux interactions possibles entre le
solvant et les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composé€s pour
produire des complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou

I’isomérisation de ces composés (Yrjonen, 2004).

Le test préliminaire avec le DMSO a différentes concentrations a été réalisé dans le
but de choisir la concentration qui ne présente aucun effet sur la croissance normale des

souches bactériennes.

Nous avons constaté que le DMSO a différentes concentrations ne présente aucun effet
sur la culture des souches, ces résultats sont confirmés par plusieurs études (Akomo et al.,
2009 ; Kandiah et al., 2010). Donc le DMSO pur a été sélectionné vue les résultats

satisfaisants du test préliminaire avec ce dernier.
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Escherichia coli Pseudomonas Staphylococcus

Figure 56 : Photos montrant I’effet de DMSO (100%, 50%, 25%, 12,5%) sur la
culture de trois souches bactériennes

5.2. Antibiogramme

L’activité¢ antibactérienne de certains antibiotiques est évaluée contre les souches
bactériennes. Les résultats des tests de sensibilité ont démontré une résistance des bactéries
Gram positifs a I’ampicilline et des bactéries a Gram négatifs a I’amoxicilline et I’ampicilline.
Les résultats de 1’expérience ont également montré une résistance remarquable de Klebsiella
pneumonia et Pseudomonas aerogenosa en présence de tous les antibiotiques testés.
Cependant, E. coli, P. mirabilis, S. aureus, S. pneumoniae, C. frendii et S. typhymurium
se révélaient trés sensibles aux antibiotiques testés. Si 1’on considére I’ensemble de ces
résultats, il ressort que parmi les antibiotiques les plus actifs, on retrouve tout d’abord la
spiramycine qui agit sur toutes les souches (exception faite pour P. aerugenosa,

K. pneumoniae), puis la gentamycine, ensuite la tétracycline et I’érytromycine (tableau 22).

En parallele V. cholerae était sensible seulement a la tétracycline et la gentamycine
(18.5 mm, 13 mm respectivement). L. monocytogenes est sensible seulement a la spiramycine

et la gentamycine (15 mm, 6 mm respecivement) (tableau 22).
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Tableau 20 :

Résultats et discussion

Résultats de I’antibiogramme des souches bactériennes testées

E GM TE SP AMX AM
asun (aoun (30 ng) (100 ng) | 25 ng) (10 png)

A. bumanii 11 18 10 19 0.00 2

V. cholerae 0.00 13 18.5 5,5 0.00 0.00

P. mirabilis 8 10 12 15 0.00 0.00

K. pneumoniae 0.00 0.00 0.00 2,5 0.00 0.00

S. aureus 10 18 12 20 0.00 3

P. aeruginosa 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

E. coli 10 14 10 18 4 5

B. cereus 0.00 6 0.00 9 0.00 0.00

S. pneumoniae 20 25 23 25 5 4

S. typhymurium 0.00 10 4,5 17 5 0.00

L. monocytogenes 0.00 6 0.00 15 0.00 0.00

C. frendii 5 11 5 18 7 5

E : Erythromycine, GM : Gentamycine, TE : Tétracycline, SP : Spiromycine, AMX : Amoxicilline,

AM : Ampicilline

5.3. Activité antibactérienne des extraits flavoniques

On note ici que la méthode utilisée est celle de Vincent (Akomo et al., 2009), que le
disque dépos¢ a la surface du milieu gélosé est chargé d’extrait naturel. Les zones
d’inhibitions des différentes souches avec les différents extraits sont résumées dans les
tableaux 21, 22, 23. Dans un deuxiéme temps, nous avons déterminés le pouvoir antibactérien
par la méthode de microdilution pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices
(CMI). Pour cela, nous avons sélectionné les extraits possédant une forte capacité
antibactérienne, pour lesquelles nous avons déterminé les concentrations minimales

bactéricides (CMB).
Ajuga iva

Nos résultats indiquent une activité antibactérienne puissante de 1’extrait acétate
d’¢éthyle et butanolique. Comme il est résumé dans le tableau 21, les zones d’inhibition des

extraits d’Ajuga iva, étaient dans la fourchette de 02+0.3 a 28+1.8 mm. En revanche, I’activité
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inhibitrice la plus élevée a ¢t¢ déterminée contre S. pneumoniae (CMI = 0.62 mg/ml,
CMB = 1.25 mg/ml). D’autre part, I’activité¢ inhibitrice la plus faible a été déterminée a

I’encontre de V. cholerae (CMI = 10 mg/ml, CMB >10 mg/ml).

Makni et al. (2013) ont évalué D’activité antibactérienne des extraits des feuilles
d’4juga iva obtenus avec différentes polarités de solvant vis-a-vis Bacillus cereus et
Echerichia coli. Les résultats ont donné des diametres d’inhibition allant de 15 & 27 mm
respectivement. Ce pouvoir antibactérien est plus ¢élevé a notre recherche
(7£0.3 mm, 18+0.5 mm) Khaled-Khodja et al. (2014) ont décrit des activités modérées et
beacoup moins faibles a nos valeurs quand ils ont étudiés des extraits d’4. iva de Bejaia

contre E. coli et S. aureus (CMI= 17.1 mg/ml, CMB > 50 mg/ml)

Les travaux de Medjeldi et al. (2018), sur 4. iva issu de Bel-Abbas ont démontré que
L. monocytogenes est faiblement inhibé, présentant un diametre d’inhibition de 14 mm

(625 < CMI < 1250 pg/disk).

La tolérance des souches de Pseudomonas aeruginosa aux extraits testés n’est pas
surprenante. De fait, cette bactérie présente une résistance aux biocides qui est liée a la nature
de sa membrane externe (Mann et a/. 2000). Les résultats relatifs a cette résistance obtenus
dans notre présent travail viennent confirmer plusieurs autres études (Mouheb et al., 2018 ;

Makni et al., 2013).

D’autres bactéries pathogeénes ont été testées pour évaluer qualitativement et
quantitativement 1’activité antibactérienne des extraits 4. iva. L’activité antibactérienne contre
Salmonella spp, bactérie a Gram-négatif était plus faible mais encore considérable, avec des

diametres de zone d'inhibition de 88 £+ 1.23 mm (Mouheb et al., 2018).

La puissante activité antimicrobienne de 1’A4. iva a été attribuée a 1’effet synergique de
tous les composants chimiques présents dans les extraits. Les flavonoides caractérisés peuvent
étre a Iorigine de la puissante activité antimicrobienne d’4. iva. Ces composés ont interféré
avec la croissance microbienne a différents niveaux. Certains flavonoides forment des
complexes avec les protéines extra et intra cellulaires. Ces complexes affectent la
perméabilisation des membranes microbiennes (Xu et al., 2008) et perturbent la structure de
leurs différentes couches de polysaccharides, d’acides gras et de phospholipides (Bouyahya et
al.,2017).
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L’apégenine et la naringenine, molecules principales dans les extraits d’4.iva ont un
important effet antibactérien. Xie et al. (2017), ont été résumés que deux substituants
hydroxyle sur C-5 et C-7 du cycle A de la de la naringénine conduisent a ses activités
antibactériennes. De plus, il a été constaté que la saturation de la double liaison C2=C3 dans
la naringine augmentait 1’activité antibactérienne. Récemment, une formulation liposomale
d’apigénine a été examinée, et il a été observé que ’interaction des liposomes d’apigénine
avec la membrane des bactéries testées a entrainé la lyse des cellules bactériennes (Banerjee
et al., 2015). Das et al. (2016) ont signalé que 1’apégénine réduit 1’hydrophobie de la surface

cellulaire et la perméabilité de la membrane.

Les activités antibactériennes prometteuses d’A4. iva ont mis en évidence que certains
composés pourraient é&tre développés pour devenir des médicaments antimicrobiens

commercialisés.
Adiantum capillus-veneris

D’aprés nos résultats (tableau 22), les souches bactériennes ont présenté une forte
résistance a I’extrait aqueux ou aucune zone d’inhibition n’a été observée. L’extrait brut a
révélé des faibles zones d’inhibitions contre E. coli, S. pneumoniae et S. aureus (10£0.9,
9+1.1, 6+1.7 respectivement). On note que nos extraits sont sans efficacité antimicrobienne
vis-a-vis P. aeruginosa et B. cereus. Nos résultats ont confirmé les travaux pareils de
Besharat et al., (2009), Ce groupe de recherche montre que 1’extrait éthanolique des parties
aériennes d’A. capillus-veneris n’a pas de capacités antimicrobiennes contre Pseudomonas

aeruginosa.

Les résultats de cette étude ont révélé que 1’extrait acétate d’éthyle est plus actif par
rapport a I’extrait butanolique. S. preumonia est la plus sensible avec une zone di’inhibition

atteignant 27+2.1 mm et une faible CMI et CMB (1.25 mg/ml, 2.5 mg/ml respectivement).

Nos résultats ont confirmé une inefficacité des extraits d’A. capillus-veneris contre
V. cholerae et une efficacité modérée sur S. typhymurium. Cependant, 1’étude réalisée par
Medrar et al. (2014) montre que 1’extrait méthanolique des feuilles d’A. capillus-veneris
présente une zone d’inhibition maximale contre Vibrio cholera et Salmonella typhi a une

concentration de 20 mg/ml.

Notre étude s’est avérée étre en accord avec les résultats de Kumar & Nagarajan

(2012) et Mahboubi et al. (2012) en Inde et en Iran respectivement. Ces études sur I’ Adiantum
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capillus-veneris révelent sa puissance contre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et

Staphylococcus aureus.

De méme, nos extraits étaient actifs contre A. bumanii, P. mirabilis, C. frendii, L.
monocytogenes avec des CMI entre 2.5 et 5 mg/ml, qui sont presque toute en accord avec les

¢tudes de Pradeep et al., (2010) et Singh et al. (2008).

De nombreuses études ont montré 1’efficacité in vitro des extraits d’Adiantum
capillus-veneris (Besharat et al., 2009 ; Mahboubi et al., 2012) mais les résultats étaient
différents d’une étude a une autre selon le choix des souches testés, la méthode d’extraction

des flavonoides et 1a méthode utilisée.

L’efficacité des extraits d’A. capillus-veneris est probablement du a la quercétine 3-O-
glucoside, le composant majeur dans les fractions. Selon la litérature, on pense que le
mécanisme d’action de ’activité antibactérienne de la quercétine est di a 1’inhibition des
Bketoacyl carrier protein synthases qui sont impliquées dans la synthése des acides gras. Un

autre mode d’action possible est 1’éradication du bioflm (Farhadi et al., 2019).
Lavandula stoechas

Les résultats de cette ¢tude (tableau 23) ont révélé que les composés phénoliques
extraits de Lavandula stoechas n’ont montré aucun effet inhibiteur reproductible contre
Pseudomonas aerugenosa. De méme, 1’extrait aqueux est actif seulement sur Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter bumanii, Proteus mirabilis et Citrobacter frendii. Cependant les
extraits acétate d’éthyle et butanolique ont été les meilleurs composés a démontrer une
activité antibactérienne performante contrairement a Staphylococcus aureus dont le secteur
d’inhibition atteint jusqu’a 35 mm. Une activité aussi importante de la fraction acétate
d’¢éthyle contre Streptococcus pneumoniae (31 mm). Toutefois, les extraits butanoliques et
d’acétate d'éthyle ont prouvé un effet antibactérien contre Listeria monocytogenes,

Salmonella typhymurium et Vibrio cholerae (tableau 23).

L’efficacité supérieure des extraits a été confirmée par des concentrations inhibitrices
plus basses (CMI) contre la plupart des souches bactériennes sensibles. La CMI était comprise
entre 0.31 et 10 mg/ ml. Staphylococcus aureus était la plus sensible (CMI = 0.31 mg/ml),
suivie par Streptococcus pneumonia (CMI = 0.63 mg./mL). Les valeurs de CMB variaient de
2.5 mg/ml a 10 mg/m/. La valeur minimale de la CMB a été observée avec I’extrait d’acétate

d’éthyle sur Streptococcus pneumoniae.
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De nombreuses extraits de la lavande présentent des activités antibactériennes et se
sont révélées étre de puissants agents thérapeutiques. Les résultats de Sales (2014) ont montré
que la CMI et la CMB de ’extrait éthanolique de Lavandula stoechas L. sur Staphylococcus
aureus ¢étaient de 6.5 et 13 mg/ml respectivement. Ces concentrations sont treés élevées par
rapport aux résultats obtenus dans notre étude. Haghighati et al. (2006) ont évalué¢ 1’effet
antibactérien des extraits de Lavandula stoechas, et ils ont trouvé un effet antibactérien

significant sur Streptococcus sp

Conformément a nos résultats, Cherrat et al. (2014) ont rapporté que les extraits
marocains de L. stoechas présentaient une activité antibactérienne supérieure contre les
bactéries Gram positives par rapport aux bactéries Gram négatives. Par exemple, ils ont
démontré les activités antimicrobiennes les plus élevées contre Staphylococcus aureus avec
des diameétres d’inhibition de 28.0 + 0.70 mm. Ceci pourrait étre attribué au fait que les
organismes Gram positifs ont une couche de la membrane cellulaire et sont plus vulnérables
aux antibiotiques par rapport aux espéces Gram négatives qui ont une membrane binaire et

sont moins vulnérables aux effets des agents antimicrobiens (Kaur et al., 2009).

Une étude a testé I’activité antimicrobienne contre huit souches bactériennes
pathogénes, notamment £E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa et B. subtilis (Bouyahya et al., 2017). L’étude a indiqué que la plus
forte inhibition a été obtenue contre L. monocytogenes et S. aureus avec des diametres
d’inhibition de 19+0.85 mm et 21+0.25 mm, respectivement, ce qui concorde avec les
résultats obtenus dans notre travail puisque Listeria monocytogenes  avait une zone

d’inhibition de 15+0.8 mm et une CMI de 5 mg/ml.

Les importantes propriétés antibactériennes des extraits de Lavandula stoechas sont
corrélées aux composés présents dans ces extraits. Les travaux de McClure (1975) ont montré
que les favonoides ont un réle clé et majeur dans I’autoprotection des plantes des plantes
contre les maladies bactériennes, fongiques et virales. Il s’agit donc un aspect important pour

comprendre la défense des plantes.

D’aprés Lima et al. (2019), les composés phénoliques ont un pouvoir antibactérien
intéressant contre les bactéries pathogenes. Ces composés peuvent agir de plusieurs facons
pour détruire les bactéries, notamment en inhibant la synthése des acides nucléiques et la
membrane plasmique, et en berturbant I’activité enzymatique ou le métabolisme énergétique

des bactéries (Cushnie & Lamb 2005).

135



Chapitre 03 Résusltats et discussion

Tableau 21 : Activité antibactérienne des extraits d’Ajuga iva

Diamétre de la zone d’inhibition CMI CMB

EBr EAc EBt EAq EBr EAc EBt EAq EBr EAc EBt EAq
A. bumannii 05+0,1 15+0,9 15+0,4 02+0,3 10 5 5 ND >10 10 10 ND
V. cholerae 0.00 9+ 0.6 4+0.2 0.00 ND 10 10 ND ND >10 >10 ND
P. mirabilis 5£0.2 10£0.9 10+£1,2  0.00 10 10 10 10 >10 >10 >10 >10
K. pneumoniae 8+0.5 18+ 1,1 15£1,3 0.00 10 5 5 10 >10 10 10 ND
S. aureus 10£0.7 23+01,3  24+0.1,4 0.00 10 1,25 1,25 ND >10 2,5 2,5 ND
P. aeruginosa 0.00 0.00 0.00 0.00 ND ND ND ND ND ND ND ND
E. coli 12+£0.8 18+0.5 0.00 0.00 5 2,5 ND ND 10 5 ND ND
B. cereus 0.00 7+0.3 0.00 0.00 ND 10 ND ND ND >10 ND ND
S. pneumoniae 12+ 0.7 28+1.8 18£0.9  0.00 5 0,62 1,25 ND 10 1,25 2,5 ND
S. typhimurium  0.00 7.0+ 0.1 1212 0.00 ND 10 5 ND ND >10 >10 ND
L. monocytogenes  0.00 16+ 0,3 15+1,4 0.00 ND 2,5 2,5 ND ND 5 10 ND
C. frendii 7+ 0.7 15+ 1,4 1509 0503 10 5 5 10 >10 10 10 >10
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Tableau 22 : Activité antibactérienne des extraits d’Adiantum capillus-veneris

Diamétre de la zone d’inhibition CMI CMB

EBr EAc EBt EAq EBr EAc EBt EAq EBr EAc EBt EAq
A. bumannii 0.00 12+0.3 11£0.9  0.00 ND 5 5 ND ND 10 10 ND
V. cholerae 0.00 5+£0.2 0.00 0.00 ND 10 ND ND ND >10 ND ND
P. mirabilis 0.00 13+£19 1212 0.00 ND 10 10 ND ND >10 >10 ND
K. pneumoniae 0.00 20+ 1.3 17+ 1.5 0.00 ND 2.5 5 ND ND 5 10 ND
S. aureus 6+1.7 21£1.5 2124 0.00 10 2.5 2.5 ND >10 5 5 ND
P. aeruginosa 0.00 0.00 0.00 0.00 ND ND ND ND ND ND ND ND
E. coli 10+ 0.9 14£1.3 0.00 0.00 10 5 ND ND >10 5 ND ND
B. cereus 0.00 0.00 0.00 0.00 ND 10 ND ND ND ND ND ND
S. pneumoniae 9+ 1.1 27£2.1 16£0.8  0.00 10 1.25 1.25 ND >10 2.5 5 ND
S. typhimurium  0.00 0.00 10+14 0.00 ND ND 10 ND ND ND >10 ND
L. monocytogenes  0.00 11+ 0.9 10+1.2 0.00 ND 5 5 ND ND >10 >10 ND
C. frendii 0.00 13£1.9 12+£0.8  0.00 ND 5 5 ND ND >10 >10 ND
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Tableau 23 : Activité antibactérienne des extraits de Lavandula stoechas

Diametre de la zone d’inhibition CMI CMB

EBr EAc EBt EAq EBr EAc EBt EAq EBr EAc EBt EAq
A. bumannii 09+0.2 17+0.2 17204  07£0.3 10 5 5 10 >10 10 10 >10
V. cholerae 0.00 12+0.76 6+0.32 0.00 ND 5 10 ND ND >10 >10 ND
P. mirabilis 7.5+0.1 15+0.5 12£02  6.6£04 10 5 10 10 >10 10 >10 >10
K. pneumoniae 10+ 04 20+ 0.9 20£04 8+0.2 10 5 5 10 >10 10 10 >10
S. aureus 18 +£0.23 35£0.46  34+0.37 0.00 2,5 1.25 1.25 ND 10 5 5 ND
P. aeruginosa 0.00 0.00 0.00 0.00 ND ND ND ND ND ND ND ND
E. coli 15+0.32 11£0.17  0.00 0.00 5 2.5 ND ND 10 5 ND ND
B. cereus 4+ 0.2 6+0.3 4+ 0.1 0.00 10 10 10 ND >10 >10 >10 ND
S. pneumoniae 20+ 0.23 31«£1.1 17£0.48 0.00 1.25 0.31 0.63 ND 5 2.5 5 ND
S. typhymurium  0.00 9.0£04 10+1.6 0.00 ND 5 5 ND ND 10 10 ND
L. monocytogenes  0.00 15£0.8 12+0.5 0.00 ND 5 10 ND ND >10 >10 ND
C. frendii 10£ 0.5 18+1.2 17£0.7 07£0.6 10 5 5 10 >10 10 10 >10
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Conclusion et perspectives

L’exploitation du potentiel biologique des especes végétales revét un intérét important,
ainsi les nouvelles démarches consistent a s’intéresser a la recherche des principes actifs dans

les produits naturels d’origines végétales.

Notre travail a porté sur la partie aérienne de trois plantes de différentes familles. Une
identification botanique a été effectuée sur les trois especes végétales étudiées (4juga iva,
Adiantum capilus-veneris et Lavandula stoechas), suivie d’un examen phytochimique
qualitatif indispensable a la détermination des différentes familles de composés existantes
dans la partie aérienne des trois espéces. Ce criblage phytochimique basé sur des tests
spécifiques a permis de caractériser les huiles essentielles, les alcaloides, les saponines, les
tanins et les flavonoides comme métabolites secondaires et les acides gras, les sucres, les
protéines comme métabolites primaires dans toutes les especes. Ces composés en plus des sels
minéraux, matiére organique et matiere seche font 1’objet d’une étude phytochimique
quantitative qui révele que L. stoechas est la plus riche en saponines, 4. iva est la plus riche en
tanins et en alcaloides et 4. capilus-veneris posséde la quantité la plus élevée en flavonoides.

En effet le dosage des métabolites primaires révele des teneurs approximatives.

La méthode d’extraction des flavonoides est celle de Merghem et al., (1995), cette
derniére, nous a permis d’obtenir quatre fractions pour I’étude : un extrait brut, une fraction a
acétate d’éthyle, une fraction butanolique et une phase résiduelle aqueuse. Les trois plantes
sélectionnées dans notre étude, ont présenté des rendements en extrait sec acceptables dont les
extraits bruts présentent les rendements les plus élevés. Les fractions ont révélé des teneurs
¢levées en ce qui concerne les composés phénoliques et les flavonoides dans la fraction a

acétate d’¢thyle et butanolique, ce qui explique la fiabilit¢ de la méthode d’extraction.

Les analyses par chromatographie sur couche mince et HPLC-DAD-ESI-MS des extraits
correspondants aux trois espéces €tudiées, ont montré la présence de quelques composés
appartenant généralement a deux classes de composés phénoliques dont les flavonoides et les
acides phénols. Deux composants majeurs ont été mis en évidence dans les extraits d’4juga
iva : naringenine-hexoside et 1’apigenine-7-O-glucoside. La quercetine 3-O-glucoside est le
composant prédominant dans les extraits d’Adiantum capillus-veneris. Le principale
composant dans les extraits de Lavandula stoechas est ‘“’acide 4-hydroxybenzoic 4-

Oglucoside.
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Aprés le criblage phytochimique, 1’extraction et les analyses chromatographiques, nous

nous somme intéressés a 1’étude du pouvoir antibactérien et antioxydant des flavonoides.

Les résultats de 1’activité antioxydante nous a amené a déduire que les fractions d’acétate
d’éthyle et butanoliques ont I’avantage de présenter le plus d’activité par rapport aux autres

fractions (extraits brut et aqueux).

Les fractions acétate d’éthyle et butanolique de Lavandula stoechas ont présenté une
activité antioxydante trés élevée, avec des valeurs de I'ICsy supérieur a celle de 1’acide
ascorbique et de la catéchine, tandis que les autres fractions des autres plantes ont présenté

une activité antioxydante modérée, dans le cas du piégeage du radical DPPH.

Pour I’analyse FRAP, nous avons constaté une activité intéressante de 1’espece Lavandula
stoechas pour réduire le fer, supérieur a celle de 1’acide ascorbique et de la catéchine. De
méme, la plante Adiantum capilus-veneris présente un pouvoir réducteur comparable a celle

des controles.

Nous avons également étudié le pouvoir antioxydant des extraits par la méthode de
peroxydation lipidique. En effet, nous avons observé que Lavandula stoechas et Adiantum

capilus-veneris ont présenté une activité trés élevé et comparable a celle des controles.

L’effet antibactérien des extraits est mis en évidence par la méthode des disques. Le
criblage préliminaire, est complété par une détermination de la CMI et de la CMB. L’extrait
acétate d’éthyle de Lavandula stoechas s’est avéré un agent antibactérien efficace conte toutes
les souches étudiées avec des CMI et CMB faibles (0 731 mg/ml, 2.5 mg/ml respectivement).
En effet Streptococcus pneumoniae semble la plus sensibles. En revanche Pseudomonas

aeruginosa est résistante a touts les extraits.

Ces résultats sont a estimer d’un ceil critique. L’activité biologique d’un extrait étant due a
I’activité intrinséque des composants actives et de leurs quantités relatives, un résultat négatif
peut étre la conséquence de la présence d’une faible quantité de produits actifs dans 1’extrait
que d’une grande quantité de produits non actifs. Par conséquents, les tests que nous avons
réalisé pour étudier le pouvoir antioxydant et antibactérien des trois plantes sélectionnées,
nous ont permis la sélection des extraits intéressants a étudier et que les autres extraits ne sont

en aucun cas a exclure. De ce fait, les polyphénols de Lavandula stoechas et d’Adiantum
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capilus-veneris semblent présenter un réel intérét au niveau de leurs activités antioxydante et

antibactérienne.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans la
recherche des substances de source naturelle biologiquement active. Toutefois, il serait
intéressant d’approfondir la recherche par des tests in vivo et des analyses sur d’autres

activités biologiques ce qui permettra d’¢largir I’arsenal thérapeutique des médicaments a

base de plantes.
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Composition des milieux de cultures
Annexe 11

Mueller Hinton(Bio Mérieux) Gélose Hektoen
Extraitde viande......................cooen 3g | Protéose peptone .............ccevvevennnn.. 12¢g
Hydrolysat acide de caseine............... 17.5g | Extraitde levure....................ooeenne. 3g
Amidon.........oooiiiiiii 1.5g | Chlorure de sodium........................... S5¢g
AQAT. . i 16g | Thiosulfate de sodium........................ S5¢g
Eau distillée..............coooooiiiinl, 1000ml | Sel biliaires...........ccovvvviiiiiiiiiiinnnnnn.. 9¢g
pH 7.3 Citrate de fer ammoniacal.................. 1.5¢
Autoclaver 15mn a 121°C Salicine..........ccoovviiiiiiiiiii 2g
Lactose....oovvveiiiiiiiiiiiiiii e 12¢g
Bouillon nutritif Saccharose...............cooo 12g
Extrait de Fuschine acide......................o.... 0.1g
viande. ..o 5¢ | Bleu de bromothymol..................... 65mg
Peptone.........coooiiiiiiiiii 10g Geélose..........oovviiiiiiiii, 13g
Chlorure de sodium. ......ovomoeoneno 5¢ | Eau distillée.............coooeiiiinnl. 1000ml
Eau distillée ........ccoooeevviiiiiennnn. 1000ml | PH 7.6
pH 7.2
Gélose TCBS Chapman (milieu de Chapman gélatine)
Peptone.........coovviiiiiiiiiii 10 g | Extraitdelevure.................coevevennn.. 2.5¢
Extraitde levure....................ooeine . 5g | Peptonedecaséine..................ocennenn. 10g
Biledeboeuf...........oooiiiii 8,0g | Gélatine..........ovvvviiiiiiiiiiii i, 30g
Saccharose..........cooovviiiiiiiiiiniiin, 20 g | LactoSe..uueiniiiiiii i 2g
Bleu de bromothymol...................... 40 mg | Mannitol.............oooiiiiiiii 10g
Bleu de thymol............................. 40 mg | Chlorure de sodium.................coeeenn 75¢g
Citrate de sodium............................ 10 g | Phosphate dipotassique........................ 5¢g
Thiosulfate de sodium....................... 10g | GElOSe...vieeiiiii i 12¢g
Citrate ferrique. ........oovvveiiiieineennn lg |Eaudistillée..............ooooeiiiiin.. 1000ml
NaClooii 10g | pH=7
AT, o 14 ¢
Eau distillée.............ooooiiiian. 1000 ml
pH =28.,6
G¢élose au cétrimide G¢élose de Mossel
Peptone de gelatine.......................... 16 g | Tryptone......ooovviiiiiiiiii i, 10g
Peptone de caséine ........................... 10 g | Extraitde viande...................cooeeinini. lg
Cétrimide.........ccovvviiiiiiiiiii 0,2g | D-mannitol....................ooiiiina, 10g
Acide nalidixique .................oeeeL. 15 mg | Chlorure de sodium........................... 10g
Sulfate de potassium......................... 10 g | Rougede phénol........................... 25 mg
Chlorure de magnesium.................... LAg | Agar...coiiiiiiiiii i, 135¢
AT . i, 10g | Eaudistillée..............ooeiinnn... 1000 ml
Eau distillée.................oooieiin. 1000ml | pH=7,2
pH=17,1
Gélose Oxford
Peptones ......cceeeeeveeeciieeieeceeeee e 23 g Colistine sulfate.........cc.cccevveeevrennee. 20 mg
AMIAON .ot I g Céfotétan ......cccoceeveeeiieeiieeiieiieeien, 2 mg
Chlorure de sodium..........ccccveeevveerieeenreeennnen. S5g Fosfomycine.......cccoeeevvievvieeciienee. 10 mg
Esculine........cccooeeviieiiiniieieccceccee s lg Acriflavine ......cccooevveveieniiienieeiiee, 5mg
Citrate ferrique ammoniacal........................ 0,58 AZAr ooviiieeieeeeeeee e 13 ¢

Chlorure de lithium.............ccccovevcvienvennnnnne.. 15¢g
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1. Analyse statistique des résultats phytochimiques
e Meétabolites primaires

Somme des Degré de Moyenne des
Source des variations carrés liberté carrés F Probabilité
Espéces 86.43 2 43.21 0.5943 0.5703
Métabolites primaires 19787.2 5 3957.44 54.42 6.27E-07
Erreur 727.20 10 72.72
Total 20600.9 17
e Métabolites secondaires
Somme des Degré de | Moyenne des
Source des variations carrés liberté carrés F Probabilité
Espéces 390.067 2 195.034 0.8811 0.451
Me¢étabolites secondaires 9229.18 4 2307.29 10.42 0.002926
Erreur 1770.84 8 221.354
Total 11390.1 14

2. Analyse statistique des résultats des dosages des polyphénols et des

flavonoides
Source des Somme Degré de | Moyenne F Probabilité
variations | des carrés liberté¢ | des carrés
Composants | 45330.1 7 6475.73 28.73 2.89E-(7#**
Espéces 8048.21 2 4024.1 17.85 0.0001407%**
Erreur 3155.81 14 225415
Total 56534.1 23

3. Analyse statistique des résultats des résultats de ’activité

antioxydante
e Inhibition des radicaux DPPH

Résultats Anova a un facteur

Source des Degré Somme des Moyenne des | Valeur de F | Probabilité
variations de carrés carrés
liberté
Espéces 2 9338 4669 4.761 0.0103*
Residus 117 114744 981
Codes significatifs 0 '***'(0.001 "**' 0.01 "' 0.05'.'0.1"'"'1




Hypothéses linéaire entre 3 espéces

Source des variations | Estimateur | Erreur standard | Valeur de F | Probabilité
A.iva - A. cap -11.065 7.003 -1.580 0.25827
L. sto - A. cap 10.541 7.003 1.505 0.29215
L. sto - A. iva 21.606 7.003 3.085 0.00707**

Codes significatifs

0 "***'(0.001 '"**'0.01 "' 0.05"'.'0.1"'"1

Pouvoir réducteur

Résultats Anova a un facteur

Source des Degré Somme des Moyenne des Valeur de | Probabilité
variations de carrés carrés F
liberté
Especes 2 6.93 3.467 7.439 0.00119**
Residus 69 32.16 0.466
Codes significatifs 0 "***'(0,001 "**' 0.01 "*' 0.05'.'0.1"'"1

Hypothéses linéaire entre 3 espéces

Source des variations | Estimateur | Erreur standard | Valeur de F | Probabilité
A. iva - A. cap -0.64768 0.19708 -3.286 0.00446**
L. sto - A. cap 0.02079 0.19708 0.105 0.99388
L. sto - A. iva 0.66848 0.19708 3.392 0.00325%*
Codes significatifs 0 "***'0.001 "**'0.01 "*'0.05"'.'0.1"'"'1

Résultats Anova a un facteur

Antiperoxydation lipidique

Source des Degré Somme des Moyenne des Valeur de | Probabilité
variations de carrés carrés F
liberté
Especes 2 8176 4088 8.95 0.000417***
Residus 57 26036 457
Codes 0 "***'(0.001 **'0.01 *' 0.05"'.'0.1"'"1
significatifs




Hypothéses linéaire entre 3 espéces

Source des variations | Estimateur | Erreur standard | Valeur de F | Probabilité
A. iva-A. cap -26.5395 6.759 -3.927 0.00068***
L. sto - A. cap -4.053 6.759 -0.600 0.82085
L. sto - A. iva 22.487 6.759 3.327 0.00431%**

Codes significatifs

0 "***'(0.001 '"**'0.01 "**'0.05"'.'0.1""1
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ABSTRACT. The present study evaluates the antioxidant and antibacterial activities as
well as the chemical composition of the aerial part of Adiantum capillus-veneris L., which
are endemic to the flora of Algeria. The total phenolic amount of the hydromethanolic
extract, as measured by the Folin-Ciocalteu reagent procedure, was found to be about
23.44 + 0.14 mg GAE/g DW, while the flavonoid content value was 4.66 + 0.01 mg CE/g
DW, as measured by aluminum chloride colorimetric method. The antioxidant power of
the extract was analyzed using the DPPH method. DPPH radicals were scavenged with an
ICso value of 65.85 ug/mL. The antibacterial activity of hydromethanolic extract against
five bacterial strains of Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 25853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus pneumoniae and
Bacillus cereus (ATCC 10876) were carried out using the disc diffusion test and the
microdilution method. Streptococcus pneumoniae is the most sensitive bacterium with
inhibition zone of 9.0 + 1.1 cm and MIC=10 mg/mL. Based on HPLC analysis, we find
that quercetin 3-O-glucoside was the most abundant compound in the plant extract. This
study demonstrates that Adiantum capillus-veneris could be a potential natural source of
antibacterial and antioxidant compounds.

Keywords: antibacterial activity, antioxidant activity, flavonoids, polyphenols, HPLC.

INTRODUCTION

Reactive oxygen species, including singlet oxygen, superoxide ion and hydrogen
peroxide, are extremely reactive toxic molecules that are produced by cells during their
metabolism. They are responsible for serious oxidative damage to proteins, lipids, enzymes
and DNA due to covalent bonding and lipid peroxidation, with consequent tissue damage
(BENABDERRAHIM et al., 2019). Natural antioxidants have been of great interest owing to their
ability to scavenge free radicals. Free radicals have been associated with the development of a
series of diseases, including cancer, neurodegeneration, and inflammation (BABA and MALIK,
2015). The antioxidants in plants, including phenolics and flavonoids may offer a protective
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effect against a wide range of diseases (GULCIN, 2012). Due to the growing need for natural
antioxidants, especially in dietary preservation, plants with such potential properties should be
studied more intensively.

The selection of active compounds in medicinal plants is now of great interest as these
plants may serve as promising sources of new prototype antibiotics and have enormous
therapeutic potential against many infectious diseases. Unlike synthetic drugs, the
antibacterial activities of phytochemicals have fewer side effects (TORRES et al., 2007). The
development of an antibacterial agent from plants seems interesting, as it will allow the
development of a phytomedicine to fight microbes. At present, many clinically active
antibiotics are becoming less effective due to the development of resistance, causing serious
clinical problems in the treatment of infectious diseases. Therefore, biomolecules from plant
sources represent one of the alternatives in the fight against antibiotic resistance (BASTOS et
al., 2009).

Adiantum capillus-veneris L. (Maidenhair fern) is a tufted fern belonging to the family
Pteridaceae. This species is widespread in regions with warm or tropical temperatures and
high humidity (KASHKOOE et al., 2021). Maidenhair fern is a hardy plant, up to 35 cm high,
with an aromatic scent and a creeping rhizome. The medicinal parts are the fronds, rhizomes
and roots. The plant is largely found in various regions such as southern Europe, the Atlantic
coast of Ireland and northern Africa (DEHDARI et al., 2018).

The aims of this study were to: (i) determine the total phenol and flavonoid contents,
(if) assess the total antioxidant and antibacterial capacity; (iii) identify and quantify the
predominant phenolic compounds present in the extract by HPLC-DAD-MS analysis of
Adiantum capillus-veneris from Algeria.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and preparation of extract

The plant was collected from Mascara, Algeria. It was cleaned and air-dried at 45°C to
a constant weight and crushed to a powder. According to the conventional maceration
process, which is carried out at room temperature, 100 g of plant powder was extracted by 1L
of methanol/water mixture, with a ratio (85:15). The mixture was stirred overnight at 4°C and
left to stand for a few hours. The floating fraction was then filtered to obtain filtrate 1, which
is stored at 4°C. The extraction was repeated once, and the precipitate was made up to 1liter
with 50% methanol to give filtrate 2 which was added to filtrate 1. Thereafter, the
hydromethanolic extract was condensed until dryness and stored at 4°C in dark, sealed tubes
for analysis (MERGHEM et al., 1995). Solutions were prepared by dilution with DMSO
(dimethyl sulfoxide) for the antibacterial activity and methanol for the antioxidant potential.

Total phenolic content

Polyphenols were quantitated by spectrophotometric analysis, according to the
protocol assumed by MILIAUSKAS et al. (2004). We proceed by mixing 1 mL of extract, 5 mL
of Folin Ciocalteu (2 M) diluted 10 times and 4 mL of sodium carbonate (Na.COs3) at a
concentration of 75 g/L. We measure the absorbance at 765 nm, after 1 hour of incubation at
room temperature. The calibration curve is established with gallic acid, applying the same
assay steps. All the measurements are repeated 3 times.
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Total flavonoid content

The determination of flavonoids was performed using the colorimetric method
described by ARDESTANI and YAZDANPARAST (2007). 500 pL of the studied extract was
mixed with 2 mL of distilled water, then 150 pL of a 15% sodium nitrite solution (NaNO>)
was added. After 6 minutes, 150 puL of 10% aluminium chloride (AICI3(H20)s) was added to
the mixture. Then 2 mL of 4% sodium hydroxide (NaOH) was introduced into the tube and
the final volume was immediately made up to 5 mL. Against the blank (containing all
solutions except the extract), the reading is taken by a spectrophotometer after 15 minutes at
510 nm. Simultaneously, catechin was used as a positive control, and the calibration curve
was performed under the same experimental conditions.

HPLC analysis

A Shimadzu-Prominence-1-HPLC system with LC-2030 pump and photodiode array
(PDA: LC-2030 / LC-2040) equipped with a surveyor UV-VIS diode array detection (DAD)
and LCQ advantage max ion trap mass spectrometer equipped with an electrospray ionization
(ESI) system (from Thermo fisher scientific, Waltham, MA, USA) was used for the intended
HPLC analysis. The HPLC column (Supelco, 150 mm x 4.6 mm, particle size 5 pm) and the
gradient were implemented for the flavonoids separation. Eluent A was aqueous acetic acid
(1%, v/v) and pure methanol acetic acid was a B eluent. The separation was an isocratic stage
of 2% B for 2 minutes accompanied by a linearity gradient of 2% to 20% B for 10 minutes
and then 100% B for 65 min, and 100% B for 68 minutes, with a flow rate of 0.8 mL/min.

The absorption spectra were measured in the 190 to 400 nm range. The effluent
chromatographic stream was directed into the mass spectrometer (MS) interface, electrospray
ionization (ESI). Mass spectrometry data were acquired in the negative ionization mode at
280 nm scanning from 100 to 800 m/z under the parameters as follows: other mass
spectrometer conditions were as follows: drying gas (N2) flow: 1.5 L/min; source
temperature: 350°C; temperature: 300°C, MS fragmentation energy: 1.4 V; nebulizing gas
pressure: 30 psi. The phytochemical identification in the extracts was highlighted by the
retention times and spectra (UV, MS) compared with literature data.

Antioxidant activity evaluation using DPPH assay

To analyze the solutions for their antiradical properties, they were firstly dissolved in
methanol at different concentrations. 50 pL of these solutions are mixed with 1950 pL of a
methanolic solution of DPPH (6.10° M). This mixture is stirred for 30 seconds, then
incubated for 30 minutes at room temperature in the dark. The absorbance of the reaction
mixture is then measured at 517 nm against a pure methanol blank (SHIMADA et al., 1992).
Ascorbic acid and catechin were used for comparison. The percentage of DPPH radical
inhibition was calculated by the following equation:

IoprH % = (Ao-A1/Ao) X 100

where Ag is the absorbance of the control at 30 min, and A; is the absorbance of the sample at
30 min. The results were estimated in terms of 1Cso (the concentration of extract which
inhibits 50 % of free radicals present in the reaction medium) and it was calculated from the
linear regression graph.
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Antibacterial activity

Bacterial strains

The different bacterial strains used in this study, from Gram-positive or Gram-
negative group, are Escherichia coli (ATCC25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC25853),
Staphylococcus aureus (ATCC25923), Streptococcus pneumoniae (clinical isolated) and
Bacillus cereus (ATCC10876). The microorganisms were supplied from the Laboratory of
Bioconversion, Engineering Microbiology and Health Safety (University of Mascara,
Algeria).

Disc diffusion method

The antibacterial potency was achieved by the disc diffusion method. First, the tested
extract was dissolved in DMSO and filtered through a 0.45 um sterile filter membrane. Then,
100 pL of bacterial inoculums containing 108 CFU/mL were spread on plates containing
Mueller Hinton agar, and discs (6 mm diameter) soaked with 10 pL of extract solution (10
mg/disc) were positioned on the media surface. Two control discs were used which contained
DMSO and gentamicin (10 pg/disc) as negative and positive controls, respectively. The plates
were incubated for 24 h at 37°C, and experiments were done in triplicate. The diameters of
the inhibition zones were measured (R10s et al., 1988).

Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)

This test is performed using sterile 96-well microplates according to the protocol
described by Akomo et al. (2009). A series of twofold dilutions from 200 mg/ml to 0.39
mg/ml was prepared. 100 pL of each extract dilution was incubated with 100 uL of strain
suspensions containing 10 CFU. The first well was used as a negative control; it was
inoculated with broth only. However, the final well was used as a positive control and was
inoculated with strain suspensions. The microplate was then incubated at 37°C for 24 hours.
The MIC was taken as the lowest concentration for which there was no turbidity.

RESULTS AND DISCUSSION
Total polyphenol and flavonoid contents

The phenolic content is expressed as milligram equivalents of gallic acid per gram of
dry extract (mgGAE/g DW). The polyphenol’s result level, as presented in Tab. 1, showed
that the hydromethanolic extract exhibited moderate phenolic content (23.44 + 0.14 mg
GAE/g DW). YAazDANI and KAsHI (2021) reported that the total phenolic content of the
methanolic extract of A. capillus-veneris L. was 83.62 + 1.87 mg GAE/g DW which is much
higher in comparison to our results.

The flavonoid content is expressed as milligrams of catechin equivalent per gram of
dry extract (mg EC/g E). The experimental results showed that the total flavonoid content of
hydromethanolic extract was (4.66 £ 0.0lmg EC/g DW).

The polyphenolic content is qualitatively and quantitatively variable from one plant to
another, which can be attributed to the specificity of the chemical method of quantification of
phenolic compounds, but also the nature of the standard used (Ezzousl et al., 2016). Indeed,
some chemical substances used as standards tend to overestimate the concentration of the
examined compounds. This is notably the case for quebracho tannins (SCHOFIELD et al.,
2001).
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Table 1. The total phenolic and flavonoids contents and antioxidant activity of
hydromethanolic extract of Adiantum capillus-veneris.

1Cs0DPPH 1Cs0DPPH
Phenols Flavonoids ICs0DPPH (ng/mL) (ng/mL)
(mg GAE/gDW) (mgCE/gDW)  (pg/mL) (Catechin)  (Ascorbic acid)
23.44+£0,14 4.66 £ 0.01 65.85+ 3.25  14.26+ 1.45 17.21+2.01

HPLC analysis

The chemical analysis by high-performance liquid chromatography (Fig. 1, Tab. 2),
revealed the presence of gentisic acid, chlorogenic acid, p-coumaric acid, caffeic acid deriva-
tive, ferulic acid, kaempferol, quercetin, 3-p-coumaroylquinic acid, apigenin-7-O-glucoside,
3,5-Di-O-caffeoylquinic acid, isorhamnetin-3-O-di-glucoside, quercetin 3-O-glucoside, epica-
techin 7-O-rutinoside, kaempferol 3-O-glucoside, ferulic acid derivatives and hydroxycinn-
amic derivative. Quercetin 3-O-glucoside (949.5 pg/g) was the major identified compound
followed by 3,5-Di-O-caffeoylquinic acid (769.0 pg/g), hydroxycinnamic derivative (404.3
Mg/g) and kaempferol 3-O-glucoside (359.6 ug/g).
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Figure 1. Representative high performance liquid chromatography profile of
Adiantum capillus-veneris hydromethanolic extract.

YUAN et al. (2012) reported that the leaves of Adiantum capillus-veneris contain
kaempferol-3-glucosides in high amounts. Similarly, Zes and ULLAH (2017) identified kaem-
pferol-3-sophorotrioside with the highest concentration (58.7 mg/g). In the study of AL-
HALLAQ et al. (2015), the main polyphenolic compounds in the aqueous extract prepared by
refluxing the dried coarsely powdered plant material for 15 min, were found to be ellagic acid
(5.48 mg/g) and quercetin-3-O-glucoside (3.96 mg/g). These data are not consistent with our
findings, where ellagic acid was not identified in the methanolic extract.

Extraction is an essential step in the isolation and identification of phenolic
compounds. The extraction of phenolic compounds is influenced by several factors, such as
the chemical nature of the phenolic compound, the extraction method, the particle size of the
sample, the extraction solvent, pH and temperature, etc. (IGNAT et al., 2011; HASBAY et al.,
2018). The choice of solvent is also vital for optimal extraction. Indeed, BAIKACZ et al.
(2018) observed how the polyphenol content varied according to the solvents and extraction
times used. As reported by LOPEZ-FERNANDEZ et al. (2020), the most common extraction
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solvents for the extraction of polyphenols are methanol, acidified methanol or combinations
of methanol and water.

Furthermore, the chemical composition of plant extracts is influenced by the
cultivation method, the phenological stage, the nature of the soil, the climate at the time of
sampling (temperature and rainfall), as well as the constitution of the sample (stem-leaf-
flower ratio) (LEE et al., 2003; MILIAUSKAS et al., 2004; EBRAHIMI et al., 2008).

These results provide a better understanding of the composition of bioactive com-
pounds, which may be responsible for the antioxidant and antibacterial properties of the aerial
part of A. capillus-veneris. Indeed, quercetin and its glycosides, the majority compound, are
considered a valuable functional food ingredient, and with a wide range of therapeutic
applications such as anticancer, antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory uses.

Table 2. HPLC-DAD-MS identification of phenolic compounds in
Adiantum capillus-veneris hydromethanolic extract.

Extract

Rt A max MH- Compounds

(Lg/g)
3.52 72.8 272 153 gentisic acid
6.43 60.9 262 353 chlorogenic acid
9.92 19.9 307 163 p-coumaric acid
11.07 51.8 267 489 caffeic acid derivatives
12.14 183.8 332, 283 193 ferulic acid
15.49 149.7 356, 255 284 kaempferol
25.73 108.1 271 332 301 quercetin
29.54 325.8 306, 313 337 3-p-coumaroylquinic acid
33.97 353.4 255 353 431 apigenin-7-O-glucoside
36.03 769.0 204 345 515 3,5-Di-O-caffeoylquinic acid
37.37 257.3 231 277 639 isorhamnetin-3-O-di-glucoside
41.21 949.5 255 353 463 quercetin 3-O-glucoside
42.15 255.5 265, 348 597 epicatechin 7-O-rutinoside
45.62 359.6 271 285 447 kaempferol 3-O-glucoside
46.46 110.1 288 414 389 ferulic acid derivatives
48.47 404.3 291 309 349 hydroxycinnamic derivative
50.30 219.6 276 435 389 ferulic acid derivatives

Antioxidant activity

The extracts showed a high DPPH radical neutralization effect, which is demonstrated
by the graphical plot which traces an exponential curve with the presence of a stationary
phase, which defines the almost complete reduction of DPPH to its non-radical form. The
percentage of inhibition exceeds 90% at a concentration of 1000 pg/mL (Fig. 2). The
minimum concentration that inhibits 50% of the DPPH radical was 65.85 + 3.25 pg/mL. This
value remains lower than those of the reference antioxidants, catechin (14.26 = 1.45 pg/mL)
and ascorbic acid (17.21 + 2.01 pg/mL) (Tab.1).

Several studies have been conducted on the antioxidant activity of the aerial part of
Adiantum capillus veneris. BOUDJEMA et al. (2020) reported that the methanolic extract of the
aerial part of Adiantum capillus veneris harvested from Boumerdes (Algeria) has a lower
antioxidant effect corresponding to an I1Cso value of 280 pg/mL, which is even four times
higher than the value obtained in our study.
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The scavenger effect of the extract on free radicals is depending on the existence of
free OH groups, in particular 3-OH, with a 3',4'-rthodihydroxy configuration (HEIM et al.,
2002).

In our current work, the largest amount of phenolic compound was quercetin 3-O-
glucoside. It is determined by multiple studies that quercetin act as a potent main antioxidant
as its capacity to directly reduce, scavenging and bleaching free radicals (OzGeN et al., 2016;
Xu et al., 2019). Therefore, the existence of quercetin in the hydromethanol extract might
play a significant role in increasing its primary antioxidant activity.

3,5-Di-O-caffeoylquinic acid was the second most abundant compound of the plant
sample. Owing to an ortho-dihydroxy phenyl ring, caffeoylquinic acid derivatives are known
as both efficient free radical scavengers and metal ion chelators (HUNG et al., 2006).
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Figure 2. Antioxidant power tested by the DPPH radical scavenging method
of hydromethanolic extract from Adiantum capilus-veneris.

Antibacterial activity

According to the results presented in Table 3, the hydromethanolic extract revealed
zones of inhibition against E. coli, S. pneumoniae and S. aureus (10.0 £0.9,9.0+ 1.1, 6.0 +
1.7 respectively). It is obvious from the result presented here that A. capilus-veneris extracts
have no antimicrobial efficacy against P. aeruginosa and B. cereus. The minimum inhibitory
concentration was 10 mg/mL™. Our results confirmed the results of BESHARAT et al. (2009),
who showed that the ethanolic extract of the aerial parts of A. capillus-veneris does not have
antimicrobial capabilities against P. aeruginosa.

According to LIMA et al. (2019) phenolic compounds have interesting antibacterial
power against pathogenic bacteria. These compounds can act in several ways to destroy
bacteria, including inhibiting the nucleic acid synthesis and the plasma membrane and
disrupting enzymatic activity or energy metabolism of bacteria (CusHNIE and LAMB, 2005).

Two flavonoids (quercetin 3-O-glucoside and kaempferol 3-O-glucoside) and two
phenolic acids (3,5-Di-O-caffeoylquinic acid and hydroxycinnamic derivative) were the most
abundant compounds of the plant sample (Tab. 2).

The antibacterial activities of phenolic acids have been demonstrated in various studi-
es on different pathogens (Low and DONACHIE, 1997; StojkoVIC et al., 2013). It was found
that phenolic acids had antimicrobial activity against P. aeruginosa, E. coli and S. aureus.
Phenolic acids have been shown to have potent antibacterial and antibiofilm properties against
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emerging nosocomial pathogens (KARUNANIDHI et al., 2013). LI et al. (2014) have
investigated the influence of subinhibitory concentrations of phenolic acids on factors associ-
ated with the virulence of enterotoxigenic S. aureus. At subinhibitory concentrations (1.25
mg/mL), phenolic acids significantly inhibited hemolysis and coagulase titter. Reduced fibri-
nogen binding and decreased production of enterotoxins were observed at concentrations
ranging from 1/16 MIC to 1/2MIC (LI et al., 2014).

Flavonols, such as quercetin and its derivatives and kaempferol and its derivatives, are
among the most important class of flavonoids that show potent antibacterial activities.
Quercetin and its derivatives showed significant antibacterial activity against some strains of
bacteria, including S. aureus, methicillin-resistant S. aureus (MRSA), and Staphylococcus
epidermidis (GEOGHEGAN et al., 2010). In another study, among the nine flavonoids (from the
leaves of Scutellaria oblonga Benth), quercitin-30glucoside could successfully kill S. aureus
and a reduction in biofilms (90-95%) was observed (RAJENDRAN et al., 2016).

Table 3. Antibacterial activity of the hydromethanolic extract of Adiantum capillus-veneris.

S.aureus P. aeruginosa E. coli B. cereus S. pneumoniae
Inhibition zone ¢ 5 , 4 7 0.00 100£09 0.0 9.0+1,1
diameter (mm)
MIC (mg/mL) 10 ND 10 ND 10
CONCLUSION

This research provides data on the chemical and biological characterization of
Adiantum capillus-veneris. In the hydromethanolic extract, nine phenolic acids and five
flavonoids were detected by HPLC-MS. The antioxidant activity, estimated using the DPPH
assay, revealed that the A. capillus-veneris extract had high antioxidant potential, in
agreement with the total polyphenolic content. The A. capillus-veneris extract showed
moderate antimicrobial activity against the tested bacterial strains. These results reinforce the
importance of this species and widen new research perspectives as well as the design of new
plant-based drugs sourced from indigenous plant material.
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ABSTRACT. The study deals with the evaluation of the antioxidant capacity of extracts
from the aerial part of Algerian Ajuga iva. Extraction of flavonoids was carried out by
85% of methanol, then the crude extract was successively separated with ethyl acetate,
butanol, and water. The in vitro antioxidant activity was assessed by 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl, reducing power, and thiobarbituric acid reacting substances assays.
Extracts are subject to HPLC-UV analysis. The average total phenol contents of extracts
vary between 3.87 + 0.17 and 149.74 + 3.94 (gallic acid equivalent per gram of dry
extract). Furthermore, tested extracts exhibited a broad range of flavonoid contents
varying from 1.54 + 0.09 to 41.18 £ 1.03 (catechin equivalent per gram of dry extract).
Butanol and ethyl acetate fractions displayed the highest antioxidant activity. A good
correlation between the phenolic and flavonoid contents and the antioxidant activity was
observed. Rutin, caffeic acid, quercetin, p-coumaric acid, luteolin, and cinnamic acid
were present in the extracts. The plant could be a potential source of antioxidant agents.

Keywords: Antioxidant effect, flavonoids, polyphenols, HPLC.

INTRODUCTION

The history of medicinal plants is associated with the evolution of civilizations. In all
regions of the world, the history of peoples shows that these plants have always occupied an
important place in medicine since antiquity. It was only in the 20th century that scientists
became interested in this subject (JANSSEN et al., 1976).

The activities of these curative plants are evaluated by their chemical components.
Plants synthesize secondary metabolites, which are molecules that are indirectly essential to
the functioning of plants, as opposed to primary metabolites that are vital for vegetal life
(FAVIER, 2003). Flavonoids are secondary metabolites and an unusually large group of
naturally occurring phenolic compounds ubiquitously distributed in plants. The past two
decades has witnessed a renewed interest in the study of flavonoids and of their biological
interactions. Flavonoids are known for their pharmacological, biochemical properties, and
antioxidant activities (CROZzIER et al., 2006).
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Several studies have shown that flavonoids have great potential as antioxidants agents.
In addition, a lot of research is currently being done on natural antioxidants that act as free
radical scavengers. The excessive production of these radicals can be harmful to the body,
they damage many cellular components as diverse as proteins, lipids, or DNA, causing
oxidative stress (VAN ACKER et al., 1998).

A wide range of analytical techniques is used for the characterization of flavonoids
extracted from medicinal plants, including high performance liquid chromatography (HPLC),
either single or coupled with mass spectrometry. In recent years, HPLC has been the
analytical method that has dominated the determination of flavonoids (RoBBINS, 2003).

Thanks to geographical location Algeria is home to rich and diverse vegetation. The
genus Ajuga that belongs to the family Lamiaceae comprises at least 301 species (ZAFAR and
BADIAA, 2009). Flavonoids and tannins are found in large quantities in Ajuga iva. It also
contains anthocyanins, phenolic acids, and other substances, in particular ajugarin (EL HILALY
et al., 2004). Ajuga iva is an aromatic plant that grows from spring to late summer, in deep
soils at 2700 m altitude. It is widespread in the Mediterranean region: southern Europe and
northern Africa, especially in Algeria, Morocco, Tunisia, and Egypt (BATANOUNY et al.,
1999). This small, bitter-tasting perennial, 5-10 cm long, with creeping, hairy green stems,
has oblong to linear, pubescent leaves, 14 to 35 mm long. The flowers are purple, pink, or
yellow, 20 mm long (HALIMI, 2004). This plant species has already been the subject of several
studies, which show a broad spectrum of biological effects of extracts and essential oils
including hypoglycemic (CHABANE et al., 2013), anti-inflammatory (BOUDERBALA et al.,
2008), antimicrobial (ZERROUG et al., 2011), and antioxidant (TALEB-SENOUCI et al., 2009).

The aim of this work is to study the phenolic content of aqueous methanolic extracts
and their solvent fractions of A. iva collected from Algeria. As well as the antioxidant
potential was evaluated by employing DPPH radical-scavenging, reducing power, and lipid
peroxidation assays to establish a possible correlation between polyphenol and flavonoid
contents and antioxidant activity.

MATERIAL AND METHODS

Plant material, extraction, and separation

The plant was collected from Mascara, Algeria and was botanically identified by Dr.
Righi Kada in the agricultural science department at the University of Mascara Mustapha
Stambouli. The plant material was dried at room temperature and ground into powder using a
shredder. The plant powder (100 g) was extracted by the classical method of maceration at
room temperature with 85% of methanol according to the protocol described by MERGHEM et
al. (1995) to obtain the crude extract. The hydromethanolic extract was evaporated and then
dissolved in distilled water. The solution was successively partitioned with ethyl acetate,
butanol, and water.

Total phenolic content

The total phenolic content was determined following the protocol applied by
MILIAUSKAS et al. (2004). In a test tube, 1 mL of known concentration extract was mixed
with 5 mL of Folin-ciocalteu reagent (2M) diluted 10 times and 4 mL of a 75 g/L sodium
carbonate solution (Na2COs). The absorbance was measured at 765 nm after incubation for 1
hour at room temperature. The calibration curve is made by gallic acid. The amount of
phenolic content was calculated as gallic acid equivalent per gram of dry extract (mg GAE/g
DE).
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Total flavonoid content

The total flavonoid content was determined according to the method adopted by
ARDESTANI and YAZDANPARAST (2007). Each extract solution (500 pL) was mixed with 2 mL
of distilled water and 150 puL of NaNO> solution (15 %). After 6 min, 150 uL of AICIs
solution (10%) was added, the mixture is left for 6 min. After that, 2 mL of NaOH solution
(4%) was added. Immediately, the mixture was completed with distilled water until the
volume reached 5 mL. After 15 min of incubation, the absorbance was measured at 510 nm
against a blank containing all the solutions except extract. The calibration curve is made by
catechin. Results were expressed as catechin equivalent per gram of dry extract (mgCE/g DE).

Antioxidant activity

The antioxidant activity of the samples was investigated using three methods: DPPH
radical assay, reducing power assay, and thiobarbituric acid reacting substances assay.

DPPH radical assay

A volume of 50 pL of various concentrations of the extracts in methanol was added to
1950 pL of a methanol solution DPPH (6.10° M), this mixture is strongly stirred for 30
seconds. Then, incubated for 30 min at room temperature in the dark. Absorbance was
measured at 517 nm using methanol as blank (SHIMADA et al., 1992). Ascorbic acid and
catechin were used as a positive control. The percentage inhibition (PI) of free radical
formation was calculated according to the following formula:

PI = (1 - A1/Ag) x 100 (1)

where A is the absorbance of the extract and Ao is the absorbance of the control. The results
were estimated in terms of ICso (the concentration of extract which inhibits 50 % of free
radicals present in the reaction medium). And it was calculated from the graph plotted of
linear regression.

Ferric reducing antioxidant power assay

The reducing power of samples was determined as per the reported method of OvAizu
(1996). A quantity of 1 mL of each extract was mixed with 2.5 mL of sodium phosphate
buffer (0.2 M, pH 6.6) and 2.5 mL of potassium ferricyanide (1%). After incubation for 20
min at 50°C, 2.5 mL of trichloroacetic (10%) was added. After that, the mixture was
centrifuged at 3000 rpm for 10 mn. In a test tube, 2.5 mL of the upper layer fraction was
mixed with 2.5 mL of distilled water and 0.5 mL of ferric chloride (0.1%). The absorbance
was measured at 700 nm and compared with standards. Increased absorbance of the reaction
mixture indicated stronger reducing power. ECso (ng/mL) value is the effective concentration
giving an absorbance of 0,5 for reducing power and it was obtained from linear regression
analysis.

Thiobarbituric acid reacting substances assay (TBAR)

The anti-lipid peroxidation ability was assessed following the method described by
TRIPATHI and SINGH (2001). In a test tube, 0.5 mL of rat liver homogenate (KCI 0.15 M) at a
rate of 10%, 1 mL of potassium chloride (0.15 M), and 0.5 mL of extract solution were
mixed. Then, 100 uL of ferric chloride (1 mM) was added to initiate the lipid peroxidation.
After incubation for 30 min at 37°C, the reaction was stopped by adding 2 mL of ice-cold
hydrogen chloride (0.25 N) containing trichloroacetic acid (15%) and thiobarbituric acid
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(0.38%), and 0.2 mL of butylated hydroxyl toluene (0.05%). The reaction mixtures were
heated at 80°C for 60 min, cooled, and centrifuged at 6900 rpm for 15 min. the absorbance of
the upper layer fraction was measured at 532 nm against a blank (contained all reagents
without liver homogenate and drug). Synthetic antioxidants (ascorbic acid and catechin) were
used as a positive control. The percentage of anti-lipid peroxidation (% ALP) was determined
by following formula:

%ALP = (AFeCI3 —Aextract) X 100/ AFeCIS —Anormal (2)

Arcciz: absorbance that indicates the level of lipid peroxidation (the reaction medium
contained all the reagents without FeClz and without extract).
Aextract. absorbance that indicates the level of anti-lipid peroxidation (the reaction medium
contained all the reagents).
Anormal: absorbance of the reaction medium which contained all reagents except extract and
FeCls.

ICso is the value that corresponds to 50% of anti-lipid peroxidation, and it was
obtained from linear regression analysis.

HPLC analysis

HPLC analysis of standards and extracts was performed using a Shimadzu
Prominence-1 HPLC apparatus equipped with LC-2030 pump and a photodiode array detector
(PDA: LC-2030/2040). Flavonoids were separated on a C-18 reverse phase HPLC column
(Supelco, 150 mm x 4.6 mm, particle size 5 um) at 25°C. Eluent A was the acetic acid
aqueous solution (1%) and eluent B was a methanol acetic acid solution. Separation was
performed in an isocratic step at 2% of B for 2 min followed by a linear gradient from 2% to
20% of B in 10 min, then to 100% of B in 65 min and 100% of B in 68 min with a flow rate at
0.8 mL/min. Flavonoids were identified by comparing their retention times and corresponding
UV-Vis absorption spectra with standards.

Correlation analysis

Results were expressed as Meanzstandard deviation (SD) of five separate experiments
using Excel. Correlation coefficients between the total phenolic and flavonoid contents were
determined from linear regression analysis using Excel.

RESULTS AND DISCUSSION
Total phenol and flavonoid content

The results of the levels of phenolic and flavonoid contents, as presented in Table 1,
showed that the highest values of polyphenol were recorded in the ethyl acetate (149.74 +
3.94 mg GAE/g DE) and butanolic fractions (50.09 + 1.27 mg GAE/g DE), while the aqueous
fraction showed the lowest values (3.87 = 0.17 mg GAE/g DE). This order of fractions was
confirmed by the results of AbiabJ (2009) who found that the ethyl acetate fraction is the
richest in polyphenols and the aqueous fraction is the poorest. The contents obtained in our
study are not in agreement with previous reports that proved that methanol and water are the
most effective solvents for the extraction of polyphenols (MAKNI et al., 2013).

Flavonoids content of the investigated extracts varied from 1.54 £ 0.09 to 41.18 + 1.03
mg CE/g DE (Table 1). The highest total flavonoid contents were found in the butanolic
extract followed by the ethyl acetate fraction. Moreover, the lowest flavonoid contents were



27

registered in the aqueous extract. These results indicate that flavonoids were better soluble in
butanol and ethyl acetate. Our results are consistent with those conducted by ANOKWURU et
al. (2011) where ethyl acetate was found to be the best solvent for the extraction of
flavonoids. The variation of the phenolic and flavonoid contents might be due to the variation
in procedure extraction, geographical conditions (EBRAHIMI et al., 2008).

Table 1. The total phenolic and flavonoid contents of extracts.

Medicinal plant Total phenolics Flavonoids

Ajuga iva Extract/Fractions (mg GAE/gDE) (mg CE/g DE)
Crude 10.75 +0.13 543 +0.45
Ethyl acetate 149.74 + 3.94 34.61+3.01
Butanolic 50.09 £ 1.27 41.18 £1.03
Agueous 3.87£0.17 1.54 +0.09

Each value represents the mean + SD (n=5)

Antioxidant activity
DPPH radical scavenging

In this study, the DPPH method was chosen to evaluate the antioxidant activity of the
extracts, because it is one of the fastest, simplest, and most effective methods due to the great
stability of the DPPH radical (BozIN et al., 2008).

As demonstrated in Table 2, all the extracts proved to have high antioxidant activities
(between 39.53 pg/mL and 512.25 pg/mL). The ranking of ICso values is: ethyl acetate extract
> butanolic extract > crude extract > aqueous extract. Our results confirmed previous studies
showing an important antioxidant activity of Ajuga iva extracts in other regions of its area
(BAGHIANI et al., 2011). The essential oils extracted from Tunisian A. iva exhibited a potent
DPPH radical scavenging effect (AYARI et al., 2013).

The mechanism of the reaction between antioxidant and DPPH radical depends on the
structural conformation of the antioxidant (Kourl et al., 2007). According to the literature,
polyphenols and flavonoids are very effective as agents reducing oxidative stress (Molyneux,
2004). From our results, it is clear that all the extracts can donate an electron to DPPH radical,
so the DPPH radical scavenging effect could depend on the number of hydroxyl substituents
(Caoetal., 1997).

Ferric reducing antioxidant power assay

In this assay, the presence of reducing agents causes the reduction of the Fe*®
ferrocyanide complex to the Fe*? form. Indeed, the formation of Fe*? can be monitored
spectrophotometrically by measuring the absorbance of the blue color of the ferrous complex
at 700 nm (KARAZOGLER et al., 2008). An increase in absorbance at this wavelength means
stronger reducing power of the extracts (OzTURK et al., 2007).

Table 2 shows the reductive capability of extracts compared to ascorbic acid and
catechin as standards. The ethyl acetate extract showed stronger reducing power (ECso =
780.16 + 1.56 ng/mL) than other extracts. However, the reduction power of ascorbic acid
(ECs0 = 49.09 £0.23 ug/mL) and catechin (ECso = 46.82 £1.01 ug/mL) was more pronounced
than that of different extracts of Ajuga iva. This activity confirms the results of the DPPH
radical-scavenging activity. BAGHIANI et al. (2011) found that extracts of Ajuga iva give a
reduction power better than standards.
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A study conducted on the ability of iron reduction by phenols indicated that the
catechol nucleus is the only structure that is positively associated with reducing power.
According to this study, this structure increases the reducing power of a compound to 36%
compared to another which does not contain one. They suggested that this activity was due to
the participation of the groups —OH linked to the catechol nucleus (DEGRAFT-JOHNSON et al.,
2007).

Table 2. Antioxidant activities for extracts and standards

Medicinal Extract / ICso /DPPH ECso/Reducing ICso/ALP
plant Fractions (ng/mL) power (ng/mL) (ng/mL)
Ajuga iva Crude 55.04 £2.23 2352 +1.43 1569.85+ 2.38
Ethyl acetate 39.53+1.39 780.16 + 1.56 419.63+£1.71
Butanolic 44,17 +0.43 1173.52 +2.89 507.88 + 0.47
Aqueous 512.25 + 1.56 4531.83+1.09 2231.83 +2.53
Standards Ascorbic acid 17.21 £ 0.67 49.09 £ 0.23 208.85 £ 1.55
Catechin 14.26 £ 0.49 46.82 +1.01 49.25 + 1.02

Thiobarbituric acid reacting substances assay

In this assay, malondialdehyde (MDA) is one of the final products of fatty acid
peroxidation. MDA was measured spectrophotometrically at 532 nm by a thiobarbituric acid
reactive substance (TBARS) method (FARAHMAND et al., 2013).

The butanolic and ethyl acetate phases exhibit a good lipid anti-peroxidation capacity.
The strongest activity was exhibited by the ethyl acetate fraction (ICso =419.63 +1.71 pg/mL)
and the weakest anti-lipid peroxidation activity was exhibited by the crude and aqueous
extract (1569.85 +2.38 pg/mL, 2231.83 £2.53 pg/mL respectively). Values obtained in our
study are lower than the data reported by TALEB-SENouCI et al. (2009), when studied the
Tunisian Ajuga iva aqueous extract.

According to RATTY and DAs (1988), the flavonoid aglycones were more potent in
their anti-lipid peroxidation ability than their corresponding glycosides. The structure-activity
analysis demonstrated that the flavonoid molecule with polyhydroxylated substitutions on
ring A and B, A 2,3-double bond, a free 3-hydroxyl substitution, and a 4-keto moiety, would
confer upon the compound potent anti-lipid peroxidation effect.

Correlation analysis

Several researchers have studied the correlation between polyphenol content and
antioxidant properties. Some of them found a correlation between the phenolic content and
the antioxidant activity, while others did not find a relationship.

There is a good correlation between the total phenol and flavonoid contents and the
DPPH assay (R? = 0.68, R = 0.87, respectively). VELIOGLU et al. (1998) had also reported
good correlations for fruits and vegetables grain products between the total phenolic amount
and the antioxidant capacity. On the other hand, our results are not in agreement with the data
reported by WoiDyLo et al. (2007).

Regarding ferric reducing antioxidant power assay, there is good correlation between
this method and the total phenols and flavonoids contents (R? = 0.80 and R? = 0.85
respectively). This finding agrees with the study of WoONG et al. (2006), which reported a
good relationship between total phenolic content and antioxidant activity when studied the
antioxidant activities of aqueous extracts of some medicinal plants using ferric reducing
power assay.
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Correlation analysis reveals an excellent correlation between the total polyphenols and
the anti-lipid peroxidation capacity of extracts with R2 = 0.99 and a moderate correlation
between this assay and the levels of flavonoids with R? = 0.53. The same results were found
by VAmMANU and NITA (2013) when studying the correlation of inhibition of lipid peroxidation
with phenolic and flavonoids contents of extracts from wild edible Boletus edulis.

Since the chemical composition of extracts and structures of active compounds
identified in extract are important factors governing the efficacy of natural antioxidants, the
antioxidant ability of an extract could not be explained based on their phenolic and flavonoid
contents (HEINONEN et al., 1998). For instance, it has been demonstrated that phenol
compounds with para-dihydroxylation or a hydroxyl and a methoxy group are more effective
than simple phenolics (SHAHIDI and WANASUNDARA, 1992).

HPLC analysis

As depicted in Figure 1 and Table 3, the HPLC chromatogram of butanolic extract of
Ajuga iva showed the presence of caffeic acid, luteolin, and quercetin whereas the aqueous
extract contained rutin, p-coumaric acid and quercetin. On the other side, ethyl acetate extract
revealed the presence of caffeic acid, rutin, p-coumaric acid, luteolin, and quercetin, however,
gallic acid, cinnamic acid and caffeic acid were found in the hydromethanolic extract.

Many reports have been published on the chemical composition of Ajuga iva,
mentioning the evidence of numerous bioactive compounds, among them terpenoid, sterols,
essential oils, and flavonoids (EL HILALY et al., 2004; IsrAILI and Lyoussi, 2009). However,
there are few references in the literature on the phenolic profile of this species. BOUDJLEL et
al. (2015) showed that two flavonoids appeared to predominate, apigenin. and naringenin, in
the aqueous infusion of Ajuga iva. However, KHATTELIA et al. (2020) reported the presence
of caffeic acid, p-coumaric acid, rutin, and luteolin in the extract of the aerial part of Ajuga
iva. These results are in accordance with our findings.

Table 3. Retention time (Rt), UV-Vis wavelengths of maximum absorption (Amax),
and concentration of phenol compounds.

Concentration (ng/g)
Rt Compound Amax (NM) Crude  Ethyl acetate Butanolic Agueous
15.30 Gallic acid 272 148221 nd nd nd
25.21 Cinnamic acid 277 389955 nd nd nd
27.22 Caffeic acid 219239323 420098 1339041 855 52 nd
30.08 Rutin 259 355 nd 126 1426 nd 237 027
39.70 p-coumaric acid 224 309 nd 6.284 1802917 252 826
41.52 Luteolin 260 348 nd 8,637 2244406 nd
49.01 Quercetin 256 372 nd 8.118 154055 93728

nd — not detected

Several studies have been demonstrating the role of flavonoids and phenolics as
antioxidant agents. SALuccl et al. (2002) reported that gallic acid possesses a very high
antioxidant capacity. In this order, YANG et al. (2008) reported that rutin exhibited strong
DPPH radical scavenging activity and had effective inhibition of lipid peroxidation. On the
other hand, luteolin exhibits a potent quenching effect on Fenton-induced 8-OHdG formation
(Caretal., 1997). According to the study of CHANG et al. (2017), caffeic acid and p-coumaric
acid inhibited LDL oxidation and quenched radicals. Quercetin has a great antioxidant activity
as shown by ZHANG et al. (2011).
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Figure 1. Representative high performance liquid chromatography profile of Ajuga iva extracts:

Aqueous (1), Ethyl acetate (2), Hydromethanolic (3), Butanolic (4).

CONCLUSIONS

This study confirmed that Ajuga iva is a rich source of polyphenols and flavonoids and

possesses antioxidant capacity mainly its ethyl acetate and butanol extracts. The antioxidant
power of Ajuga iva extracts can be associated with their free radical scavenging properties.
These data confirm their use in traditional medicine and encourage their application as
alternative antioxidants. In addition, there is a need to isolate the compounds responsible for
the activity, which may allow the development of a modern drug from this plant.
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