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Résumé

Asparagus Acutifolius L, est une espéce végétale comestible, largement répondue dans
toute méditerranée. Dans le cadre de la valorisation de cette plante, quatre extraits
(méthanolique et aqueux) ont été testés pour leurs activités biologique et leurs teneurs en
polyphénol et flavonoide.

Les résultats phytochimiques montrent que les extaits constituent une source

privilégiée de molécules biologiquement actives telles que les polyphénols, les alcaloides,les
tanins, les flavonoides, les saponines, les protéiens, les stéroides, les terpenoides.

L’activité antimicrobienne a été diterminée selon les méthodes de diffusion en millieu
gélosé sur 9 souches testées (Staphylococcus épidermique, Microccocus flavus,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Eacherichia coli, Sacharomyces -cerevisiae,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus brasiliensis, Condida albicans).

L’extrait d’eau a présente une activité antimicrobienne aux défférents souche
étudiée.

Cette etude confirme, l'usage traditionnel de cette plante et révéle son intérét dans le
cadre d'une exploitation industrielle pharmaceutique.

Mots clés : Asparagus Acutifolius L, Activité antibactérienne, phytochimiques



Abstract
Asparagus Acutifolius L, is edibel plant species that is widely distributed throughout the

Mediterranean. As part of the valuation of this plant, four extracts (methanolic and aqueux)
were tested for their biological activity and their content of polyphenol and flavonoids.

The phyto-chemical results show that the extracts constitute a preferredsource of
biologically active molecules such as the polyphenols, the alcaloids, the tanins, the
flavonoids, the saponins, the protéins, the steroids, the terpenoids.

Antimicrobial activity was determined according to the method of diffusion in agar
medium on 9 strains tested (epidermical Staphylococcus, Micrococus flavus, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Eacherichia coli, Sacharomyces cerevisiae, Pseudomonas
aeruginosa, Aspergillus brasiliensis, Condida albicans).

The water extract showed antimicrobial activity to the different various strains studied.

This confirm the traditional use of this plant and chow its interest as part of the
pharmaceutical industrial exploitation.

Keys words : Asparagus Acutifolius L, Antimicrobial activity, phyto-chemical.
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Introduction générale

Les plantes ont toujours fait partie de I’environnement de 1’homme, les fruits, les
plantes et les autres substances naturelles ont d’abord été connus pour leurs propriétés
nutritives puis ensuite pour leurs vertus curatives. L’utilisation thérapeutique des
extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de I’homme est
trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité. Bien qu’une grande partie du XXéme
siecle ait été consacrée a la mise au point de molécules de synthese, la recherche de nouveaux
agents pharmacologiques actifs via le screening de sources naturelles aconduit a la découverte
d’un grand nombre de médicaments utiles qui commencent a jouer un role majeur dans le
traitement de nombreuses maladies humaines (Gurib-fakim et al., 2006) .

Ainsi, malgré le développement du médicament de synthese, le médicament végétal
sous ses différentes formes continue a occuper une place de choix entre 20.000 et 25.000
plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine.75% des médicaments ont une origine
végetale et 25% d’entre eux contiennent au moins une molécule active d’origine végétale
(Adossides., 2003).

En Algérie il en existe 3000 éspéces appartenant a différentes familles botaniques dont
la famille des astéracées (composées) constitue 1'une des plus grandes familles récement
étudiées. Ainsi, le genre centaurea a fait I’objet de nombreuses recherches phytochimique et
pharmacologique durant plusieurs annees.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude ayant comme objectif 1’investigation
phytochimique et biologique de I’extrait méthanolique et aqueux de 1’eséce Asparagus
Acutifolius L.

Ce travail est axé sur quatre chapitres essentiels : le premier chapitre, consacré a 1’étude
bibiographique la présentation botanique de la famille Asparagaceae et I’espece de Asparagus
Acutifolius, ainsi que quelques intéretes thérapeutiques de ces métabolites .Dans le deuxiéme
chapitre, généralités sur les composés phénoliques, les principaux metabolites du gerne
Asparagus Acutifolius et les composés phénolique : flavonoides, tanine....troisieme chapitre,
est étudiée les methodes d’extraction d’un plante médicinale Asparagus Acutifolius et
quelque propriétés de la plante, quatriéme chapitre est consacré pour résultat et discusion des

test physicochimies et biologiques.



Chapitre I :
Présentation de la plante
étudiée Asperge:
Asparagus Acutifolius L
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Les especes du genre Asparagus L, sont parmi les plus représentatives de la strate
lianescente des forets méditerranéennes. Ce genre trés diversifié, comprend plus de 300
éspeces herbacées, arbustes et plantes grimpantes, réparties dans le monde et adaptées a des
environnements trés contrastés (Norup et al.,2015).

Du point de vue écologique, avec les autres lianes comme Tamus Communis, Clematis
spp., Smilax aspera, Jasminum Fruticans et autres Ruscus spp., les espéces d’Asparagus
jouent un role essentiel dans la production de litiere et par conséquent, dant les apports en
éléments minéraux et la productivité primaire (Schnitzler et Arnold.,2010). Certaines d’entre
elles, telles que A. horridus et A. albus, forment de grands buissons épineux, véritables abris
pour la remonté biologique en milieu ouvert notamment steppique, mais aussi dans la
protection des jeunes plantes d’arbres en milieuforestier. Toutes ces lianes représentent donc
des indicateurs clés dans le suivi de la gestion des écosystemes forestiers (Naidu et al., 2014).

Cependant, les efforts alloués a la gestion des écosystemes forestiers et aux aires
protégées sont souvent limités par un manque de données sur les unités taxonomiques et leurs
caractéristiques cytogenétiques qui sont essentielles pour appréhender leur diversité
génétique.Le genre Asparagus est en fait peu étudié en Algérie. Selon les anciennes flores de
I’Algérie (Munby.,1855; Maire., 1958 ; Quezel et Santa., 1962), il comprend cinque
espéces pricipales: A. acutifolius L., A.ablus L., A.officinalis L., et une endémique

A.altissimus Munby.
I.1. Asparagaceae

1.1.1 Famille des Asparagaceae

Les Asparagaceae représentent la famille type de 1’ordre. APG (2013), y ont inclus
d’autre petites familles comme les Agavaceae, Aphyllanthaceae, Hyacinthaceae,
Laxmanniaceae, Ruscaceae, Themidaceae et Hesperocallidaceae.

Au sens strit, la famille des Asparagaceae renforme 370 espéces largement répandues

dans les régions tempérées chaudes et subtropicales (Figurel).
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Figl: Répartition de la famille des Asparagaceae dans le monde.

Habituellement, on ne reconnait qu’un seul genre; Aparagus avec ou sans subdivisions

infra-génériques (sous-genres).

Clifford et Conran (1987), avaient définis trois genres a partir d’une étude reposant sur

des especes australiennes seulement : Asparagus, Myrsiphyllum et protasparagus.

Malcomber et Demissew (1993), ont montré que les caracteres utilisés par ces auteurs
pour séparer Asparagus et protasparagus étaient insuffisants.Et ils ont confirmé la
monophylie dans  cette famille avec la présence de 3 sous-genres: Asparagus,

Protasparagus, Myrsiphyllum.

Des analyses récentes, moléculaires, embryologiques et cytologiques, ont permis toute
fois de mettre en évidence un nouveau genre, Hemiphylacus, qui peut étre rattaché a la famille
des Asparagaceae (Rudall et al., 1998). C’est en fait un petit genre d’origine mexicaine de

cing espéces qui est étroitement lié au genre Asparagus (kramer et al.,2008).
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1.1.2. Le genre Asparagus

Le genre contient prés de 300 espéces originaires du bassin méditerranéen. La plupart
de ces plantes sont dioiques (Lee et al., 1997).

Les études phylogénétiques basées sur le polymorphisme des RFLP de I’ADN
chloroplastique confirment certaines classifications et indiquent que la dioecie et la
polyploidie dans le genre Asparagus est d’origine monophylétique (Lee et al., 1997).

D’autres études ont montré que les especes européennes portent le meme nombre
chromosomique, avec une taille du génome nucléaire deux fois plus grande que celles des
especes de I’Afrique du sude (Stajner et al., 2002) (Figure2). D’aprés Deepak (1998).
La taille du génome est importante et elle est utilisée comme marqueur taxonomique.

Les especes eurasiennes forment un groupe monophylétique tandis que les especes de
I'Afrique du sud sont para phylétiques comprenant plus de deux groupes Protasparagus et
Myrsiphyllum qui font actuellement le consensus (Fukuda et al., 2005).

A. asparagoides est la seule espéce différente sur le plan morphologique par rapport
aux autres especes du genre Asparagus (Morin et al., 2006).

Le genre Asparagus se compose essentiellement d’arbustes xéromorphiques mais aussi

d'herbes. Les especes xérophytiques communes dans la zone méditerranéenne sont : A.

stipularis, A. aphyllus et A. thunbergiannus.

A. verticillatus

— i
A .acutifolius

Europe

A. officinalis
| A. tenuifolius

Espéces de I'Afrique du Sud

Fig 2. Relations entre Asparagus européens et africains en fonction de la tailledes
génomes. D'aprés Stajner et al. (2002).

I.1.3. Taxonomie et systématique
Selon les flores de I'Afrique du Nord et de I'Algérie, le genre Asparagus est placé
dans la famille des Liliaceae. Maire (1958) a reconnu 12 espéces dont 5 sont retrouvées en
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Algérie et confirmées par Quezel et Santa (1962). Ces flores partagent 4 especes avec Flora
europea (1981), seule A. altissimus est endémique a I'Afrique du Nord.
»  LaFlore d'Afrique du Nord (Maire, 1958)

Maire a reconnu dans sa Flore de [’Afrigue du Nord 12 especes dans le genre

Asapragus qu’il a subdivise en 3 sections:

- Section EUASPARAGUS Baker (1875)
- Section ASPARAGOPSIS (Kunyh) Baker (1875)
- Section MYRSIPHYLLUM (Willd) Baker (1875).
a-  Section EUASPARAGUS Baker (1875)
A. officinalis L. (var. altilis L.) (1753)

var. compestris G. (1856).

- A.maritimus Mill.

- A stipularis Forsk = A. horridus
- A.aphyllus L.

- A acutifolius L
b- Section ASPARAGOPSIS (Kunth) Baker (1875)

= ASPARAGOPSIS (Kunth) (1844).

a. A. altissimus Munby
var. typicus Maire (1931)
var. foeniculaceus (Lowe) Maire (1931)

var. asperulus Maire (1938).
b. A.albusL.

o

A. pastorianus Webb.,

o

A.plumosus Baker (var. nanus Hort.).

@

A. sprengeri Regel.

—h

A. asparagoides (L.)
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c- Section Myrsiphyllum (Willd.) Baker (1875)
= Myrsiphyllum Willd. (1808).

»  Nouvelle Flore d'Algérie, des régions désertiques et méridionales (Quezel et Santa.,
1962)

Quezel et Santa ne décrivent que 5 espéces:

- A. stipularis Forsk. = A. horridus
- A. officinalis L.
var. compestris
- A albus L.
- A.altissimusMunby

- A. acutifolius L.

» Flore des régions arides du Maroc occidentales (Negre., 1961)

Dans cette flore on remarque que A. pastorianus est endémique du Maroc.

- A. stipularis Forsk= A. horridus L.
- A. albus L.
- A. altissimus Munby.
- A. acutifolius.L.
- A .pastorianus Wehbb et Berth
»  Flora Europea (Mc Neill., 1981).

Dans Folra Europea, Mc Neill distingue quinze espéces en Europe

- A. asparagoides (L.), (=A. medeoloides (L.) Thumb).,
- A. albus L.

- A. acutifolius L.var .gracilis Baker.,

- A. aphyllus L.,

- A. stipularis Forsk.,

- A. verticillatus L.,

- A. bresleranus Shultes.,

- A. persicus Baker.,

- A. brachyphyllus Turcz.,
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- A. kasakstanicus Iljin.,
- A. maritimus (L.) Miller.,
- A. littoralis Steven.,
- A. officinalis L.,
ssp. officinalis ( =A. polyphyllus Steven; =A. caspicus Hohen.)

ssp. prostratus (Dumort.)
- A. pseudoscaber Grec.

- A. tenuifolius Lam.

»  Flore du sahara (Ozenda., 1977)
Ozenda a reconnu deux espéces endémiques du Sahara occidentale:

- A. altissimus Munby
- A. pastorianus Webb et Berth.

I.1.4.Caracteres botaniques du genre Asparagus
La plante adulte comprend:

- Une partie sous-terraine appelée "griffe” constituée par un rhizome horizontal et des
racines sous forme de cylindres charnus, servant d'organes de réserves.

- Une partie aérienne constituée par des tiges dressées partant du rhizome, Portant des
cladodes en forme daiguilles, a I'état jeune ces tiges encore non ramifiées (turions)
représentent la partie comestible.

- Les cladodes peuvent étre circulaires plus ou moins filiformes, linéaires, lancéolés ou
ovales.

- Les feuilles sont réduites a des écailles.

- Les fleurs sont petites, solitaires, unisexuées, polygames ou hermaphrodites disposées a
la base des cladodes:

- Périanthes petits, libres ou légérement soudés a la base.

- 6 étamines a filets filiformes.

- Ovaire avec un style portant trois stigmates.

- Baie globuleuse, rouge ou noire parfois d’abord verte.

- Graines solitaires ou peu nombreuses a tégument mince, embryon cylindrique (Maire.,
1958).
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Fig 3 : Asparagus acutifolius L. échantillon de Bouchaoui

1.2.Les plantes en Médecine
1.2.1 Définition d’une plante médicinale

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée francaise comme une « drogue
végétale au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses ». Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante,

utilisée, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais (Sofowora., 2010).

L’expression drogue végétale ou, plus couramment, drogue, désigne donc une maticre

premiére naturelle servant a la fabrication des médicaments.

1.2.2. Intérét de I'étude des plantes médicinales

La plupart des especes végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur l'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en medecine
classique qu'en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments

sont souvent dépourvus (Iserin., 2001).

La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de processus
biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que l'essentiel des médicaments de

synthese sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal maitrisés (Bruneton., 2009).

Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
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I'élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiere premiére pour la synthese des médicaments ou comme modéle pour les composés
pharmaceutiquement actifs (Decaux., 2002).
1.2.3. La phytothérapie

La phytothérapie est I’utilisation des plantes (de I’ensemble des éléments de la plante) a
des fins thérapeutiques. Ce terme vient du grec : « phytos » la plante et « therapiea » la
thérapie.

11 s’agit d’une des sciences médicales les plus anciennes, elle est parfois connue
aujourd’hui sous le nom de « remede de bonne femme », étymologiquement : Bona fama =

grande renommeée. Une citation de Galien dit :

« La meilleure médecine, c’est la nature car elle guérit les trois quart de toutes les
maladies ».
Aujourd’hui, 60 % des spécialités médicamenteuses employées en médecine courante

sont issues, directement ou par hémi-synthése, du regne végetal (Grosmond., 2001).

Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de
ces cent dernieres années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse
de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la

malaria.

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle

aux infections graves) decroit.

La phytothérapie, qui propose des remédes naturels et bien acceptés par I'organisme, est
souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme
I'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les
utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour l'organisme (Iserin., 2001).
L’exploitation des ressources naturelles, et notamment du monde végétal, est encore capitale a
I’heure actuelle. Elle est réalisée par :

Etude chimiotaxonomique qui consiste a rechercher des catégories de molécules dans les
plantes en fonction de leur appartenance botanique. Ainsi les Apocynaceae, les Rutaceae, les

Rubiaceae renferment souvent des alcaloides et c’est parmi

e ces familles que I’on recherche d’abord les alcaloides.
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e Etude ethnopharmacologique qui consiste a recueillir des renseignements sur
I’utilisation des plantes auprés des populations vivant encore prés de la nature en Amérique

du Sud, dans les Tles du Pacifique, en Afrique ou dans le Sud- Est Asiatique.

e Etude pharmacologique qui est caractérisée par 1’observation du comportement des
plantes dans leur environnement naturel. Les interactions plantes-plantes (allélopathie),
plantes-microorganismes, plantes-insectes, plantes-animaux sont associees a des signaux

chimiques (Barnes et al., 2007).
1.3. Métabolites des plantes

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des
différents écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui
interviennent dans 1’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant
lieu dans Dl'organisme. Les métabolites sont les molécules issues du métabolisme des

végétaux ou d’animaux.

On distingue deux classes de métabolites : métabolites primaires et métabolites

secondaires (Hartmann., 2007).
1.3.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont caractérisés par leur caractere nécessaire et vital
a la survie de la cellule ou de I’organisme (Diallo D., 2000).

-Les glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois

cellulaire (cellulose).

- Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les membranes

cellulaires.

- Les amino-acides représentent une source primaire de construction des protéines.

1.3.2. Les métabolites secondaires

Sont des molécules ayant une répartition limitée dans 1’organisme de la plante.
Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Cependant, ils ne
sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante.

Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en trés faible quantité,
sont d’une grande variété structurale (plus de 200000 structures définies). Ces

composés marquent de maniére originale, un genre, une famille ou une espéce de

plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.

10
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Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches, ils ont un
intérét multiple, ils sont mis a profit aussi bien dans I’industrie alimentaire,

cosmétique que pharmaceutique.

IIs sont largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires. La
pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale et
la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles ou des matiéres

premiéres pour la hémisynthése de composés actifs.

On a longtemps employé des remédes traditionnels a base de plantes sans savoir
a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs au
XIXeme siécle, a contribué¢ a 1’amélioration des connaissances des structures, ce qui
a permit de passer progressivement d’une phytothérapie traditionnelle souvent
empirique, acceptée parfois avec une certaine méfiance a une thérapie moderne,

acceptee scientifiquement.

Au début du XXeme siecle, des synthéses de composes analogues (métabolites
secondaires) ont commencés a naitre ; et afin d’augmenter leurs efficacités
pharmacologiques, des études des structures et des activités biologiques issues des
dérivés prénylés de ces métabolites ont été réalisés. La prénylation consistait a la
fixation d’une chaine latérale (pentenyle, géranyle et farnésyle) sur une molécule

acceptante.

Les meétabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qu’il
convient d’explorer pour leurs propriétés antioxydantes, anti microbiennes, anti-

inflammatoires et anti carcinogenes ou mutagenes (Epifano et al., 2007).

Ce sont des composés trés hétérogenes tant par leur composition que par leur
structure. Pendant longtemps, ces composes ont été considéres comme secondaires

et métaboliquement inactifs, ils ne suscitaient donc que peu d’intéreét.

A Theure actuelle, cette opinion a changé, du fait de nombreuses recherches
qui ont largement montrées que ces composés ne sont pas inertes et contribuent
efficacement dans la biosynthese de divers métabolites de 1’organisme.

Chez les végétaux, ils sont soumis a d’importantes variations quantitatives et qualitatives, ce
qui témoigne d’une dynamique biochimique incontestable (Brzozowska et al., 1976). lls

interviennent dans des processus vitaux les plus divers. D’ou I’importance croissante des

11
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¢études consacrés a ces composés. Leurs mode d’action et leurs signification physiologique ne
sont pas encore suffisamment claires, d’ou la place de plus en plus large qui revient aux

études de ces composés et de leurs fonctions.

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de plantes, mais ils sont
distribués difféeremment selon leurs roles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Parmi

les principales familles de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on distingue :

e Les composés phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante
(allélopathie, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces composés, on
citera les polyphénols, les lignines, les stilbenes, les flavonoides, les phénylpropanoides,

les anthocyanes et les tannins.

e [es alcaloides, renferme un atome d’azote dans la structure. Parmi ces derniers, certains
releguent de l'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées. Ils sont synthétisés a

partir d'acides aminés. On citera la nicotine, I'atropine, la codéine, la lupinine.

e Les mucilages : Ces sont des polymeres complexes de fructose, d'acide glucorinique et
d'acide manuronnique. Les mucilages sont des mélanges colloidaux qui gonflent avec

I'eau (agar agar).

e Les gommes et les résines : Ces sont des substances produites par la plante a la suite

d'une blessure.

e Les huiles essentielles : Ces sont des liquides concentrés et hydrophobes des composés
aromatiques (odoriférants) volatils d'une plante, ces essences sont tres volatiles et non

miscibles a l'eau.

e Les latex : Ces sont des substances sécrétées ou fabriquées par des cellules laticiferes

(vraies ou anastomosees) et qui ont la particularité de se solidifier au contact de I'air.

12
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Les principaux groupes de métabolites secondaires rencontrés dans les plantes et qui
possédent généralement une activité antimicrobienne sont : les composés phénoliques, les
alcaloides, les terpénoides et stéroides.

1.4. Propriétés médicinales de I’asperge

L'utilisation de I'asperge a probablement commencée il y a 2000 ans dans les régions
orientales de la méditerranée, a cette époque les romains donnaient les instructions pour sa
culture et préféraient I'asperge cultivée a partir de graines (Derek et al., 1998).

Les formes domestiquées se sont propageées a partir de cultures et se sont naturalisées
dans plusieurs régions. L'asperge est I'une des rares espéces cultivées qui possédent des fleurs
males et des fleurs femelles (dioique).

Pour les grecques et les égyptiens I'Asparagus officinalis était recherché pour ces
propriétés médicinales. Pour certains égyptologues, cette espéce aurait été cultivée des

I'époque des dynasties memphites (Pitrat., 2003).

I.5. Données biochimiques et intéréts médicimaux

Le genre Asparagus est considéré comme un genre possédant des especes a grandes
valeurs nutritive et médicinale. Plusieurs d’entre-elles sont cultivées dans le monde pour leurs
intéréts alimentaires ou ornementaux comme A. officinalis, A. falcatus, A. spreingeri, A.
plumosus (Stajner et al., 2002).

D’autres encore sont réputées pour leurs propriétés médicinales et sont utilisées en
pharmacopée traditionnelle (Kumar et al., 2015) ; toutes représentent une source naturelle
présentant plusieurs propriétés et activités biologiques antioxydantes. En effet, plus de 50
composés chimiques et organiques tels que les saponines stéroidiens, glycosides, alcaloides,
polysaccharides, mucilage, racémosol et autres isoflavones ont été identifiés (Thomsen.,
2002, Hayes et al., 2008; Jaramillo-Carmona et al., 2017). A. maritimus et A. racemosus
sont remarquables par leur teneur élevée en saponines stéroidiens (Hayes et al., 2008 ;
Jaramillo- Carmona et al., 2017).

Dans le Sahara Egyptien, A. horridus est d'usage meédicinal par les nomades; les racines sont
utilisées comme infusion pour enlever les calculs rénaux (Serag et al., 2011). Les extraits d'A.
acutifolius, renferment des flavonoides (Lacaille-Dubois et al., 2006) et auraient des
propriétés anti-inflammatoires, antioxydants et antifongiques. Une alimentation combinant A.
acutifolius et d'autres légumes et fruits, ameéliorerait ces activités biologiques (Kasture et al.,
2009). A. officinalis, la plus cultivée sur le plan alimentaire, présente aussi des propriétés

thérapeutiques et nutraceutiques (Tandon et al., 1990; Igbal et al., 2017). Les saponines et
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les fructanes qu’elle posséde jouent un role central dans l'activité antitumorale ainsi que dans

I'ostéoporose, I'obésité, cardiopathies, les rhumatismes et le diabéte (Sharma et al., 2000).

14
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11.1.Définition

Le régne végétal y compris les fruits et les Iégumes constituent une source importante
de polyphénols. Ces derniers sont présents dans toutes les parties de la plante mais avec une

répartition quantitative qui varie entre les différents organes et tissus.

Plus de 8000 molécules produites dans les plantes sont identifiées et qui constituent
trois grandes classes : les composés phénoliques, les terpenoides, et les alcaloides (Wink.,
2003, Aharoni & Galili., 2011).

Ces molécules sont pourvues de différents rbles dans la plante, notant les agressions
climatiques ; stresse biotique (agents pathogenes, blessures, symbiose) ou abiotiques (lumiére,
rayonnements UV, faible température, carences). lls contribuent aussi a la qualité
organoleptique des aliments issus des vegétaux (couleur, astringence, arbme, amertume)
(Visioli et al., 2000).

IIs représentent une large gamme potentielle d’agents thérapeutiques, largement
exploitée par I’homme dans différents domaines comme la santé et I’alimentation (Croteau et

al., 2000, Cragg & Newman., 2010, Ncube et al., 2012).

I1.2. Structure et catégories des composés phénoliques

Structuralement, les composés phénoliques comprennent un noyau aromatique, qui
possede un ou plusieurs substituants hydroxylés. Ces derniers permettent aux composes
phénoliques simples de se polymériser pour obtenir des phénols complexes ou polymeérisés.

La plupart des composés phénoliques sont conjugués avec un mono ou poly
saccharides, ou associés a des esters et des méthyles esters en raison de leur réactivité et
toxicité en vue de la plante elle-méme. Ces composés peuvent étre groupés dans plusieurs

classes (Nagendran., 2006) ; comme le montre le tableau 1(NKkhili., 2009).
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Tab 1: Les principales classes des composés phénoliques.

Squelette carboné Classe Exemple Origine
Cs Pheénols simples Catéchol Nombreuses espéces
Cs-Cy Acides p-hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoigques
Cs-Cs Acides Acide caftique. acide Pomme de terre,
hydroxyeinnamicques, femlique Pomme, citrus
Phenyvlpropenes Myristicin, eugénol
Coumarines Scopolétine
Isocoumarines Myristicine, engénol
Chromones Eugenine
Cs-Cy Naphtogquinones Juglone. plumbagine MNoix
polyphénols
Cs-C1-Cs Hanthones Mangiferine
Cs-Ca-Cs Stilbénes Resvératrol Wigne
Anthragquinones Anthragquinones
Ce-C5-Cs Flavonoides, Quercétine, cyanidine. Frit, légumes,
isoflavonoides daidzéine fleurs, soja. pois
(Cs-Csh Lignanes Pinorésinol Pin
Neolignanes Eusiderine
(Cs-C5-Cg)z Biflavonoides Amentoflavone
(Cs-Csn Lignines Bois, fiuits a
noyawx, raisin kakd
(Ce-C3-Cs)p Tanins condensés

Les acides phénols, les flavonoides, et les tanins font 1’objet d’une description plus
détaillée.
11.2.1. Acides phénols

Ces molécules sont caractérisées par la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre
fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton., 1999). Les acides phénols comprennent deux
sous classes :
A — Acide hydroxybenzoiques

Cette classe se caractérise par un squelette de C6-C1 en commun. Ils sont
particulierement représentés chez les Gymnospermes et les Angiospermes d’ou ils sont
souvent libéres aprés hydrolyse alcaline ou enzymatique. Les acides hydroxybenzoiques
existent fréquemment sous formes d’esters ou de glycosides (Macheix., 2005). Les
principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux sont les acides
phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et salicylique (Chanforan., 2010).

La figure 4 illustre la structure de quelques exemples de ce groupe.
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COsH
Ry
Ro Ry
R
R:=R,=R;=H, R3=0OH Acide p-hydroxybenzoique
R;=R4;=H, R,=R3=0OH Acide protocaatéchique
R;=R4=H, R,=0CH;, R3=0OH Acide vanillique
R1=H, R2=R3=R4=0OH Acide gallique
R1=0H, R,=R3=R;=H Acide salicylique

Fig 4: Structure d’acides hydroxybenzoiques communs.

B- Acide hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent un groupe tres important dont lastructure
posséde un cycle aromatique associé a trois carbones C6- C3 (Figure 5) ; par exemple :

I'acide caféique, I'acide férulique, p-coumarique, et I'acide sinapique (Nagendran., 2006).

Le degré d’hydroxylation du cycle benzénique et son éventuelle modification par des
réactions secondaires sont un des éléments importants de la réactivité chimique de ces
molécules. De plus, I’existence d’une double liaison dans la chaine latérale conduit & deux

séries isomeres (Z et E) dont les propriétés biologiques peuvent étre différentes (Macheix.,

2005).
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CO:z

R4
Rz
R;=R,=H Acide cinnamique (non phénolique)
R;=H, R,=OH Acide p-coumarique
R;=R,=OH Acide caféique
R1:OCH3, RZZOH Acide férulique

Fig 5: Structure d’acides hydroxycinnamiques communs (Chanforan., 2010).

11.2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont formés d’un squelette de 15 atomes de carbones C6-C3- C6.
Correspondant a la structure des phénylbenzo-pyrones (phénylchromones) (Santos-buelga &
Scalbert., 2000). Ces molécules comprennent deux noyaux aromatiques, A et B, liés par un

hétérocycle oxygéné C (Figure 6) (Heim et al., 2002).
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Fig 6: Structure générale des flavonoides.

Leur cycle A est synthétisé par la condensation de 3 molécules du malonyl- coenzyme
A, issue du métabolisme du glucose. Les cycles B et C ont comme précurseur immédiat
I’acide cinnamique qui est formé par la voie de I’acide shikimique. Ce dernier, lui-méme,

dérivé du métabolisme du glucose (Markham., 1982, Formica & Regelson., 1995).

Plus de 6500 flavonoides ont été identifiés (Harborne & Williams., 2000, Boumendjel
et al., 2002). lls sont quasiment universels chez les plantes vasculaires, ou ils jouent un réle
trés important comme pigments responsables des colorations jaune, orange, et rouge de

différents organes végétaux (Ghedira., 2005).

Structurellement, les flavonoides se répartissent en quinze groupes, dont les plus
importants sont illustrés dans le tableau 2 (Heim et al., 2002) ; les flavonols, les flavones, les
flavanones, les flavannonols, les isoflavones, les isoflavannones, les chalcones et les

anthocyanes (Formica & Regelson., 1995, Bruneton., 2009).

Dans la plupart des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosidique dans les
vacuoles des fleurs, des feuilles, des tiges ou des racines. Les flavonoides aglycones
polymethylés, sont plutdt présents sous forme de cires dans les feuilles, les écorces, et les

bourgeons floraux (Laouini., 2014).
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Tab 2: Structures des différentes classes de flavonoides :

Structure Flavonoide Substitution Sources alimentaires
genérale
{+)-catechin 3,5,7,3.,4'-0H Theé [camelliasinensis)
[-)-epicatechin 3,5,7,3.,4'-0H
Epigallocatechin 3,5,7,3,4,5-0H,3-
gallate Gallate
chrysin 5.7-0H Peaude
- apigenin 574-0H fruitPersil,
rutin 57,3 ,4-0H, 3-rutinose c&leri
luteolin 5,7,3,4-0H Vinrouge, sarrasin
luteclin glucosides | 27,3 -0H, 4'-glucose Agrumes, peau de
= 3,4-0H, 7-glucose tomatePoivron rouge
Kaempferol 3,5, 7,4'-0H Poireau, brocoli, endives
guercetin 3,573 .4-0H Famplemousse, theé noir
myricetin 3,5.7,3.4.5-0H Oignon, laiture, brocoli
tamarixetin 3,5,7,3-0H,4-0OMe Tomate, the, vin rouge
Baies, huile &'clive, peau
de pomme
Raisins de canneberge.
narimgin 54'-0H,7- Agrumes,
narimngemnin rhamnoglucos pamplemousselitron,
taxifolin e5,7.4'-0H Orange
ericdictyol 3,573 4-0H
hesperidin 57,3 .4-0H
3,5,3'-0H,4'-0Me, 7
rutinose.
cenistin 5,4 -0H, 7-glucose Soja
genistain 5,7.4-0H
daidzin 4'—0H, 7elucose
daidzein 1.4-0H
Apigenidin 57.4-0H Fruits colorés
- cyanidin 3,5, 7,4'-0H,3,5-0OMe Cerise, framboise, fraise
11.2.3. Tanins :

Les tanins sont des composés phénoliques trés abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes et les dicotylédones (Konig et al., 1994). IIs ont la capacité de se combiner et
de précipiter les protéines. Ces combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les
degrés d’affinités, ce qui leur procure la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de rendre

imputrescible. (Dangles et al., 1992 ; Hemingway& Karchesy., 2012 ).

L’accumulation de ces molécules dans le végétal s’effectue essentiellement dans les vacuoles,

les fruits et les tissus ages ou d’origine pathologique.
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Dans l'alimentation humaine, les sources les plus importantes de tanins sont le vin et le
thé (Pénicaud., 2009). De méme I’astringence est la qualité organoleptique qui indique la
présence des tannins. Elle a un réle important dans le choix desaliments (corrélation inverse
entre les especes vegétales choisies et leur teneur en tanins) (Horn et al., 2002, Del Bubba et
al., 2009).

Comme les autres types de polyphénols, les tanins sont aussi répandus pour leurs
nombreuses activités thérapeutiques notamment ; anti-infectieuses (Latte & Kolodziej.,
2000, Leitao et al., 2005), cardiovasculaires (Yamanaka et al., 1996, Cheruvanky., 2004),

hormonodépendantes et anticancéreuses (Notomo et al., 2004, Gosse et al., 2005).

Selon la structure, on distingue : les tanins hydrolysables et les tanins condenses (Roux
& Catier., 2007).
A- Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques (Figure 7) sont des polymeres de I’acide
gallique ou de son produit de condensation ; I’acide ellagique. Ils ont un poids moléculaire
plus faible et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés. lls peuvent
diminuer la dégradation des parois dans le rumen et étre hydrolysés dans I’intestin en libérant

des produits toxiques pour le foie et le rein (Jarrige & Ruckebusch., 1995).

Fig 7: Exemple tannins hydrolysables.
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B- Tanins condensés

Les tanins condensés (proanthocyanidines ou procyanidines) sont des polyphénols de
masse molaire élevée (Figure 8). Ils résultent de la polymérisation auto oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8 ou C4-
C6 des unités adjacentes, ou bien des liaisons C4-C8 avec une liaison d’éther additionnelle
entre C2 et C7 (Wollgast & Anklam., 2000, Dykes & Rooney., 2006).

OH

—

Fig 8: Exemple tannins condensés.

11.3. Biosyntheése des composés phénolique

11.3.1. Biosynthese des acides phénols

Les grandes lignes des voies de biosynthése des principaux composés phénoliques sont
maintenant bien connues. Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine)
sont présents dans les protéines mais sont également a l'origine de la formation de la plupart
des molécules phénoliques chez les végétaux (Sarmi & Cheymer., 2006). Ces composés sont

issus par deux grandes voies métaboliques :

> voie de I'acide shikimique
Elle conduit a la formation du précurseur immédiat des phénols par désamination de la
phénylalanine.

La séquence biosynthétique qui suit, dénommée séquence des phénylpropanoides,
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permet la formation des principaux acides hydroxycinnamiques.
Les formes actives de ces derniers avec le coenzyme A permettent d'accéder aux

principales classes des composés phénoliques citant quelques transformations :

» Vers les acides de la série benzoique (acides gallique, protocatéchique...) par Béta-
oxydation. L'acide gallique lui-méme, par combinaison avec des sucres simples, conduit aux
tannins hydrolysables (tannins galliques et ellagiques).

» Vers les estres de type chlorogénique par estérification avec un acide alcool (acide
quinique, tartrique, shikimique...) (Sarmi & Cheymer., 2006).

» Vers les coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie de modifications
complémentaires (glycosilations, prénylations...).

Vers les lignines par réduction, formation des monolignols puis polymérisation
oxydative initiée dans la paroi cellulaire par les peroxydases et éventuellement les laccases.
(Bruneton., 1999).

» Voie d'acétate malonate

Elle conduit par condensations répétées a des systemes aromatiques ex : les chromones,
les isocoumarines, et les quinones. La pluralité structurale des composés phénoliques due a
cette origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité trés fréquente d'une
participation simultanée du shikimate et de l'acétate a I'élaboration des composes mixtes

comme les flavonoides, les stilbénes et les xanthones (Bruneton., 1999).

11.3.2.Biosynthése des flavonoides

La formation de ces molécules flavonoiques s'effectue par un intermédiaire connu :
tétrahydroxychalcone a partir de la quelle se différencient plusieurs types des flavonoides
(Bruneton., 1999).

Le squelette moléculaire de base a une double origine : 3 molécules d'acétyl CoA (CoA
= coenzyme A) pour le cycle A qui dérive de la voie acétate malonate, une molécule de p-
coumaryl pour le cycle B qui dérive de la voie shikimate et aussi pour I'hétérocycle C. C'est
alors a partir de la chalcone ainsi formée par cette condensation chimigque que vont étre mis en
place les flavonoides appartenant aux diverses classes, en particuliers des pigments comme

les anthocyanes et les flavonols, ou encore certains monomeres de type flavonols dont la
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polymeérisation conduira aux tannins condenseés.

La biosynthése des différents groupes de flavonoides (Figure 9) implique un ensemble

complexe de réactions comprenant des hydroxylations, méthylations, oxydations,

réductions, glycosilations... (Sarmi & Cheymer., 2006).

. Carbohydrates
! l CH OH
\
acetyl-CoA shikimate
CoAs HO HO
1!‘
VI .
— ..._]]] ..._" Phenvlalanine
O O 0
Y  4coumaryl-CoA 4-coumarate cinnamate

3 Malonyl-CoA |

¢1 OH

Chalcone
4,27, 4°, 6°tétrahvdroxvchalcone

OH
Flavone

Isoflavone Flavanone avor
Genisteine apiginine

OH
Flavanonol

Flavonol
Dihydrokaempferol Kaempferol

Fig 9: Biosynthese des flavonoides.Les enzymes : I- Acetyl CoA carboxylase ; 11-
Phenylalanine ammoniac lyase ; I1l- Coumarate 4- hydroxylase ; 1V- 4-coumarate CoA
ligase ; 1- Chalcone synthase ; 2- Chalcone isomérase ;3- Hydroxy-2 isoflavone synthase ;
4- Flavone synthase ; 5- Flavanone-3 hydroxylase ; 6- Flavonol synthése.
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11.4.Polyphénols dans les plantes : Localisation et intérét

A T’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont
conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur
solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule.

Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés aux
structures pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol. Une partie
des enzymes impliquées dans la biosynthese des phénylpropanoides est liée aux membranes
du réticulum endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons (Bénard., 2009).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la plante et
peut étre tres caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est
variable, par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans
I’épiderme.

Au niveau de la plante entiére, il faut noter que certains composés ne sont accumulés
que dans des organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés phénoliques
interviennent au niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la qualité
organoleptique de la chair, notamment pour I’amertume ou ’astringence (Bénard., 2009).

Les composés phénoliques jouent un réle important dans le métabolisme de la plante
mais aussi peuvent réagir dans les interactions des plantes avec leur environnement
biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance
aux UV). Toutes les catégories de composés phénoliques sont impliquées dans les
mécanismes de résistance (Dicko et al., 2006).

Ils assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre végétaux et animaux
(Robert & Catesson., 2000).

11.5.Polyphénols et activités biologiques
11.5.1.Activite antioxydante

Par définition, les radicaux libres (RL) sont des espéces chimiques (atomes ou
molécules) qui possédent un ou plusieurs électrons célibataires (non appariés) sur leur couche
externe. Ces radicaux jouent un rdle essentiel dans le bon déroulement de la réaction
immunitaire ; la phagocytose et la communication cellulaire (Peynet et al., 2005).

Ces molécules (RL) se caractérisent par leur instabilité et leur réaction rapide avec
d’autres composants, afin de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir leur stabilité. Une
réaction en chaine débute lorsqu’un radial attaque la molécule stable la plus proche, en lui

arrachant son électron et la molécule attaquée devient alors elle- méme une molécule instable.
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Fosting (2004) rapporte que le terme de radical libre ait souvent été assimilé a une
espéce réactive ou un oxydant, cependant il est important de signaler que tous les radicaux
libres ne sont pas forcément des oxydants. De méme que tous les oxydants ne sont pas des
radicaux libres.

Les radicaux libres ou bien les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) sont souvent
produites dans I’organisme mais cette production est toujours controlée par les antioxydants
afin de maintenir 1’équilibre de la balance oxydative oxydant/antioxydant. Le stress oxydatif
survient lorsque cet équilibre est rompu en faveur des radicaux libres. Toutefois, une
production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes
antioxydants peut déséquilibrer cette balance (Christophe & Christophe., 2011, Papazian &
Roch., 2008).

Poirier (2004), et Médart (2009) rapportent que ce déséquilibre peut avoir diverses
origines, telle que :

- Les radiations ionisantes (exposition importante au soleil, radioactivité
artificielle ou naturelle),
- lapollution,
- le contact avec certains pesticides et solvants,
- la consommation de tabac et d’alcool,
- la consommation de certains medicaments,
- lapratique du sport intensif,
tout processus susceptible de surcharger les réactions de détoxication hépatique,

notamment une perte de poids importante

11.6.Méthodes d’analyse des composés phénoliques

La séparation, la détection, I’identification et la quantification des molécules
s’effectuent par plusieurs méthodes analytiques et spécialement chromatographiques.

De nos jours, les méthodes chromatographiques couplées a divers détecteurs occupent
la plus importante place dans le screening moléculaire car elles permettent de caractériser
simultanément un éventail trés large de molécules avec une meilleure spécificité et une plus
grande sensibilité comparées aux methodes anciennes.

Elles sont applicables a tous les milieux biologiques, quelle qu’en soit la nature, apres
une étape d’extraction rendue nécessaire du fait de la complexité de ces matrices.

Les propriétés physico-chimiques des analytes conditionnent la détection par

chromatographie, ce qui explique qu’il n’y a aucune méthode chromatographique qui
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permette la détection de toutes les substances et qu’une bonne stratégie impose la disposition
de plusieurs méthodes colorimétriques, spectrophotométriques, et chromatographiques
complémentaires.

Le tableau3 presente les différentes méthodes spectrométriques et chromatographiques,
en mentionnant les avantages et les limites de chaque méthode (Ben sakhria., 2016).
Tab 3: Méthodes d analyse, avantages et inconvénients

Meéthodes Avantages Inconvénients
Colorimétriques | simple ; rapide ; disponible ; Manque de spécificité et e
directe. sensibilité ; subjectivité de

I’interprétation ; nécessite
un blanc et un positif a

chaque test

Spectro- Quantification et/ou identification
Y . _ Manque de spécificité et de
photométrique spectrale simple et rapide de

. ) sensibilité ; séparation
certains composés.

préalable nécessaire

CCM Matériel simple, disponible, peu Relativement longue a
couteux ; méthode séparative réaliser ; extraction
robuste non destructive, permet préalable des analytes
I’identification de centaines de nécessaire ; manque de
molécules et leurs métabolites ; sensibilité et de résolution
facilite les tests spécifiques ;influence des conditions
d’identification et permet la locales sur les résultats ;
collection des fractions apres interprétation difficile et
séparation ; les nouvelles méthodes | délicate en présence de
sont semi- quantitatives, beaucoup de métabolites.
automatisables et donnent une
meilleure identification
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LC-MS Identification et quantification Codt élevé ; manque
rapide d’un trés large nombre de destandardisation des
composés méme polaires et librairies de spectres

thermolabiles ; grande sensibilité et | demasse.
specificité ; faible volume
d’échantillon et plus simple

La chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur UV a barrettes de
diodes (HPLC-DAD) fut la premiere technique chromatographique en phase liquide a étre
utilisée pour un screening moléculaire large. Elle permet I’analyse simultanée d’un grand
nombre de molécules dotées de propriétés physico-chimiques tres variables, surtout en terme
de polarité, de poids moléculaire et de stabilité thermiques. C’est une méthode de séparation
robuste, facile d’emploi, avec des principes de séparation bien connus, et qui permet I’analyse
d’un grand nombre de molécules avec une bonne sensibilité et sélectivité ajustable. Elle est
additive et complémentaire a la CG/MS et avec un codt abordable (Ben sakhria., 2016).

Le couplage de ’'HPLC/DAD avec la spectrométrie de masse donne plus de précision et
de caractérisation au profile établis par ’"HPLC seule.

La spectrométrie de masse repose sur deux éléments essentiels (Alkhatib., 2010).

e La possibilité, par différentes méthodes, de fragmenter une molécule en
différents ions, positifs ou négatifs, de rapports m/z (masse/nombre de charges
élémentaires) différents.

e La détection de ces fragments. La encore, différentes techniques existent
(déflection par champ magnétique, filtre de masse quadripolaire, trappe ionique,
temps de vol) mais leur nature influe essentiellement sur la précision des
résultats.

Chague molécule peut étre caractérisée par un profil de fragmentation pour une
technique de fragmentation donnée. De plus, la formation d’un ion moléculaire (M+) ou
pseudomoléculaire [M+H]", informe sur la masse de la molécule étudiée, ce qui permet son
identification.

11.7. Méthodes d’évaluation du pouvoir antiradicalaire et antioxydant

L’évaluation du pouvoir antioxydant et antiradicalaire peut se faire par de nombreuses
méthodes in vitro et in vivo. Ces techniques sont différentes les unes des autres par les réactifs
utilisés, les conditions d’application, leurs protocoles ainsi le mécanisme d’action par lequel

P’extrait ou la molécule testée se manifeste dans le milieu.
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Le tableau 4 présente les méthodes les plus utilisées, en particulier pour les tests in vitro
chimiques, en mentionnant les mécanismes reactionnels, les avantages et inconvénients de
chaque méthode.

Les techniques citées témoignent I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait naturel a
neutraliser les radicaux libres par transfert d’électron et/ou de proton issus de phénoménes
d’oxydations (Prior et al., 2005).

Les résultats des activités antioxydantes sont généralement exprimés en fonction d’une

molécule de référence possédant de forte propriété antioxydante (trolox, quercetine, rutine...).
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Tab 4: Tests antio dants in vitro

Tests

DPPH

ABTS ou TEAC

FRAP

ORAC

Mécanismes
réactionnels

e transfert d'électron
majoritaire

e transfert d'électron et de
proton

e transfert d'électron

e transfert de proton

Nature des
molécules testées

¢ hydrophiles et lipophiles

¢ hydrophile et lipophiles

e hydrophiles

e hydrophiles et
lipophiles

Expression des

e CI50 et/ou en mg ou pmol
équivalent d’une molécule de

e CI50 et/ou en mg ou
umol équivalent d’une

e enmgou umol
équivalent Fe2+

e CI50 et/ou en mg ou
pumol équivalent d’une

resultants référence molécule de référence molécule de référence
o tres facile a mettre en ceuvre | o tres facile a mettre en o tres facile a mettre en o facile a mettre en
e peu couteux ceuvre ceuvre ceuvre
e cinétique de réaction trés | e peu couteux e couteux (nécessité
rapide d’un fluorimétre)
Avantages e peu couteux e Utilisation d'un

générateur de radicaux
(ROO)

Inconvénients

e encombrement stérique de
molécules a hauts poids
moléculaires

e interférences possibles a 515
nm

o forte dépendance au pH et
au solvant

o radical inexistent in vivo

e produits de dégradation
antioxydants
¢ radical inexistant in vivo

e pH utilisé non
physiologique

o interférences possibles a
595 nm

e interférences avec
composés possédant E°<
0,77V

e mécanismes de
génération des ROO* non
physiologique

e interférences possibles
des proteins
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11.8. plantes et activité antimicrobienne

Depuis toujours et jusqu’a maintenant, I’Homme utilisait les plantes trouvées dans la
nature comme remedes pour traiter et soigner certaines pathologies (Sanago., 2006). Selon
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS., 2004), environ 65-80 % de la population
mondiale a recours a la médecine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé
primaire, a cause de la pauvreté et du manque d’accés a la médecine moderne surtout dans les
pays sous-développés (Ma et al., 1997). L’OMS considére aussi que dans de nombreux pays
peu développés, les plantes et leurs composants representent la premiére source de remede
(Ali-Delille., 2010).
11.8.1.Les infections microbiennes

Les bactéries aéroportées cultivables ou non, les champignons microscopiques
saprophytes, leurs fragments (fragments cellulaires, flagelles et matériel génétique), leurs
métabolites (COV (composé organique volatil), endotoxines, mycotoxines) et les virus, sont
largement responsables d’une variété de maladies liées a leur présence dans I’environnement
(Hurst., 1997 ; Rylander., 1998). Les germes qui ne sont pas intrinsequement pathogenes
provoquent des symptomes de processus inflammatoires, de stimulations des réponses
immunitaires, de largages de substances toxiques ou d’allergénes (Salthammer., 1999). Les

premiéres parties atteintes du corps sont les yeux, le nez et la gorge.

Les principaux types de maladies sont des irritations et des inflammations du systéme
respiratoire (la bronchiolite), des maladies infectieuses (la Iégionellose) et virales et des
allergies. Il existe quelques cas rares de cancers et d’immunosuppressions. Malgré que toutes
les moisissures et leurs spores ne sont pas pathogénes, ils peuvent déclancher des maladies
respiratoires de type allergique chez des personnes prédisposées et sensibles, ou déclancher et
ou aggraver des crises chez les asthmatiques (Gumowski et Grange., 1987).

Les infections nosocomiales concernent toute affection a microorganisme (bactéries
90% et champignons) survenant chez un malade hospitalisé et sans rapport, a priori, avec
I’affection qui a motivé son intervention. Elles sont soit liées a un soin (ou une intervention)
ou simplement dues a I’environnement

hospitalier. Ces infections se présentent sous diverses formes: infections urinaires,
respiratoires, digestives et post-opératoires. Elles peuvent aussi étre dues a la contamination
du matériel: cathéters et tubes trachéaux (Borrel., 2000).

Les microorganismes incriminés dans les infections microbiennes sont rarement des

protozoaires, quelques fois des champignons (Aspergillus, Cryptococcus), des levures
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(Candida) et parfois des virus (hépatites, herpes, grippe). On retrouve trés souvent des
bactéries ou leurs formes altérées, dont I’apparition est favorisée par 'usage des antibiotiques:

bactéries a Gram positif tel que Staphylococcus, Enterococcus et bactéries a Gram
négatif comme les Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Proteus sp., Klebsiella sp.,...),
Pseudomonadaceae (Haxhe et Zumofen., 1999).

La capacité des microorganismes de créer une infection chez I’homme découle de
plusieurs facteurs dont la nature du microbe et la réceptivité de I’hote (Haxhe et Zumofen.,
1999). La sensibilité des malades peut étre due a certaines conditions comme 1’age et le poids,
ainsi que le diabete ou la leucémie, la malnutrition, le stress et méme le coma. Elle peut étre
aussi induite a des traitements a base d’immunodépresseurs, de stéroides ou de radiothérapie
(Borrel., 2000). La nature mais aussi la taille des cellules sont déterminantes pour les risques
encourus lors d’une contamination. En régle générale, plus la particule est petite plus le risque
est grand car les petites particules, telles les bactéries et les virus qui pénétrent jusqu’aux
bronchioles et alvéoles, ne sont pas expulsés facilement lors de 1’expiration.
11.8.2.Les agents antimicrobiennes

Un agent antimicrobienne ou désinfectant est défini par son pouvoir de tuer des
populations microbiennes. On attend d’un agent désinfectant généralement une action a large
spectre et plus rarement une action ciblée sur un germe en particulier (désinfection sélective).

Pour une action bactéricide globale sur les bactéries on doit s’assurer de I’activité
bactéricide de I’agent antimicrobienne aussi bien sur les espéces & Gram positif que négatif,
sans exclure le groupe CNM (Corynebacterium, Nocardia, Mycobacterium). Ces trois groupes
de bactéries se distinguent par la composition et la structure de leur paroi cellulaire dont
dépend la perméabilité aux agents antimicrobiennes (Pibiri., 2006).

11.8.3.Mécanismes d’action

Les mécanismes d’action des produits antimicrobiennes autres que les antibiotiques
restent encore généralement peu et mal connus. Les agents chimiques antimicrobiennes se
classent en deux catégories selon leur effet. Le premier est 1étal, c’est a dire qu’il entraine la
mort de I’individu. On le nomme par le suffixe —CIDE : virucide, bactéricide, fongicide,
insecticide. Le second correspond a une inhibition de croissance en présence du produit actif.
On le nomme avec le suffixe -STATIQUE : bactériostatique, fongistatique.

Parmi les produits BIOCIDES, on distingue i) les composés chimiquement tres reactifs
qui se caractérisent par une action brutale, rapide et temporaire et souvent non spécifique.
Exemples : les oxydants et I’cau oxygénée, les halogénés (chlore et iode) et 1’oxyde

d’éthyléne, les acides et les bases fortes, les aldéhydes et les phénols. ii) les composés
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chimiguement stables a actions plus spécifiques comme les ammoniums quaternaires, les
dérivés phénoliques autres que le phénol, la chlorohexidine parmi d’autres.

Les inhibiteurs de croissance avec un effet BIOSTATIQUE comprennent
essentiellement les métaux (mercuriels et dérivés du cuivre, du zinc, de I’argent,...) et les

colorants.

Selon leur nature et la concentration utilisée, les antiseptiques et désinfectants ont une
ou plusieurs cibles. Dans la majeure partie des cas, 1’accés a la cible nécessite le
franchissement de la paroi cellulaire qui est un obstacle a la fois chimique et physique.

M.R.J. Salton en 1968 a décrit cinq étapes dans ’action des agents antimicrobiennes
(Fleurette et Freney., 1995) :

1.Adsorption sur la cellule suivie de la pénétration dans la paroi.

2.Réactions complexes avec la membrane cytoplasmique conduisant a sa

désorganisation.

3.Echappement des composants de faible poids moléculaire du cytoplasme.

4.Dégradation des protéines et des acides nucléigues.

5.Lyse de la paroi causée par les enzymes autolytiques

11.8.4. Les composés chimiques des plantes dotés d’une activité antimicrobienne

Les plantes synthétisent deux types de métabolites : primaires et secondaires; cette
classification est par rapport a leurs participation directe ou indirecte aux processus vitaux
de la cellule (processus indispensables au développement normal et ala
reproduction de la cellule). Parmi les métabolites primaires nous pouvons citer le glucose
obtenu par photosynthese. Les métabolites secondaires quant a eux, ils sont généralement
classés en trois groupes : les phénols tels que les tanins, lignine et les flavonoides ; les azotés
tels que les glucosinolates, et enfin les alcaloides. Ces meétabolites secondaires (tanins,
terpénoides, alcaloides et flavonoides), servent de mecanismes de défense des plantes contre
la prédation par des microorganismes, des insectes et des herbivores. Il a été démontré in vitro
que ces composes sont dotés de propriétés antimicrobiennes trés intéressantes qui font I’objet
de plusieurs études. Ces phytochimiques antimicrobiennes actifs peuvent étre divises en

plusieurs catégories (Cowan., 1999).
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11.9. Classe des composés phénoliques

Le terme polyhénols ou composés phénoliques a été introduit en 1980 (Béta et al.,

2005), ce sont de métabolites secondaires caractérisées par la présence d’au moins un noyau

aromatique possédant un ou plusieurs groupes hydroxyles substitués (Marouf et al., 2007).

Plus de 8000 structures ont été identifiées (Urquiage et Leighton., 2000), allant de simples

molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymériséescomme les

tanins (Dai et Mumper., 2010). On retrouve dans cette classe, les sous-classes suivantes
(Cowan., 1999).

Les phénols simples par exemple : Les pyrocatéchols dont le mécanisme d’action est
la privation en certains substrats et les épicatéchines dont le mécanisme consisteen la
destruction de la membrane cytoplasmique.

Les acides phénoliques tels que 1’acide cinnamique dont le mécanisme est inconnu.
Les quinones telles que les hypericines dont le mécanisme est la formation de
complexe irreversible avec les protéines de la paroi cellulaire et inactivation des
adhésine et des enzymes ainsi la destruction de la cellule bactérienne.

Les flavonoides (flavones) : le mécanisme est le méme que les quinons mais ajoutéa
cela, le fait qu’ils sont lipophiles leurs permettent de perturber la fluidité
membranaire. Le mécanisme antiviral des flavones consiste en I’inhibition de la
reverse transcriptase du VIH. Aussi, I’inhibition le virus respiratoire syncytial (RSV)
et le virus de I'nerpés simplex 1 (HSV-1).

Les tanins dont les mécanismes sont diversifiés : liaison avec les protéines et les
adhésines, privation en substrat, formation d’un complexe avec la paroi, destructionde
la membrane cytoplasmique par inactivation les adhésines microbiennes, les enzymes,
les protéines de transport d'enveloppes cellulaires, mais aussi chélatation des ions
métaliques. Les tanines peuvent aussi inhiber les reverses transcriptases virales.

Les coumarines telles que les warfarines qui ont une activité antivirale et antifongique.

11.9.1. Classe des terpénoides

Parmi les terpénoides on a les capsa cinés dont le mécanisme d’action est ladestruction

de la membrane cytoplasmique.

11.9.2. Classe des alcaloides

Parmi les alcaloides on a les berbérines et les piprines dont le mécanisme d’actionest

I’intercalation dans la paroi cellulaire.
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11.9.3. Classe des lectines et des polypeptides

Ces molécules sont actives sur les virus et les bactéries.
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I11.1.Introduction

Matériels et méthodes

L’objectif de ce chapitre est donc de présenter en détail, le matériel et les produits

utilisés et les différents modes opératoires suivis pour la caractérisation( tests phytochimiques

dosage spectroscopique ...etc) de différents extraits préparés a partir de la plante médicinale

Asparagus Acutifolius.

L'ensemble des expériences et des essais de préparation ont été réalisées au niveau du

laboratoire pédagogique de la faculté des sciences a université de Médéa.

Tab 5 : Les produits utilisés.

Produit Formule Masse molaire | Densité | Pureté | Marque
Brute (g/mol) g/cm (%)

Méthanol C,H,0 46.07 0.789 99.8 Biochem

Hydroxyde de KOH 56.11 / 95 Biochem

Potassium

Acide HCI 36.46 1.18 33 Biochem

Chlorohydrique

Acide Sulfirique | H,SOq 98.079 1.83 96-98 | Biochem

Chloroforme CHCL;3; 119.38 119 99 Biochem

Acide acétique CH3COOH 60.05 1.0480 99.5 Rankem

lodure de Kl 166 / 99- Sigma-

Potassium 100.5 Aldrich

Empois CsH1005 162.141 / / Rankem

d’amidon

Thiosulfate de Na,S,03 248.17 / 99 Biochem

Sodium

Tétra chlorure Ccly 153.82 1.59 / Sigma-

de carbone Aldrich

Trichlorure de FeClj 162.2 1.4 1 Biochem

fer

lode | 127 4.93 99.8- Honeywell

100.5
Hydroxyde de NaOH 40 2.13 10 Biochem
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sodium

carbonat de Na,Coj 105.98 2.54 / Biochem
Sodium
Sulfate de Cuivre | CuSQO, 249.69 3.6 98-99 Biochem
Potassium de C4H,KnaOyg |282.22 2.1 / Biochem
sodium de
Tetrate
Tetrahydrate
Triclorure AIlCl; 133.34 2.48 / Biochem
d’Aluminium

Pyridine CsHsN 79.1 0.98 / Biochem
Butanol C4H10O 74.12 0.81 / Biochem
Acide Gallique C/HeOs 170.12 1.7 / Rankem
Calcium CaNay 132.01 2.53 / Biochem
Disodium

» Equipements et matériel utilisés :

Les principaux équipements et matériels de laboratoire utilisés dans ce travail sont listés

ci-dessous :

¢ Rota vapeur. (stuart)

e Ballons pour le rota-vapeur.

e Centrifugeuse.

o Réfrigerant

e Balance de précision.

e Thermometre.

o Deux Agitateur. (velp scientifica)

e plaque chauffante.(nlve bath)

e Autoclave

e Etuve de laboratoire
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Papiers filtres.

Papier aluminium.
Entonnoir.

Barreau magnétique.
Montage de filtration.
Chauffe-balon

Verrerie et autres petits matériels :flacons, baguettes en verre, burettes, pipettes

jaugeées et graduées, pots en plastique, béchers, fioles, erlenmeyers, éprouvettes graduées,

entonnoirs en verre, pipettes pasteur, bouteilles propres, spatule en inox,  tubes a

essais.

1.2

Méthode d’extraction
La méthode d’extraction est faite selon le protocole suivant

1. Extrait eau ; 25 g de plante dans 500 ml d’eau distillée chaude mettre en agitation

pendant 24 h.
2 .Extrait eau —méthanol (40/60) ml ; 259 agitation 24 h.

3. Extrait eau traditionnelle ; 25 g de plante dans 500 ml eau distillée mettre en

ébullition pendant 1h.

4. Extrait sonicateur 259 de plante dans 500ml eau distillé. L extraction est réalisee

dans une cuve a I’ultrason pendant une heure (1 H) avec une fréquence de 50 kHz.
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3-extraction traditionnelle 4-Extraction par le sonicateur

Fig10: Les Méthodes d’extraction

Les solutions obtenues sont filtrées et ensuite conservés a température de 4°C, a 1’abri

de la lumiére jusqu’a leur utilisation.
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Figll: Les quatre extraits de la plante Asparagus Acutifolius L

111.3.Screening et réactions chimiques

Les différentes réactions chimiques ont pour objectif de caractériser et rechercher les
principaux groupes et familles chimiques dans les différents extraits.

Cette caractérisation chimique préliminaire se fait dans des tubes a essais en utilisant

différents protocoles avec plusieurs produits chimiques.

Les résultats qualitatifs sont classés en :

» Réaction trés positive +++ : Présence confirmée ;
> Réaction positive ++ : présence modérée ;
» Réaction plus au moins positive + : présence en tant que trace ;

» Réaction négative - : absence
» Testdes Alcaloides
Ce test est basé sur le phénoméne de précipitation avec un réactif spécifique« Wagner »

(solution d’iode dans I’iodure de potassium) ont été ajoutée Dans des tubes a essai 0,5
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ml de I’extrait sont introduits en ajoutant quelque gouttes de réactif de Wagner. La formation

d’un précipité rougeatre indique la présence des alcaloides dans I’extrait.

Figl2: Test des Alcaloides

> Test des Flavonoides

Le test consiste a ajouter a 0,5 ml d’extrait a une solution de NaOH (10%) et laisser
agir 3 minutes. L’apparition d’une coloration jaune intense implique la présence des
flavonoides (Karumi et al., 2004). L’ajout de quelques gouttes d’une solution d’acide diluée

permet la persistance de la coloration.

Figl13: Test des Flavonoides

»  Test des Tanins

Dans un tube a essai, 0,5ml de chaque extrait et ajouté au trichlorure de fer (FeCls) a
1%. Ce test permet de détecter la présence ou I’absence des tannins.

4



Matériels et méthodes

L’apparition d’une couleur brune noir confirme la présence des tannins galliques (tannins

hydrolysables) et la couleur bleu verdatre pour la présence des tannins caté chiques (ou
tannins condensés). (Doh et al., 2003).

Figl4: Test des Tanins

> Test des Saponines

La détection des saponines est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 0,5 ml de I’extrait.
Par la suite, en ajoutant 0,5 ml de pyridine et 1ml de chlorure ferrique (1%) cette solution est
fortement agitée. Aprés 15 min de repos.

La détection des saponines se traduit par I’apparition d’'une mousse crémeuse de petites
bulles.

Figl5: Test des Saponines
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»  Test des Terpenoides

Ce test consiste a ajouter 0,5 ml de chaque extraite avec 1 ml de CHCI;, et
quelque gouttes d’acide sulfurique concentré a chaque extrait.

La présence des terpenoides est confirmée par [I’apparition d’une interface brune
rougeatre.

Figl6: Test des Terpenoides

»  Test des Stéroides

Les stéroides sont mis en évidence par dissoudre 0,5 ml de chaque extrait dans un 0,5

ml d’anhydride acétique et ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Le test
positif est révélé par la formation d’anneau brun.

Figl7: Test des Stéroides
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> Test des Protéines

ImL d’extrait végétal été additionné a Sml de solution A (98 ml de Carbonate de
sodium (NA2CO3) a 2% dans Hydroxyde de sodium (NaOH) 0,1N, 1mL de sulfate de cuivre
al% et 1mL de tartrate double de potassium sodium). Aprés avoir agité et laissé au repos
pendant 10 minutes, 0,5 mL de réactif de Folin ont été ajoutés. Ensuite, le mélange a été agité
énergiquement puis laissé reposer pendant 30 minutes. La présence de protéines a été indiquée

par I’apparition d’une coloration bleue (kone., 1998).

Fig18: Test des Protéines

I11.4. Dosage spectroscopique
111.4.1 Dosage des phénols totaux

L’estimation quantit+ative exprimée en mg d’acide gallique est réalisée par la méthode

de Folin-Ciocalteu. (Li et al., 2007).

Dans un tube a essai, un volume de 50 pl de chaque extrait et ajouté 2 ml du réactif
Folin Ciocalteu (1%) (dilué dix fois). Apres 5 minutes ajouté 1,6 ml de Carbonate de sodium

(Na,CO3) a 7,5% est ajouté a la solution précédente.

L’absorbance est lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de 765 nm aprés
30min dans 1’obscurité, et la concentration des phénols totaux est estimée a partir d’une

courbe d’étalonnage établie avec de 1’acide gallique (0-100pg /ml).

L’équation de régression déduite de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique permet
de déterminer la teneur en phénols totaux exprimée en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme d’extrait (mg EAG /g d’extrait).
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Fig19: Dosage des phénols totaux

111 .4.2. Estimation quantitative des flavonoides

Les flavonoides sont considérés comme une importante classe des polyphénols et vue la
richesse des plantes en ces molécules. L’application de la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICI;) (Bahorun et al.,1996) est fréquemment utilisée pour estimer la teneur des
flavonoides dans les extraitsdes différentes parties de la plante.

Le protocole consiste a mettre dans un tube a essai 0,5ul de chaque extrait (avec
dilution convenable), puis 1ml d’une solution d’AlCl; (2% dans le méthanol) a été ajouté.

Apres 10 minutes de réaction, I’absorbance est lue a une longueur d’onde de 430nm.

Fig20: Dosage de Flavonoides

111.4.3 Dosage des tannins condensés (proanthocyanidins)
Cette méthode de détermination du taux des pro anthocyanidines a été proposée par

Vermerris & Nicholson., (2008).
La méthode est basée sur le mélange butanol/HCI. Un volume de 0,5 ml de chaque
extrait a ét¢ mélangé avec 2,5 ml d'une solution d’acide de sulfate ferreux (77mg de sulfate

d'ammonium ferrique : Fe(SO,4) dissous dans 500 ml de (3:2 n- butanol: HCI). Aprés
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incubation a 95°C pendant 50 minutes, I'absorbance a été mesurée a 550 nm. La teneur en
Proanthocyanidine a été calculée selon la formule suivante :

Asz3gnm X DF x MW x V2

(g * 1*m*v)

DF : est le facteur de dilution

MW : la masse moléculaire de la cyanuration (287g/mol).
V2 : le volume de I’extrait (ml).

v :est 0.5 ml.

m : est la masse de plante.

¢ le coefficient d'extinction moléculaire (34700 I/mol/cm).

Les proanthocyanidines ont été exprimées en mg de cyanidine équivalent / g d’extrait.
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Fig21 : Dossage des tanins condensés

111.4.4 Dosage des tanins hydrolysable
Tanins hydrolysables : (Mole et Waterman .,1987)
Principe : Cette méthode est basée sur une réaction avec le chlorure Ferrique, le mélange

de I’extrait tannique avec le réactif chlorure ferrique provoque la coloration rouge violet du
complexe d’ou la formation des ions Mode opératoire : Préparer le réactif C ( FeClz a 0,01M
dans HCI & 0,001M) Prendre 1 ml de I’extrait et on ajoute 3,5 ml de réactif C Lire I’absorbance a
660nm 15 secondes apres 1’addition du réactif C.

Expression des résultats : T % = DOx (MxV/Emole P)

DO : Densité optique Emole : 2169 de I’acide gallique M : 300

V : Volume de ’extrait utilisé

P : poids de I’échantillon (g)
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Fig22 : Dosage des tanins hydrolysables

I11. 5. Activités biologiques
I11. 5.1. Activités antioxydantes

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable traduisant la
capacité antioxydante. En effet, pour juger [I’effet antioxydant global d’un extrait d’une
ressource végétale ou alimentaire, I’utilisation de plusieurs tests d’activité est nécessaire (Cao
& Prior., 1998).

Le protocole suivi est celui de Braho et al., (2013), ou I’activité antioxydante des
extraits préparés était évaluée en prenant 2 ml de chaque extrait a une concentration égal a
Img/ml (a partir de la quelle une gamme de concentration allant de 1mg/ml jusqu’a
0,1mg/ml) ajouté a 2 ml de la solution DPPH (0,0394g/1).

L’acide ascorbique était utilisé comme un standard positif. Toutes lesexpériences ont
été répétées 3 fois.

L'absorbance a été mesurée par un spectrophotométre a 517 nm aprés 30 min
d’incubation dans l'obscurité a température ambiante. L’activité antiradicalaire est estimée

selon 1’équation suivante :
% d’activité antioxydante = [(Abs contréle - Abs échantillon)/Abs contréle] x100.

La valeur d’IC 50 a été déduite a partir des résultats obtenus, dont 50% de radicaux
libres ont été piégés. Une faible valeur de I’IC50 indique une forte capacité a neutraliser le

radical libre DPPH.
111.5.2. Etude microbiologique

L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée en utilisant les souches suivantes:
Staphylococus aureuse, Escherichia coli, pseudomona aeruginosa, Bacilus subtilus, Levure

(saccharomyces cerevisiae), Aspargillus .
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Les solutions savonneuses préparées ont été testés pour leur activité antimicrobienne par
la méthode de diffusion en disques, en utilisant 100 pl de suspension des microorganismes
testés. Les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud gélosés, stériles et refroidis jusqu’a 45-50
°C, ont été distribués dans des boites de Pétri stériles de 9 cm de diameétre (15 ml). Les
disques de papier filtre (9 mm de diamétre) ont été individuellement imprégnés avec 5 pl de
solution de I’extrait et ensuite placés sur la surface des milieux gélosés déja inoculés avec les

microorganismes testeés.

Les boites de Pétri ont été incubées a 37 °C pendant 24h pour les bactéries, a 30 °C
pendant 24 h pour les bactéries et 48 h pour les souches de champignons. Les diametres des

zones d’inhibition (mm) ont été mesurés, y compris le diamétre des disques.
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IVV.1. Screening phytochimique

Les tests de caractérisation réalisés sur

illustrés dans le tableau suivant :

Tab6 : Profil phytochimiques des différents extraits Asparagus Acutifolius L

les quatre extraits ont donné les résultats

Métabolites Observation | Extrait d’eau Extrait de Extrait Extrait

Secondaires Méthanol traditionel | de sonicateur

Alcaloides Formation ++ ++ +++ +++
d’un précipité
rougreatre

Flavonoides Coloration ++ + ++ +++
Jaune intense

Tanins Coloration ++ +++ ++ ++
Brune noire

Saponines Apparition ++ ++++ ++ +++
d’un mousse
crémeuse de
petite bulles

Terpenoides Interface brun | + + ++ +++
Rougretare

Stéroides Formation +++ ++ ++ ++
d’anneau
brun

Protéines coloration - - - -
bleue

+++ : Présence confirmée ; ++ : présence modérée ; + : présence en tant que trace ;

- : absence.

Les résultats présentés dans le tableau 6 montrent une richesse relative en métabolites

secondaires analysés dans les quatre extraits preparés.

IV.2. Dosage spectrophotométrique

Les résultats du dosage des phénols totaux, flavonoides et des tanins (condensé et

hydrolysable) dans les quatre extrait de la plante sont illustré dans le tableau 7.

L’estimation du contenu en phénols totaux d’extrait a ét¢ faite par rapport a 1’acide

gallique. La courbe d’étalonnage est illustree dans la (Figure 23) et la teneur en phénols

totaux est exprimée en mg équivalent acide gallique (EAG) par g d’extrait sec.
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Fig 23: Courbe d’étalonnage des acides phénols totaux

L’évaluation des contenus en flavonoides dans 1’extrait a été realisée par rapport a la
Quercitine. La courbe d’étalonnage est illustrée dans la (Figure 24) et la teneur en flavonoides

est exprimée en mg équivalent Quercitine par g d’extrait sec.
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s 08 Y
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Fig 24: Courbe d’étalonnage des Flavonoides

L’estimation quantitative des différents extraits révele que 1’extrait Extrait d’eau
présente la quantité laplus importante en phénols totaux en flavonoides et aussi en tannins
gallique (40,02 + 0,01 mg EAG/g d’extrait, et 28,04 + 0,03mg ER/g d’extrait et7, 22 + 0,02 mg EC/g

d’ext) avec une quantité plus au moins modérée en proanthocyanidines (7.05+ 0,04 mg EC/g d’éxtrait).
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Les proanthocyanindines et les tanins galliques ont été quantifie par La méthode de
Vermerris et Nicholson., (2006) respectivment dans |’extrait.
Les teneurs en proanthocyanidines et tanins galliques sont exprimés en mg équivalent

cyanidine par g d’extrait sec.

Le taux estimé des proanthocyanidines dans 1’extrait de sonicateur est plus élevé (8,05+ 0,04
mg EC/g d’extrait) en le comparant avec 1’extrait d’eau, traditionel et méthanol alors que le
taux des phenols totaux, flavonoides et tannins galliqgue sont estimés a 35,17+£0,01 mg
EAG/g d’extrait, 20.25+0,05mg ER/g d’extrait et 528 =+ 0,01(mg EC/g d’ext)

respectivement.

L’extrait traditionel révéle les quantités les plus faibles en phénols totaux, flavonoides,
tannins gallique et aussi proanthocyanidines avec des taux égales a 7,35 + 0,01 mg EAG/g
d’extrait, 9,38 + 0,0lmg ER/g d’extrait, 3,05 = 0,05mg EC/g d’extrait et 3.22 + 0,02 mg
EC/g d’extrait respectivement.

Tab7: Quantification des phénols totaux, flavonoides, et proanthocyanidines.

Extrait Phenols totaux Flavonoides |1 annins gallique Proanthocyanidines
B"(mg ER/gd’ext) P"(mg C"(mg EClg d’ext)  ©*(mg EClg d’ext)
ER/gd’ext)
Extrait 40.02 £0,01 28.04+ 0,03 7,22 +0,02 7,05 +0,04
d’eau
Extrait de 11,35+0,01 10,35+ 0,01 4,15 + 0,04 5,35+0,01
méthanol
Extrait 7,35+0,01 9,38 +0,01 3,05+ 0,05 3.22+0,02
traditionnel
Extrait de 35,17+ 0,01 20.25+ 0,05 5.28 +0,01 8,05+ 0,03
sonicateur

A: Polyphenols exprimés en mg equivalent acide gallique /g d’extrait; B:Flavonoides exprimés en mg
equivalent Rutine/g d’extrait; C:Proanthocyanidines exprimés en mg cyanidine/g d’extrait; *: valeurs

exprimées en moyennes + Ecartype (n=3).
IV.3. Activité antioxydante par diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH)

Les valeurs d’IC50 sont déterminées graphiquement a partir de la courbe réalisée en
fonction des concentrations des extraits et leurs pourcentages d’inhibition respectifs (Figure
25).
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Fig25 : Pourcentage d’inhibition d’extrait aqueux d’Asparagus Acutifolius L

En général, toutes les parties de la plante Asparagus Acutifolius L ont provoqué une
décoloration plus au moins différente de la solution DPPH, ceci prouve leur capacités

antioxydantes qui est exprimée par les valeurs 1C50.

Selon Kasangana et al., (2015), la capacité antioxydante du piégeur du radical libre
DPPH est attribué a sa capacité a fournir de I'nydrogéne a ce radical afin de le stabiliser.

En général, les feuilles de la plante Asparagus Acutifolius L ont provoqué une
décoloration de la solution DPPH, ceci prouve leurs capacités antioxydantes qui sont
exprimée par les valeurs IC50. L’extrait d’eau posseéde une activité antiradicalaire importante
vis-a-vis du radical libre DPPH de 0,56 + 0,003", par rapport les trois autres extraits : extrait
méthanol, tradionnelle et sonicateur qui possedent une capacité antioxydante de 0,80 + 0,005
mg/ml, de 0,77+ 0,002 mg/ml, et de 0,65 + 0,001 mg/ml respectivement.

L’activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique est significativement supeérieure a

celle obtenues par la plante de Asparagus Acutifolius L 0,019 £+ 0,001 mg/ml.

IV.4. Activité antimicrobienne :

La lecture des résultats est effectuée en fonction de I’existence ou non des zones
d’inhibition. La sensibilit¢ des espéces est estimée par la mesure du diamétre de zone
d’inhibition autour des disques imprégné de différentes des extraits de la plante (Bonnet et al
, 2011).
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Résultats et discussion

Tabh8: Les résultats des tests antimicrobiennes

Activité Antimicrobiennes

Souche

Extrait Extrait de Extrait Extrait de

d’eau méthanol traditionel sonicateur
Staphilococcus épidermique +++ ++ ++ ++
Micrococcus flavus +++ ++ / ++
Staphylococcus aureus ++ / + ++
Bacillus subtilis ++ / / /
Sacharomyces cerevisiae +++ + / +
Escherichia coli +++ / / /
Pseudomonas aeruginosa ++ / / /
Aspergillus brasiliensis ++ + + ++
Condida albicans / / / /

Le résultat des tests d’activités antibactériennes montre que 1’extrait d’eau de la plante

étudier possede une activité antibactériennes importante vis-a-vis les majorités des souches

étudier. Les trois autres extrait possedent une activité Moyenne et Faible vis-a-vis les

souches etudier : Staphylococcus épidermique, Microccocus flavus, Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Eacherichia coli, Sacharomyces cerevisiae, Pseudomonas aeruginosa,

Aspergillus brasiliensis. Tandis que Condida albicans a montré une résistance aux ces quatre

extraits.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

Dans le présent travail, nous nous somme intéressé a I'évaluation de I’activité
biologique des extraits aqueux et méthanoique d'une plante algérienne appartienne au genre
Asparagus (Asparagaceae)

Dans ce travail, différents aspects de Asparagus Acutifolius L ont été étudiés: quelques
propriétés phytochimique et activités antibactérienne et antifongique d’extraits brut.

Les résultats de screening phytochimique des extraits aqueux et méthanoique de
«Asparagus Acutifolius L» obtenus montrent la présence massive des stéroides, des tanins,
des tanins galliques, des alcaloides, des saponosides, des terpenoides et des flavonoides.

L’extrait d’eau d’Asparagus Acutifolius L présente une activité antioxydant importante
En revanche, elle est inférieure a celle de 1’acide ascorbique.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur neuf souches, selon la méthode de
diffusion de disque. Les résultats indiquent que I’extrait d’eau posséde une activité
antibactérienne vis-a-vis les majorités des souches étudier. L’activité antifongique a été
déterminée sur deux champignons : Aspergillus brasiliensis et condida albicans les résultats
montrent que les quarte extraits prépares de I’espéce Asparagus Acutifolius L a une activité
moyenne et faible contre la souche fongique Aspergillus brasiliensis une activité nulle contre
condida albicans.

L’extrait d’eau posseéde une activité antiradicalaire importante vis-a-vis du radical
libre DPPH de 0,56 + 0,003", par raport les trois autres extraits : extrait méthanol, tradionnel
et sonicateur qui possedent une capacité antioxydante de 0,80 = 0,005 mg/ml, de 0,77+ 0,002
mg/ml, et de 0,65 £ 0,001 mg/ml respectivement.

En perspectives plusieurs travaux peuvent étre envisagés dans la continuité des travaux
entames :
o Déterminer les molécules responsables des activités biologiques, et approfondir

I'étude photochimique en utilisant des techniques plus performantes.

e De développer le spectre des activités biologiques ciblées en incluant les activités anti-

inflammatoires insecticides ou autres.

Des essais complémentaires seront nécessaires afin de pouvoir confirmer les activités

mises en évidence.
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Annexe: les résultats des tests antimicrobiennes
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