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EVALUATION, IN VITRO ET IN SILICO DE L’ACTIVITE BIOLOGIQUE
DE QUELQUES EXTRAITS ORGANIQUES PREPARES A PARTIR DES
PLANTES

RESUME. La présente étude est concernée pour évaluer in vitro et in silico les propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes des extraits méthanoiques et aqueuses a partir des parties aériennes des quatre plantes
utilisées dans la medecine traditionnelle en Algérie, Urginea maritima L. Smyrinuim olusatrum L. Arum
maculatum L. et Acanthus mollis L. In vitro, le potentielle antioxydant des échantillons était évalué en
utilisant la technique d’inhibition du radical libre DPPH. Le test de I’antioxydant a montré que les plantes
étudiées possédent une bonne activité antioxydant. Le criblage in vitro de ’activité antimicrobienne a été
réalisé en utilisant six souches bactériennes (GRAM+ et GRAM-) et deux souches fongiques, selon le test
de diffusion des disques, les extraits de quatre plantes on montré un effet inhibiteur modeste contre les
microorganismes testés. De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans les
stratégies de découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique. L’inhibition in silico se fait par
logiciel appelé AutoDock Tools consiste a déterminer 1’énergie de fixation entre un ligand d’une substance
isolée et un récepteur d’une bactérie, la plus faible énergie d’interaction entre ces deux derniers présente le
meilleur résultat pour chaque bactérie.

MOTS-CLES. Activité biologique, in vitro, in silico, extraits organiques, criblage.

EVALUATION, IN VITRO AND IN SILICO OF THE BIOLOGICAL
ACTIVITY OF SOME ORGANIC EXTRACTS PREPARED FROM PLANTS

Abstract. The present study is concerned to evaluate in vitro and in silico the antioxidant and antimicrobial
properties of methanolic and aqueous extracts from the aerial parts of the four plants traditionally used in
medicine, Urginea maritima L. Smyrinuim olusatrum L. Arum maculatum L. and Acanthus mollis L. In
vitro, the antioxidant potential of the samples was evaluated using the DPPH free radical inhibition
technique. The antioxidant test showed that the antioxidant test showed that the plants studied have good
antioxidant activity. The extracts of four plants on showed a modest inhibitory effect against the
microorganisms tested. Recently, in silico methods are increasingly used in strategies for discovering new
molecules for therapeutic purposes. In silico inhibition is done by software called AutoDock Tools consists
in determining the binding energy between a ligand of an isolated substance and a receptor of a bacteria,
the lowest energy of interaction between these last two presents the best results for each bacterium.

MOTS-CLES. biological activity, in vitro, in silico, organic extracts, screening
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INTRODUCTION GENERALE

“humanité est actuellement en crise économique et écologique profonde. Il y a de plus
L en plus de gens qui ont faim et soif. Un grand nombre de personnes ne disposent pas
de soins médicaux adéquats et un acces aux médicaments. Les sources conventionnelles de
médicaments et de diététique sont plus difficiles d’acces et de nouvelles maladies surviennent

nécessitant de rudsréponses.

La recherche de la santé éternelle, de la longévité et des remédes pour soulager la douleur et
I’inconfort a conduit ’homme a explorer son environnement naturel et a conduit a 1’utilisation
de nombreuses plantes, produits animaux, minéraux et au développement d’une variété

d’agents thérapeutiques (Bouzidi.S ,2018).

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. Les ressources naturelles offrent encore des occasions importantes
d’accéder a une large gamme de médicament et de diététique. Les plantes ont toujours fait
partie de la vie quotidienne de I’homme, au travers des ages, ’homme a pu compter sur la

nature pour subvenir a ses besoins de base ; nourriture, abris, vétements,..

Récemment, il y a eu un changement dans la tendance universelle de ’artificiel ou chimique au
naturel, qui peut étre nommé comme un «retour a la nature» (Bouzidi.S., 2018). Le monde des
végétaux est plein de ressources et de vertus d’ou ’homme puise non seulement sa nourriture
mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a son organisme parfois
affecté de troubles insidieux. L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes
pour le traitement de toutes les maladies de ’homme est trés ancienne et évolue avec

I’histoire de I’humanité.

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 I’efficacité des médicaments tels que les antibiotiques
(considérés comme la solution quasi universelle aux infections graves) décroit. Les bactéries,

les virus et les champignons se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de
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plus en plus (Bouzidi.S., 2018).

Les avantages les plus importants de I’utilisation thérapeutique des plantes médicinales dans
diverses affections, sont leur sécurité en plus d’étre économiques, efficacité et leur facilité de
disponibiliteé.

De nombreuses études in vitro et in silico ont ét¢ menées pour prouver ’efficacité des
ressources naturelles de médication. Un nombre énorme de plantes ont donc été exploitée en
raison de leurs propriétés thérapeutiques dus essentiellement a leurs richesses en antioxydants
naturels a savoir les polyphénols et les flavonoides etc. Parmi ces métabolites, les composes
phénoliques qui sont abondants et distribués dans la majorité de la partie aérienne des plantes,

présentent un large spectre d’activités biologiques, antioxydant et antimicrobiennes.

Actuellement la recherche en biologie ne peut se passer des outils informatiques pour traiter le
flux de données produites et optimiser ses avancées. L’un de ces outils est la modélisation
moléculaire et plus précisément I’arrimage moléculaire (plus souvent connu sous le terme
anglo saxon " docking"). L’emploi initial du "docking" moléculaire a ét¢ de prédire et

reproduire des complexes protéine-ligand (Chabbi.A et Nabti.K .2017).

Dans ce cadre se dirige notre travail qui consiste a 1’évaluation, in vitro et in silico des
activités biologiques des extraits aqueux et méthanoliques préparés a partir de la partie
aérienne des quatre plantes étudiées (Urginea maritima L., Smyrnium olusatrum L.,Arum
maculatum L., Acanthus mollis L.).

En premier lieu, les activités antiradicalaire et antimicrobienne ont été étudiées. Ensuite,
comprendre les mécanismes mis en jeu dans les interactions entre les microorganismes par la
méthode de docking moléculaire avec le programme (AUTODOCK Tools).

Il nous a paru important de développer cet aspect en vue d’évaluer I’énergie d’interaction de
ces composés et aussi de visualiser les liaisons qu’ils forment avec les récepteurs dans le

cadre de valorisation ces substances naturelles vegetales.

Afin de répondre aux objectifs de cette recherche, le travail a été divisé en trois parties :
pére partie, consacré a un rappel bibliographique
28Me partie, décrit le matériel et les méthodes utilisées

3®ME partie, portera sur les résultats obtenus et la discussion
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1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES

1.1 LES ACTIVITES BIOLOGIQUES
1.1.1 Activité antioxydante
1.1.1.1 Les radicaux libres et les espéces réactives

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés. Cette molécule est trés instable et réagi rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’¢électron nécessaire pour acquérir la stabilité. Une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son
électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre.

Les especes réactives oxygénées ERO, classe spécifique des radicaux, incluant les radicaux
libres comme le radical hydroxyl (OH-), le radical superoxyde (O,-) et sa forme protonée
(H,O-), le radical peroxyl (ROO-) ainsi que les espéces non radicaux comme le peroxyde
d’hydrogéne (H,O,) et I’oxygéne (0O,), sont produites par divers mécanismes physiologiques a
dose raisonnable. Ces especes réactives de 1’oxygeéne doivent étre neutralisées immédiatement
par différents systemes antioxydants (Fatteh.A., 2019).

1.1.1.2 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défenses antioxydants et les pro-oxydants (Meda.N et al., 2013), que ce soit par un déficit
dans les mécanismes de défense comprenant des composés et des enzymes
antioxydantes(Albayrak.S et al., 2013) ou une surproduction des radicaux libres (Duran-
bedolla.J etal., 2013).

1.1.1.3 Les antioxydants

Sont toute substance capable, a concentration relativement faible, d’entrer en compétition
avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher I’oxydation des substrats
(Berger. M., 2006). Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou non enzymatiques,

endogenes ou exogenes (Mohammedi.Z., 2013).
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1.1.2 Activité antimicrobienne
1.1.2.1 Activité antibactérienne

Les bactéries sont responsables de diverses infections dans les organismes vivants. Les
chercheurs ont espéré pouvoir éradiquer certaines maladies avec la découverte des
antibiotiques. Malheureusement la large utilisation de ces médicaments a généré une
résistance croissante des bactéries face aux antibiotiques. Dans cette perspective, il y a eu un
grand intérét pour la recherche de nouvelles substances biologiquement actives et efficaces

comme alternative a partir des ressources naturelles (Fatteh.A., 2019).
1.1.2.1.1 Les antibiotiques

Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes, ces substances
possedent le pouvoir d’inhiber la croissance ou le développement d’autres microorganismes,
dans lesquelles elles pénétrent en perturbant le métabolisme, ou en agissant spécifiquement
sur une étape essentielle de ce dernier, mais qui sont dépourvus de toxicité pour les autres
cellules humaines ou animales (Rahimi.F et al., 2021).

1.1.2.1.2 Les bactéries testées

1.1.2.1.2.1 Pseudomonas Aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie en forme de batonnet hétérotrophe motile gram
négatif d'environ 1 a 5 de long et 0,5 a 1 de large, c'est un aérobie facultatif. C'est une
importante bactérie du sol. P. aeruginosa est un pathogene opportuniste (Diggle.S et al.,
2020).

1.1.2.1.2.2 Escherichia Coli

Escherichia Coli est un micro-organisme polyvalent capable de survivre et de prospérer dans
différents habitats écologiques. C'est un anaérobie facultatif a Gram négatif qui réside
généralement dans I'intestin humain en tant que bactérie commensale. Cependant, certains
membres de cette espéce ont également le potentiel de provoquer des infections graves, tant
intestinales gqu'extra-intestinales, dans les établissements de soins de santé ainsi que dans la
communauté (Paganini.J et al., 2021).

1.1.2.1.2.3 Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium est une bactérie pathogéne a gram négatif, qui se trouve
principalement dans la lumiére intestinale. Elle provoque souvent de diarrhées chez les
nourrissons et les jeunes enfants et conduit a des intoxications alimentaires. La résistance aux
médicaments de Salmonella typhimurium a présenté de graves complications chez les patients

cliniques (Cuiping.Y et al., 2022).
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1.1.2.1.2.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie gram positive et cocoide, qui peut coloniser les
narines et la peau humaines sans causer de maladie. Cependant, c’est un agent pathogéne
opportuniste qui peut provoquer une infection lorsqu'il accéde a un environnement hote
vulnérable par des conditions telles que des plaies profondes. En d'autres termes, S.aureus est
une bactérie qui réside étroitement dans le corps humain mais qui est dangereuse (Chang.J et
al., 2020).

1.1.2.1.2.5 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus épidermidis est une bactérie gram positive (Havansoe Krogh. A et al., 2019),
naturellement non pathogene et commensale de la peau et des muqueuses chez I'homme et les
mammiféres. Cependant S.épidermidis peut étre considérée comme un pathogene opportuniste
pour les immunodéprimés (Silvestre.O.P et al., 2019).

1.1.2.1.2.6 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est une bactérie a Gram positif omniprésente qui démontre une adaptabilité
génétique inhabituelle, lui permettant de coloniser des habitats trés divers. Contrairement a
plusieurs des plus de 200 especes de Bacillus classées, B. subtilis est non pathogéne mais elle
peut contaminer des aliments et peut exceptionnellement provoquer une intoxication
alimentaire. Elle affiche une grande diversité génétiqgue méme parmi des souches étroitement
apparentées (Kaspar.F et al., 2019).

1.1.2.2 Activité antifongique

1.1.2.2.1 Champignons testées
1.1.2.2.1.1 Candida albicans

Le Candida albicans est un champignon microscopique, habituellement inoffensif et présent
au niveau des voies génitales, du tube digestif, de la bouche et sur la peau. Il peut parfois
devenir pathogéne (Della Valle.A.C., 2019). Si I'néte devient immunodéprimé, sa prolifération
le rend pathogéne. Chez les patients atteints du SIDA, la candidose oropharyngée (OPC) est
une infection opportuniste courante.

1.1.2.2.1.2 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae est un champignon ascomycéte ubiquitaire. C’est une levure qui
est retrouvée chez I’homme sous forme commensale (Zaid Saoud.M et al., 2020). Elle est
largement utilisée dans I’industrie agroalimentaire pour son role dans la fabrication de

plusieurs aliments, notamment le pain et les boissons fermentées (Zaid Saoud.M et al., 2020).
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1.2 BIBLIOGRAPHIE SUR LES PLANTES ETUDIEES
1.2.1 Urginea maritima L.
1.2.1.1 Généralité

Urginea maritima L. Baker, est une plante médicinale bulbeuse vivace actuellement menacée
d'extinction. Il est communément appelé scilles. Une plante herbacée avec un sous-sol organe
de stockage de la famille des Liliacées originaire du bassin méditerranéen et bien adapté a son
type de climat (Belhaddad.O et al .,2017) .

1.2.1.2 Description botanique

Feuille glabre, a Marge lisse. Périanthe étoilé, tépale brievement soudes a la base, long 8-12
mm, blanc, a uneseule nervure pourpreouverte. Bractée plus courtes que les pédicelles. Filets
blanc, anthéresbasifixes. Grainesnoires, brillante. Géophyte a bulbe (Daoudi.A et al., 2017).

1.2.1.3 Classification systématique

Selon Daoudi.A et al. (2017) la Classification systématique d’Urginea maritima L.est la

suivante :

Régne: Plantae

Classe: Monocotyledoneae

Ordre: Asparagales

Famille: Asparagaceae

Genre: Urginea L

Espéce: Urginea maritime L. Baker

Nom vernaculaire en Arabe : sl Jsaldl)

Fig.1.1 Urginea maritima L.
(Photo personnelle 2022)

1.2.1.4 Distribution geographique

La plante est distribuée généralement dans les pentes des collines,les terrains sablonneux pres
de la merméditerranée et dans certaines regions de 1’Afrique du nord,le moyen-orient,
I’Europe et dans les iles canaries. (Bouhadjeb.A et al ., 2018). Urginea maritima L. a deux

variétés en fonction de leurs bulbes : rouge et blanche. La variété rouge (scille rouge) est
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prédominante en Tunisie, Algérie et la Gréce. La variété blanche est prédominantes au Maroc
(Bouhadijeb.A et al., 2018).

1.2.1.5 Etude éthnopharmacologiques

Cette plante est utilisée pour traiter les problems dermatologiques avec un indice de fidélité de
17.50 %, en plus elle est utilisée sous forme de goutte sur les yeux pour traiter les douleurs de
I’ocille et ceci apres broyage et filtration du bulbe (El Hafian et al., 2014). Aussi elle est
utilisée pour traiter les pathologies digestives (Mehdioui et Kahouadji., 2007), les problems
cardiaques et la coqueluche (Hmamouchi., 2019). Cette plante est recommandée pour traiter
aussi 1’hépatite (Benkhnigue et al., 2019). Les femmes de la compagne 1’utilisent comme

abortif par voie interne ouen fumigations vaginales (Deepak et al., 2003).
1.2.2 Smyrnium olusatrum L.
1.2.2.1 Généralité

C'est une plante de plaine que I'on trouve couramment dans les haies vives, berges couvertes,
falaises maritimes et bords de routes. Elle est communément connue sous le nom

d'Alexanders en anglais ou maceron en frangais (Daroui-Mokaddem.H., 2012).
1.2.2.2 Description botanique

C’est une plante bisannuelle robuste, globuleuse et parfumée au céleri. Les feuilles sont 2-3
pennées, vert foncé et brillantes. Les fleurs sont jaunes, courtement pédicellées et regroupées
en de nombreuses ombelles. Largement ovoide et comprimé latéralement (Messaoudi.C et al.,
2013).

1.2.2.3 Classification systématique

Selon Daroui-Mokaddem.H (2012) la Classification systématique de Smyrnium olusatrum
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L.est la suivante :

Régne : Plantae
Classe : dicotylédones
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Smyrnium

Espece : Smyrnium olusatrum L.

_ o ] Nom vernaculaire en Arabe ;A8 ¢ g ) gacal)
Fig.2. Smyrnium olusatrum L.

(Photo personnelle2022)

1.2.2.4 Distribution géographique

La répartition des espéces en Europe s’étend des pays bordant le bassin méditerranéen a sa limite
nord en Ecosse. Son établissement sur les iles de la méditerranée peut étre attribué aux agences
humaines car les graines fraiches ne flottent pas. Le Smyrnium olusatrum L.est originaire des
régions méditerranéennes : Afrique du nord, Maroc, Algérie, Tunisie, Europe méridionale :
Grece, ltalie, ex-Yougoslavie, France, Portugal, Espagne, Asie occidentale : Turquie, chypre,
Palestine, Liban, Syrie (Daroui-Mokaddem.H., 2012).

1.2.2.5 Etude éthnopharmacologiques

Outre les culinaruses, cette plantes était employee comme medicinal pendant les grecs et les
roman ages, Les différentes parties de la plantes (tige, feuilles et racines) étaient utilisées comme
antiscorbutique, antiasthmatique, stomachique, le jus de la racine pour ses proprieties diurétiques
et laxatives aromatiques, stimulantes de I’appétit (Cherif.H et al., 2020 .Papaioannou.F et al.,
2010).

1.2.3 Arum maculatum L.
1.2.3.1 Généralité

Arum maculatum L. est une espece de plantes forestieres communes de la famille des Araceae,
elle est répandue dans le nord de I'Europe tempeére et est connue sous une abondance des noms

connus notamment téte de serpent, Arum sauvage, lys d'Arum, pinte de coucou, bobines,
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féculents et merle de sillage. Toutes parties de cette plantes sont considérées comme toxiques

(Kishen.G et al, 2018).
1.2.3.2 Description botanique

L’Arum maculatum L. est une plante formant une touffe de feuilles en forme de fleche.

Brillantes, elles sont souvent dotées de petites taches noires, d'ou le surnom d'arum tacheté. Au

mois de mai ou d’avril, la plante dévoile une grande fleur. Ce que I'on assimile a une fleur est en

réalité une spathe vert-jaunatre en forme de cornet. Apres la floraison a I'automne, des bouquets

de baies orange apparaissent. Mesurant entre 30 cm et 45 cm de haut, cette plante vivace illumine

les sous-bois avec ses petites baies vives (Audrey C ., 2022).

1.2.3.3 Classification systématique

Selon Atalay.T et al. (2020) la Classification systématique d’Arum maculatum L.est la

suivante :

Fig.3. Arum maculatum L.
(Photo personnelle2022)

1.2.3.4 Distribution geographique

Regne : Plantae

Classe : Equisetopsida
Ordre : Alismatales

Famille : Araceae

Genre : Arum

Espéce : Arum maculatum L.

Nom vernaculaire en Arabe &) < sl

Arum maculatum L. fait partie de la famille des Araceae, largement distribuée dans de nombreux

pays d'Europe et du Moyen-Orient Est. On la trouve également dans le nord de I'lrak,

communément appelé Kardi. Elle est répandue dans la Turquie et au Caucase (Kadri.Z et al.,

2016).


https://www.detentejardin.com/plantes/arbustes/arbustes-a-fleurs/6-hydrangeas-ultra-floriferes-et-faciles-a-cultiver-7322
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1.2.3.5 Etude éthnopharmacologiques

Arum maculatum L.est traditionnellement utilisé pour le contrdle de nombreuses maladies et
affections telles que les douleurs rénales (Comlekcioglu.N et al., 2021).
1.2.4 Acanthus mollis L.

1.2.3.1 Généralité

Acanthus mollis L. est une plante herbacée vivace de la famille des Acanthacées, originaire de la
région méditerraneéenne (Matos,P et al., 2018),aussi appelée acanthe molle ou acanthe a feuilles
larges. Elle est utilisée comme plante ornementale et médicinale (Jara,C et al., 2017), connue

pour ses feuilles ayant servie motif architectural.
1.2.3.2 Description botanique

L'Acanthe a feuilles molles présente une touffe évasée, son genre vient du mot grec (akantha) qui
signifie épine, en référence aux bords dentelés des feuilles de certaines especes, composée d'un
feuillage semi-persistant et trés décoratif. De trés grandes feuilles (30-80 cm de long), molles, a
divisions larges, lobées dentées, vert brillant. La croissance reste verte toute lI'année dans les
climats doux. Les feuilles sont inclinées avec des épines. Tiges de beau, pale lilas et blanc, les
fleurs apparaissent au début de I'été et peuvent atteindre une hauteur de quatre a cing pieds. Les
fleurs peuvent étre coupées pour des arrangements a l'intérieur ou séchées (Hamimed.S et al.
2020).

1.2.3.3 Classification systématique

Selon Hamimed.S et al. (2020) la Classification systématique d’Acanthus mollis L.est la

suivante :
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Regne : Plantae

Classe : Magnoli-opsida
Ordre : Lamiaies
Famille : Acanthaceae
Genre : Acanthus

Espece : Acanthus mollis L.

Nom vernaculaire en Arabe : 452y}

Fig.1.4 Acanthus mollis L.
(Photo personnel 2022)

1.2.3.4 Distribution géographique

C’est une plante herbacée vivace originaire de la région méditerranéenne du Portugal et du nord-

ouest de I'Afrique aux Balkans (Yi-Lin..L et al., 2020).
1.2.3.5 Etude éthnopharmacologiques

L ’Acanthe molle est utilisée comme diurétique, anti-inflammatoire et apaisante des muqueuses
du tube digestif et du tractus urinaire et en externe pour la cicatrisation des plaies et des brdlures
(Matos.P et al., 2018). Les feuilles et les racines sont préparées en bain contre les irritations de la
peau utilisés en infusion ou cataplasme (Rhattas,M et al., 2016). Et en lavement contre les
maladies infectieuses du colon et les hémorroides. Sa séve, réputée pour étre tonifiante et

stimulante, était réservée aux guerriers qui en buvaient avant de partir au combat.
1.3 METABOLITE SECONDAIRE
1.3.1 Généralité

Les métabolites secondaires sont présents en trés grand nombre et avec une importante variété
structurale. 1ls sont des molécules organiques complexes synthétisés et accumulés en petites
quantités par les plantes autotrophes. Ce sont des produits a structure chimique souvent
complexe, ils sont tres dispersés et trés différents selon le type d’espéce. Ils pourraient jouer un
role dans la défense contre les herbivores et dans les relations entre la plante et son
environnement (Fatteh.A., 2019).

Ces molécules biologiques ne sont pas, par definition, nécessaires et vitaux pour la cellule ou

I’organisme mais elles ont la particularité d’avoir des effets biologiques sur d’autres organismes.
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Ces composés marquent de maniere originale, un genre, une famille ou une espece de plantes et

permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (Fatteh.A., 2019).

Les polyphénols, également dénommés composés phénoliques, sont des molécules spécifiques
du regne végeétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux
structures variées qu’il est difficile de définir, cependant 1’¢lément structural de base est un
noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou
engagés dans une autre fonction chimique (éther, ester, hétéroside...etc.). Ce sont des
métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires. Ils sont présents dans toutes
les parties des vegétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) (Fatteh.A.,
2019).

1.3.2 Principaux classes des composées phénoliques

Les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement distribué
dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues. Ces composes
peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui se différencient d’abord par la complexité du
squelette de base, ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation,
d’hydroxylation etc.) et enfin par les liaisons possibles de ces molécules de bases avec d’autres
molécules (glucides généralement).On distingue terpénes, alcaloides, coumarines, acides
phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes, xanthones. (Fatteh.A., 2019).

Les différentes classes de ces composés phénoligues sont représentées dans la figure suivante :

Composés phénoliques

! }

Polyphénols Composeés phénoliques
simples
| |
v ) v v
Tannins Flavonoides Acides phénoliques Terpénes

|
v v

Acide hydroxy Acides hydroxy
benzoiques cinnamiques

Fig.1.5 Principes classes des composées phénoliques



1. Synthese bibliographiques

1.3.2.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des substances phytochimiques ayant au moins un groupe carboxyle
et un groupe hydroxy-phénolique. La dénomination générale d’acides phénoliques englobe les
formes les plus simples des composés phénoliques qui se séparent en deux grands groupes
distincts: les acides hydroxybenzoiques qui sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une
structure en C6-Cl1, ils sont trés communs aussi bien sous forme libre que combinée a 1’état
d’ester ou d’hétérosides, et les acides hydroxycinnamiques qui dérivent de I’acide cinnamique et
possédent une structure en C6- C3 (Fatteh.A., 2019).

1.3.2.2 Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme Latin flavus, (flavus= jaune). Les flavonoides sont une
classe importante de polyphénols. Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiées chez
les plantes. Ils peuvent étre présents dans toutes les parties des plantes : racines, tiges, bois,
écorce, feuilles, graines, fleurs et fruits ou ils sont responsables de la couleur de ces derniers
(généralement jaune). La structure de base de ces composés est le diphényle propane a 15 atomes
de carbones (C6-C3-C6). Essentiellement, la structure se compose de deux cycles aromatiques A
et B, reliés par un pont de 3-carbones, habituellement sous la forme d'un noyau hétérocyclique, C
(Bouadjeb.A et al., 2018).

1.3.2.3 Les tannins

Les tannins sont des molécules polyphénoliques de poids moléculaire compris entre 500 et 3000
Da. lls sont présents dans les feuilles, les fleurs et les graines des plantes, ils sont du grand intérét
pour la nutrition et la médecine a cause de leur capacité antioxydante puissante et leur effet
protecteur possible sur la santé humaine. La plupart des propriétés biologiques des tannins sont
liées au pouvoir qu’ils ont de former des complexes avec les macromolécules, en particulier avec
les protéines. Les liaisons non covalentes, hydrogénes et hydrophobes participent a la formation
du complexe tannins-protéine (Belkhiri.F., 2009).

1.3.2.4 Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques cycliques contenant de l'azote de faible poids
moléculaire et appartiennent a une vaste catégorie de meétabolites secondaires alcalins. Ils ont un
caractére lipophile trés prononcé qui leur permet d'étre solubles dans les solvants organiques et
ces composes, en réagissant avec les acides, donnent naissance a des sels qui deviennent solubles
dans I'eau. Les alcaloides forment un groupe hétérogene de composés organiques, défini par la
fonction amine qui confére a leurs constituants des propriétés chimiques propres, associées a une

toxicité généralement élevée et également a une action pharmacologique importante. La
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puissante activité physiologique de nombreux alcaloides a conduit a leur utilisation comme

produits pharmaceutiques, stimulants, narcotiques et poisons (Ribeiro.M., 2016).

1.3.2.5 Les terpenes

Les terpénes sont largement présents dans la nature. Ils sont un grand et classe variée
d'hydrocarbures qui sont produits par une grande variéeté de plantes et par certains animaux. Elles
sont egalement abondamment trouvées dans les fruits, les légumes et les fleurs .Leur
concentration est généralement élevée dans les plantes structures reproductrices et feuillage
pendant et immédiatement aprés la floraison. Les terpenes sont également un élément majeur
composant des résines végetales. Dans les plantes, ils fonctionnent comme infochimiques,
attractifs ou répulsifs, tels qu'ils sont responsable du parfum typique de nombreuses plantes
.D'autre part, de fortes concentrations de terpenes peuvent étre toxiques et sont donc une arme
importante contre herbivores et pathogénes (Paduch.R et al., 2007).

1.3.3 Role et intérét des composes phénoliques

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes medicinales. Ils ont la
capacité de moduler I'activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains récepteurs cellulaires.
IIs sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la
rhizogenése, la germination des graines et la maturation des fruits. Ces composés sont réputés
aussi pour leur caractere antioxydante, neutralisant les radicaux libres et limitant ainsi certains
dommages oxydatifs responsables de plusieurs maladies. En outre, un grand nombre de
polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et
anticancéreuses. Plusieurs études ont été réalisées sur I'impact de la consommation de végétaux
sur la santé. La plupart d’entre elles ont mis en évidence une baisse du facteur de risque pour de

nombreuses affections telles que I’infarctus et le cancer (Fatteh.A., 2019).
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Fig.1.6 Role des composés phénoliques
1.4 IN SILICO

1.4.1 Bioinformatique

Bioinformatique et Biologie computationnelle sont devenus des mots a la mode dans le monde
de la science d’aujourd’hui. Il y a quelques décennies, les gens considéraient la biologie et
I’informatique comme deux domaines entierement différents. L’un apprendrait sur les étres
vivants et leurs fonctions tandis que 1’autre apprendrait sur les ordinateurs et les théories sous-
jacentes. Cependant, a I’heure actuelle, il semble y avoir une simple séparation entre les deux
domaines et ces nouveaux domaines ont émergé comme une combinaison a la fois de
I’informatique et de la biologie. L’emploi des outils de l'informatique dans la recherche en
biologie, chimie et médecine est devenu incontournable. Une des applications de la
bioinformatique utilisée actuellement est le Docking, celui-ci est une méthode de modélisation
moléculaire qui, a travers une simulation permet de prédire I’interaction entre une protéine et un
ligand. Ce criblage rend possible la sélection des molécules dont 1’activité biologique est la plus
probable. Cette technique d’étude in silico est plus rapide, plus efficace et moins colteuse par

rapport aux méthodes expérimentales classiques (Michael F Dunn., 2010).

1.4.2 Docking Moléculaire
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Le Docking moléculaire (ancrage, amarrage ou arrimage moléculaire en francais), in silico vise a

prédire la structure et I’ensemble des mécanismes et interactions intervenant lors de la formation
d'un complexe moléculaire « ligand-protéine » ou « protéine-protéine », a partir des molécules
isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que
I'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Le Docking moléculaire permet soit de
découvrir de nouvelles molécules (par assemblage de deux ou plusieurs molécules), soit de
comprendre la nature d'un complexe de molécules obtenu par cristallographie (Beautrait A.,
2008).

1.4.3 Les éetapes de Docking Moleculaire

La premicere (le docking) est 1’étape de sélection, consistant a placer le ligand dans le site actif de
la protéine et a échantillonner les conformations, positions et orientations (poses) possibles, en
ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus favorables.

La deuxiéme (le scoring) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer ’affinité entre le
ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking. Ce
score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées (Houamdi S et al.,
2021).

ligand 3
docking

scoring ”
I CI—
recepteu “

structure X
& AG

. etc

Fig.1.7 Principe général d’un programme de docking

1.4.4 Outil Docking

Les éléments indispensables pour pratiquer un docking moléculaire se limitent en un récepteur
macromoléculaire de nature protéique appelée : cible, une petite molecule appelée ligand et un
programme de docking qui prédit la conformation la plus favorable du ligand au sein du
récepteur choisi (Tifourak D., 2019).

1.4.4.1 Programme
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Le docking moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation (position et

orientation relative) la plus favorable du ligand au sein de son récepteur. Initié au début des

années 1980, ce domaine s’est développé pour devenir, de nos jours, un outil incontournable

dans la recherche de produits biologiquement actifs. Plus de 30 programmes de docking

moléculaire (commerciaux ou non) sont disponibles. Les plus fréquemment cités sont
respectivement: AutoDock, GOLD, FlexX, DOCK et ICM (Tifourak Dalal., 2019), comme il a

été présenté dans la figure ci-dessous.

SurFlaxX
7%
Autodock VINA

Dock
3%
LibDock
4%
FRIGATE
4%

Other
9%

Fig.1.8 Comparaison des programmes de docking les plus cités avant 2019

Au fil des années, on note I’apparition d’un nombre important de programmes de docking

moléculaire avec une grande diversité des algorithmes de recherche, illustrées dans le tableau

suivant :

Tableau.1.1 Principaux programmes de Docking moléculaire (Taylor et al., 2003).

Nom Editeur Site internet

AutoDock | Scripps http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/

Dock UCSF http://dock.compbio.ucsf.edu/

FlexX BioSolvelT http://www.biosolveit.de/FlexX

Fred OpenEyse http://eyesopen.com/products/applications/fred.html
Glide Schrodinger | http://www.schrodinger.com/Products/glide.html

Gold CCDC http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/
ICM Molsoft http://www.molsoft.com/products.html/

LigandFit | Accelrys http://www.accelrys.com/cerius2/c2ligandfit.html
Surflex Biopharmics | http://www.biopharmics.com/products.html
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1.4.4.1.1 AutoDock

L’étape de docking moléculaire est réalisée grace au sous-programme AutoDock. Est une
suite d'outils de docking automatisés. Il est concu pour prédire comment de petites molécules,
telles que des substrats ou des médicaments candidats, se lient a un récepteur de structure 3D

connue (Sayeh Meddour.l et al., 2020). On a utilisé un logiciel d’autodock :
1.4.4.1.1.1 AutoDockTools

AutoDockTools, ou ADT, est l'interface graphique gratuite d’AutoDock développée par le
méme laboratoire qui developpe AutoDock. Elle permet de configurer, d'exécuter et
d'analyser les amarrages AutoDock et les cartes d'affinité AutoGridisocontour, ainsi que pour
calculer les surfaces moléculaires, d'afficher les rubans de structure secondaire, de calculer les

liaisons hydrogéne et de faire de nombreuses autres fonctions (Ahmedou A., 2021).

AutoDockTools

B

(c) 1999-2011 Molecular Graphics Laboratory, The Scrip

X ALL RIGHTS RESERVED
a7,
INBLi (S @
Fepens® e
:

\ Loading Modules... 4%

Fig.1.9 Capture d’écran ADT
1.4.4.1.2 Pymol

PyMOL, un outil graphique moléculaire multiplateforme, a été largement utilisé pour la
visualisation tridimensionnelle (3D) des protéines, des acides nucléiques, des petites
molécules, des densités d'électrons, des surfaces et des trajectoires. Il est également capable

d'éditer des molécules, de lancer des rayons et de faire des films. Ce logiciel basé sur Python,
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aux co6tés de nombreux outils de plug-in Python, a éte développé pour améliorer ses utilitaires

et faciliter la conception de médicaments dans PyMOL (Shuguang.Y et al., 2017).

K3 pymoL
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help

-~
This Executable Build integrates and extends Open-Source PyMOL.
Detected O G sion 4.6. Shaders available.
Detected G
OpenGL gra
GL_VENDOR
4.6.80 - Build 27.20.1
- For Ewvaluation Only ys remaining)
ed 2 CPU cores. Enabled multithreaded rendering.

Fig.1.10 L’interface du programme Pymol

1.4.4.1.3 Discovery Studio

Discovery Studio est une suite de logiciels pour stimuler les systemes de petites molécules et
macromolécules. 1l couvre les domaines suivants: simulations, conception de ligands,

modélisation de pharmacophore, conception basée sur la structure, QSAR et ADMET
(Ahmedou A., 2021).

2,
25 BIOVIA | Discovery Studio 2021

Solutions for Computational Chemistry and Biology

Discoye ty Studio v21.1.0.20258

P

< DASSAULT

©2020 Dassault Systémes, all rights reserved ,i)J SYSTEMES

Fig.1.11 Capture d’écran Discovery studio
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1.4.4.1.4 La Protein Data Bank (PDB)

La Protein Data Bank (PDB) est la seule base de données mondiale pour les structures 3D des
macromolécules biologiques. Les structures sont déposées par des scientifiques du monde
entier et sont accessibles gratuitement. Beaucoup de grands journaux scientifiques demandent
aux auteurs de déposer leurs structures sur la PDB. La PDB a, selon son site, une
communauté internationale d’utilisateurs qui inclut des biologistes (dans des domaines
comme la biologie structurale, la biochimie, la génétique ou la pharmacologie) ; d’autres
scientifiques (dans des champs comme la bioinformatique, le développement des logiciel pour
I’analyse et la visualisation des données) ; des étudiants et éducateurs (tous niveaux) ; des
journalistes, illustrateurs, auteurs de manuels et le grand public. La PDB est ainsi visitée par

environ 140 000 visiteurs uniques par mois, d’environ 140 pays différents (Dorey.S., 2012).

RCSB PDB  Deposit v Search » Visualize + Analyze ~ Download ~ Leam ~ More v Documentation ~  Careers _

y M tructures ~ PDB Archive @
_1_) L Ead® - hsin n

PROTEIN DATA BANK Research and Education P00 T JR—— T,

T

Developers: Join the RCSB PDB Team

A Structural View of Biology

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture.

”» i
%® Deposit from protein synthesis to health and disease

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data

Q Search

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
research and education in molecular biology. structural biology, computational
Eal Visualize biology, and beyond.

i Analyze

COovID-19

CORONAVIRUS
Resources /- °%

#» Download

Fig.1.12 L’interface de La Protein Data Bank (PDB)
1.4.4.1.5 La base des données Pubchem

Depuis son lancement en 2004, la base de données PubChem est devenue une source
d'information clé sur les produits chimiques pour les scientifiques, les étudiants et le grand
public. Chaque mois, notre site Web et nos services de programmation fournissent des
données a plusieurs millions d'utilisateurs dans le monde. PubChem contient principalement
de petites molécules, mais aussi des molécules plus grosses telles que des nucléotides, des
glucides, des lipides, des peptides et des macromolécules chimiquement modifiees. Nous
recueillons des informations sur les structures chimiques, les identifiants, les propriétés
chimiques et physiques, les activités biologiques, les brevets, la santé, la sécurité, les données
de toxicité et bien d'autres (Trad.M., 2020).
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Fig.1.13 L’interface de La base des données Pubchem
1.4.4.2 Récepteur

Un récepteur est un organe, une cellule ou une molécule qui assure la réception d'information.
Dans le cas d'une molécule, le récepteur est une protéine spécialisée capable de se lier
specifiquement et réversiblement a une autre molécule appelée ligand. Les structures 3D que
nous utilisons proviennent de la PDB« Protein Data Bank », (en anglais), la plus grande archive
de données structurales de macromolécules biologiques, comme les protéines et les acides
nucléigues (ARN et ADN) (Tifourak.D., 2019).

1.4.4.3 Ligand

Ligand est une molécule qui se lie de maniere réversible a une macromolécule ciblée, protéine
nucléique, jouant en général un réle fonctionnel : stabilisation structurale, catalyse, modulation
d’une activité enzymatique, transmission d’un signal. En docking moléculaire, le choix du ligand
est une étape trés importante. Ce choix doit étre pertinent en raison de la spécificité du site actif
de la cible évitant de tester inutilement des molécules. A présent, il existe deux moyens pour
obtenir la structure chimique d’un ligand donné : la premiere souvent d’aspect commercial, est
constituee de bases de données de structures chimiques appelés chimiotheques ou espaces
chimique. Le second moyen consiste a utiliser des ligands de la PDB ou de la littérature qu’on
peut dessiner, optimiser et enregistrer dans différents formats (pdb, mol, mol2....etc.) grace a des
logiciels de construction moléculaire tels que chemDraw, Arguslab, Titan ou Sybyl pour ne citer

que ces exemples (Tifourak D., 2019).
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2. MATERIELS & METHODES

2.1 PRODUITS CHIMIQUES

Méthanol (alcool, CH;OH), éthanol (alcool, C.HsOH), DMSO (Diméthyle sulfoxide,
C2H20S), eau de javel, eau distillée, acide gallique(C-HsOs), bicarbonate de sodium
(Na2CQs), trichlorure d’aluminium (AICls), DPPH (2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle
C18H12Ns0s), Hypochlorite de sodium (NaOCI), quercétine (flavonoide, C15H1007).

2.2 MATERIELS

2.2.1 Matériel analytique

Réfrigérateur (LIEBHERR), Etuve (MEMMERT et BINDER), Spectrophotométre (SP-3000
nano OPTIMA), Balance(PIONEER), Centrifugeuse(OHAUS), Agitateur (P.SELECTA
AGIMATIC-U), Balance a précision (KERN ALS 220-UV), vortex (SELECTA),
Balance(VWR), Densitométre (GRAMT-BIO).

2.2.2 Autres équipements

Boites de Pétri, papier filtre, tubes a essaies, pissettes, micropipettes, tube gradué, mortier,
spatule, erlenmeyers, coton hydrophile, entonnoir, papier aluminium, régle graduée.

2.2.3 Les souches bactériennes testées

Pseudomonase aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus eépidermidis (ATCC 9027),
Escherichia coli (ATCC 8739), Staphyloccocus aureus (ATCC 6538), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Bacillus subtilis (ATCC 6633)

2.2.4 Les souches fongiques testés

Candida albicans (ATCC 10231), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763)

2.3 METHODES

2.3.1 Etude chimique

2.3.1.1 Préparation de la matiére végetale

Un échantillonnage aléatoire sur le terrain a été réalisé en mois de janvier 2022 au niveau de
la région de Médéa a 981 m d’altitude pour la récolte de quatre especes de plantes ; Urginea
maritima L., Smyrnium olusatrum L., Arum maculatum L. et Acanthus mollis L. Les parties
aériennes de ces quatre espéces ont été séparées et séchées puis conservées dans des sacs en

papier.
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2.3.1.2 Présentation de la région de la récolte

2.3.1.2.1 Position géographique

La wilaya de Médéa est située au Nord de 1’Algérie, au cceur de 1’Atlas Tellien une telle
position stratégique a fait de Médéa une zone de transit principale et un trait d’union entre le
Tel et le Sahara d’une part et entre les Hauts Plateaux de I’Est et ceux de 1I’Ouest.

Le climat de Médéa se caractérise par une altitude qui s’atteint 1240 m au-dessus du niveau de
la mer, sa position sur les monts de 1’Atlas Tellien et son exposition aux vents et aux vagues
de courants venant de I’Ouest.

Médéa, commune de la wilaya de Médéa, limitée par la wilaya de Blida au Nord, la daira de
Ouzera a I’Est, la daira de Si Mahjoub au Sud et la daira de Ouamri a I’ouest.

2.3.1.2.2 Caractéristiques climatique de la région

Le tableau montre les principales caractéristiques climatiques de la station de la récolte

Tableau 2.1 Principales caractéristiques climatique de la région

Station Nord de Médéa)

Altitude (m) 1240

Précipitations (mm/an) | 500

M (°C) 14.4

Bioclimats méditerranéen sous
continentale

2.3.1.3 Prétraitement

2.3.1.3.1 Séchage

Les parties aériennes des plantes (Urginea maritima L., Smrynum olusatrum L., Arum
maculatum L., Acanthus mollis L.) ont été fraichement récoltées, débarrassées de toutes
poussiéres et toutes autres impuretés puis lavées avec de 1’eau distillée et laissées sécher dans

I’étuve a 70 °C pendant 2 jours (Annexe 3).

2.3.1.3.2 Broyage

Apreés séchage, les parties aériennes des plantes ont été broyees en poudre fine puis stockées

dans des bocaux fermés afin de la protéger de I’humidité et la lumiére (Annexe 3).



Matériels§ Méthodes [N

2.3.2 Préparation des extraits
2.3.2.1 Extraction aqueuse

Selon le protocole de Mbiantcha et al., (2011) avec quelques modifications, 1’extraction a été

réalisée comme suit:

e Macération de 50 g de poudre du matériel végeétal broyé dans 500 ml d’eau distillée.
e Agitation magnetique a température ambiante pendant 24 h.

e Le macérét a eté soumis a une double filtration : sur coton hydrophile puis sur papier filtre

wattman n°1.
e Les extraits aqueux sont ensuite séchés a 1’étuve (64°C) pendant 7jours.

e Les extraits secs obtenus sont broyés et conservés a 4°C jusqu’a I’utilisation (Annexe3).

2.3.2.2 Extraction métanolique
L’extraction a été réalisée selon les étapes suivantes (Coulibaly et al, 2011):

o Macération de 50 g de poudre végétale dans 200 ml de méthanol.
* Agitation magnétique a température ambiante pendant 24 h.

e Le macérat métanolique a été soumis a une double filtration : sur coton hydrophile puis sur
papier filtre wattmann®1.

e Les extraits métanoliques obtenus sont ensuite séchés a I’étuve (45°C) pendant 7jours.

e Les extraits secs obtenus sont broyés et conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation (Annexe
3).
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50 g de poudre de la partie
aérienne de chaque plante

500 ml d’eau distillée

500 m/ de méthanol

\ Macération pendant 24 h /

A 4

Filtration sur coton
hydrophile+compresse

\ 4

Filtration sur papier Wattman

Evaporation a I'étuve a 62°C

A 4

Extrait aqueux sec

A 4

(n°1)
Evaporation a I'étuvea 45°C
Extrait métanolique pateux
Conservation a 4°C <

Fig.2.1 Protocole de préparation des extraits aqueux et métanoliques des plantes étudiées

2.3.3 Détermination du rendement

Le rendement signifie la masse de I’extrait obtenu apres évaporation du solvant par rapport a

la masse initiale de la poudre soumise a 1’extraction.

Le rendement des extraits métanolique et aqueux a été calculé selon la formule suivante:

=

M
=-) x 100 (Eq2.1)

0
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R : rendement exprimeé en pourcentage %

M : la masse en gramme de I’extrait sec résultant
Mo : la masse en gramme de la matiere végétale
2.3.4 Etude phytochimique des extraits

2.3.4.1 Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénoliques des differents extraits est estimée selon la méthode de
Folin-Ciocalteu (Belkhiri et al, 2017).

2.3.4.1.1 Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, lors de

I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne.

La coloration produite, dont 1I’absorption maximum a 760 nm est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits végétaux.
2.3.4.1.2 Réactifs et extraits
Polyphénol témoin : I’acide gallique

¢ Reéactifs de Folin-Ciocaleu : 9 ml d’eau distillée ont été ajoutées a 10 ml du réactif deFolin-
Ciocalteu.

e Le bicarbonate de sodium a 7,5 % : 2 g de bicarbonate sodium ont été dissous dans 100 ml
d’eau distill¢e.

o Les extraits métanoliques et aqueux: solubilisés dans le méthanol absolu.

2.3.4.1.3 Mode opératoire

Pour la courbe d’étalonnage :

Une gamme de 6 concentrations d’acide gallique allant de 150 a 10 ug/m/ a été préparée a

partir d’une solution mere de 1 mg/ml de concentration.

Pour le dosage des polyphénols :

1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté & 200 pl de I’échantillon a dosé. Aprés 4 min

d’incubation, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (7.5 %) sont additionnés au

milieu réactionnel. Aprés une incubation a I’obscurité pendant 2 heures, 1’absorbance a été

mesurée a 760 nm avec un spectrophotometre.
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Le blanc du test contient: 200 ./ de méthanol, 1 ml de Folin— Ciocalteu et 800 x/ de Na,COs,

Pour chaque extrait, le test est réalisé en triplicata (Annexe 4).

2.3.4.1.4 Expression des résultats

La concentration de la teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée en se référant

a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats ont été exprimes en ug d’équivalent acide gallique / mg d’extrait sec (mg EAG/g
MS).

2. 3.4.2 Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les

extraits (Baghiani et al, 2010).

2. 3.4.2.1 Principe

La méthode se base sur la formation d’un complexe jaune trés stable, entre le chlorure

d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides.

2. 3.4.2.2 Reactifs et extraits

e Le chlorure d’aluminium: 2 mg de Chlorure d’aluminium (AlCls) dissous dans 50 ml de
I’eau distillée.

e Solution métanolique mére du standard : 40 ug de quercétine dissous dans 1 ml de méthanol.

e Les extraits métanoliques et aqueux: dissous dans le méthanol absolu.

2.3.4.2.3 Mode opératoire

® Pour la courbe d’étalonnage :

Une gamme de 6 concentrations de quercétine allant de 40 & 1.5 ug /ml a été préparée a partir

d’une solution mére de 40 ug /ml de concentration
® Pour le dosage des polyphénols :

A 1 ml de chaque échantillon, a été ajouté 1 ml de la solution de trichlorure d’aluminium
préparée a 2 % dans le méthanol absolu. L’absorbance est lue & 430 nm apres dix minutes
d’incubation (Annexe 4).

2.3.4.2.4 Expression des résultats

La concentration en flavonoide a été déterminée en se référant a la courbe d'étalonnage de la
quercétine. Les résultats sont exprimes en ug équivalent quercétine par mg d’extrait sec (mg
EQ/g ES).
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2.3.5 Evaluation des activités biologiques
2.3.5.1 Evaluation de I’activité antioxydante impliquant le radical DPPH

La méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) est la plus
simple a réaliser in vitro. Le DPPH est largement employé pour évaluer le balayage de divers
produits naturels et il est considéré comme un composé modele pour les radicaux libres de ces
produits.

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation du pouvoir antioxydant des
extraits naturels des parties aériennes des plantes : Urginea maritima L., Smyrnium olusatrum
L., Arum maculatum L. et Acanthus mollis L. en vue de leur valorisation en tant que source
d’antioxydants (Annexe 5).

2.3.5.1.1 Principe

Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine (DPPHe¢) est un radical organique libre, stable et de
couleur rouge pourpre. En présence de composés anti radicalaires, le radical DPPHe est réduit
et change de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance. Le
virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration de la forme libre en solution
dépend de la nature, de la concentration et de la puissance de la substance anti radicalaire. On

peut résumer cette réaction par 1’équation suivante :

DPPH*+ AH — DPPH-H + A®
(Violet) (Jaunéatre)

Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH® pour le
transformer en molécule DPPH-H. Le DPPH®* est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante, en raison de sa stabilit¢ en forme
radicale libre et la simplicité¢ de I’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 a 520 nm (Fatteh.A., 2019).

2.3.5.1.2 Mode opératoire

Pour la mesure de cette activité antiradicalaire, 50 ul de chaque extrait (1 mg/ml) sont
meélangés avec 1 ml du DPPH. Aprés agitation au vortex, les tubes sont placés a 1’obscurité et
a température ambiante pendant 30 min pour réagir. L’absorbance est mesurée a 517 nm
contre un blanc (témoin négatif).

Le témoin positif utilisé est un antioxydant de synthése: le 2,6-di-tbutyl-4-methylphenol ou
butylhydroxytoluéne (BHT).
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Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et calculés suite a la diminution de

I’intensité de la coloration du mélange selon la formule suivante :

X PI = [(DOtémoin- DOextrait )/ DOtémoin | x 100 (Eq.2.2)
Ou :

P1 : pourcentage d’inhibition.
DO témoin : absorbance du témoin négatif

DO extrait : absorbance de la solution d’extrait
2.3.5.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne

La détermination de la zone d’inhibition permet une estimation du caractére de sensibilité ou
de résistance de la souche microbienne vis-a-vis des extraits testés. Les diamétres des zones
d’inhibition sont mesurés par un pied a coulisse en mm annexe (6). L’activité antimicrobienne
des extraits (aqueuses et méthanoliques) des parties aériennes des plants (Urginea maritima
L., Smyrinium olusatrum L. ,Arum maculatum L.et Acanhus mollis L.) été évaluée contre
huite souches référentielles (Salmonella typhimurium, Escherichia coli ,Staphyloccocus
aureus ,Staphyloccocus  épidermidis , Bacillus subtilis ,Pseudomonase aeroginosa ,Candida
albicans et Saccharomyces cerevisiae ) sensibles et résistants aux antibiotiques (CTX , HLG ,
TEC , RIF, RP et CEP).

2.3.5.2.1 Repiquage des souches microbiennes

Les différentes espéces microbiens ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées a
37 °C pour les bactéries et 24°C pour les champignons afin d’obtenir des colonies isolées qui

vont servir a la préparation de I’inoculum (Annexe 6).
2.3.5.2.2 Préparation de I'inoculum

Pour préparer I’inoculum, on racle 4 a 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques a
partir d’une culture de 24 h, sur le milieu d’isolement puis déchargées dans de 1’eau
physiologique stérile. La suspension microbienne est ensuite homogénéisée a 1’aide d’un
vortex et sa turbidité est ajustée a 0,5 McFarland, soit une densité optique égale a 0,08 a

0,10 ; lue a une longueur d’onde de 625 nm correspondant a 108 UFC/ml.
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C 3- Préparation de I'inoculum ) 4- Homogénéisation avec le vortex
et mesure avec le densitométre

Fig.2.2 Les étapes de préparation d’une suspension microbienne

2.3.5.2.3 Préparation des disques

Nous avons utilisé le papier Wattman N°3, coupé en disque de 8 mm de diamétre. Ces disques
doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Ces
derniers, une fois préparés, sont placés dans une boite de pétri (en verre) contenant 10 ml

d'eau distillée et stérilisés pendant 20 mn a 120 °C.

2.3.5.2.4 Ensemencement
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Les milieux de culture ont été coulés dans des boites de pétri stériles, les souches

microbiennes sont ensemencées par étalage a l'aide d’un écouvillon. L'ensemencement

s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries.

A T’aide d’une pince stérile, les disques de papier-filtre, contenant les échantillons a tester (25
ul) d’extrait sont déposés a la surface de la gélose. L’activité antimicrobienne est déterminée
en termes de diamétre de la zone d’inhibition produite autour des disques aprés 24 h
d’incubation a 37° C pour les bactéries et 24°C pour les champignons. Les extraits préparés

sont dilués dans le DMSO car il n’a aucun pouvoir antimicrobien.

<Ensemencement bactérien ) C Dépét des disques >

Fig.2.3 Schéma représente 1’ensemencement microbien puis le dép6t des disques

2.3.5.2.5 Lecture

Aprées incubation, la lecture s’effectue en mesurant le diaméetre d’inhibition de la croissance
microbienne. Cette distance millimétrique est ensuite reportée sur une échelle de concordance
afin que la souche soit interprétée sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-vis du principe

actif étudié. Plus la zone d’inhibition mesurée est grande, plus le germe est sensible.

La sensibilité des différentes souches vis-a-vis de 1’extrait étudié est classée selon le diamétre

d’inhibition et selon les critéres présentés dans le tableau suivants :
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Tableau 2.2 Diamétre d’inhibition du principe actif

Diamétre (9) Symbole Sensibilité
<8 mm ) Non sensible
9-14 mm (+) Sensible
15-19 mm (++) Tres sensible
>20 mm (+++) extrémement
sensible
24 IN SILICO

Afin de connaitre les biomolécules contenues dans les extraits pour démarrer 1’évaluation in silico,
nous avons recherché leur composition chimique en se basant sur quelques articles scientifiques qui
ont fait les analyses qualitatives des extraits par HPLC. A partir des résultats trouvés, nous avons
choisi de travailler sur la vanilline pour Urginea maritima L. (Chare.N et al., 2017) et (Kakouri.E
et al., 2019), methyl-1-benzyl-2oxocylooctane pour Smyrnium  olusatrum L. (Daroui-
Mokaddem.H ., 2012), le P-cresol pour I’Arum maculatum L. (Colak.F et al., 2009) et le
benzoxazine pour |’Acanthus mollis L. (Bhattarai.B et al., 2022).

Nous avons utilisé des logiciels et des sites web pour réaliser ce travail in silico.
2.4.1 Matériels
2.4.1.1 Microordinateur

Dans notre étude, nous avons utilisé deux micro-ordinateurs. Les programmes utilisés sont

installés sous le systéme d’exploitation Windows 7.
2.4.1.2 Outils informatique

AutoDock Tools (1.5.7): http://ccsb.scrippe.edu/mgltools/downloads/

Pymol (2.3.2): http://pymol.org/2/

PDB (Protein Data Bank): http://www.rcsb.org

PubChem: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

Discovery studio visualizer: https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer

https://proteins.plus/pages/about
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2.4.1.3 Récepteurs (Les protéines)

Dans notre travail, nous avons utilisé les protéines sous le format Pdb, elle est téléchargée a

partir de la Protein Data Bank (PDB) en introduisant son code.

La protéine (2n6p) utilisée pour Pseudomonas aeroginosa, (6A7K) pour Escherichia Coli

(4ANN) pour Staphylococcus aureus, (5bun) pour Salemonelle typhimrium et (4gyK) pour Bacillus

subtilis (Tableau 2.3).

Tableau 2.3 Représentation de la structure pdb des protéines utilisés dans notre travail

Bactéries

Pdb

Structure3D

P. aeroginosa

2n6p

E. coli

6ATK
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DL NY

4ANN

5bun

4KR8

S. aureus

S. typhimurium
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B. subtilis

4gyK

2.4.1.4 Inhibiteurs utilisés

Nous avons utilisé différents inhibiteurs sous forme PDB pour chaque bactérie, ils sont
indigués dans le tableau suivant (Tableau.2.4):

Tableau.2.4 Structure des inhibiteurs utilisés contre les bactéries étudiées

Plante Inhibiteurs Structure réalisée par Pymol
utilisés
Urginea maritima Vanilline

L.
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Smyrinium methyl-1-benzyl-
olusatrum L. 2oxocylooctane
Arum maculaum P-cresol
L.
Acanthus mollis Benzoxazine
L.

2.4.2 METHODES

Les structures 3D des protéines utilisées dans notre travail pour les 5 bactéries (E.coli,
P.aeroginosa , B.subtilis, S.typhimrium et S.aureus) est téléchargée a partir de ‘Protein Data

Bank’ et les ligands de PubChem. Apres avoir extraire ou télécharger les fichiers en pdb,
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I’outil AutoDock Tools (ADT) est lancé. Pour avoir les meilleurs résultats il faut inhiber les

bactéries en obtenant les meilleures interactions et les meilleures positions des inhibiteurs
dans les protéines pour trouver un site actif pour une protéine cible, afin d’avoir les
conformations avec 1’énergie de liaison libre, qui aide a décider quel ligand candidat interagit

le mieux avec un récepteur protéine cible.
2.4.2.1 Préparation de la protéine

1. Ouvrir un nouveau dossier dans le bureau avec un sous titre (exemple : Acanthus

+Salmonella typhimurium).

2. Télécharger la molécule (plante) sous forme 3D (SDF) avec le Pubchem et coller dans le

dossier (Acanthus + Salmonella typhimurium).

3. Télécharger la protéine (bactérie) sous forme PDB avec le PDB Homepage et coller dans le

dossier (Acanthus + Salmonella typhimurium).

4. Copier la protéine dans I’ Autodock tools et retirer I’cau si elle est présente dans la molécule
(Edit—Delete water—Edit—Charger—Add Kollman charge) et ajouter I’Hydrogéne a la
protéine (Edit—hydrogene—Add).

File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Gnd3D Help

REv~ 2SN E[ 0o ?

|AD7: 2 Ligand _Flexible Residues Grid _Docking Run _Analyze

Dashboard Scenario Tools

Sel v|cMD v

G || | SLBCRMSLCI
R | £ ]Syt ST
All Molecules vV
Current Selection vV
5 g@5bun O®O000OVY
‘74 addKolimanChargesGC WARNING

Fig. 2.4 Exemple d’ajout de kollman charge

5. Choisir ajouter Polar Only été n’utilisant la méthode No Bond Order, cliquez sur yes pour

renumeéroter, ensuit OK pour ajouter les hydrogénes polaires.
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File 3D Graphics Edt Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help ‘

RE S 7GRN E =T ‘

|A0T: 2 Ligand _Flexible Residues  Grid Docking Run _Analyze |

Dashboard Scenario Tools

All Hydrogen:

< Polar Only
Method
% noBondOrder (for pdb fles...)

withBondOrder (if you trust the bond order info)

Renumber atoms to include new hydrogens

no

Fig.2.5 Exemple d’ajout Hydrogéne pour la protéine

6. Certaines protéines contiennent plusieurs chaines, donc on doit choisir la meilleur chaine
pour la fixation, et supprimer les chaines dont on n’a pas besoin par : Edit— Delete— Delete

Selected Atoms— Continue

7. Ensuite sauvegarder les changements effectués (Grid—Macromoleculs—Choose) et

enregistrer sous titre (Protien.pdbqt) dans le dossier choisit.

X §3D Help

R - e '( A
Type F

Fig.2.6 Capture d’écran représente 1’enregistrement de la protéine
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8. Copier la protéine dans Discovery studio pour éliminer le ligand(Cntr+H>click sur

ligand>devenir>jaune>supprimer).

Eo

View Interactions

Define the receptor and ligand.

Define Ligand: <undsf
Step through kigands.

F o+ =
Display receptor-igand
Interactions.

Ugand Interactions

Change the veabity of the
receptor and ligand.

Receptor  Ligand
Pocket Atoms

Define and Edit Binding Site

* e * ¥
[
[

Fig.2.7 Capture d’écran représente 1’élimination de ligand

2.4.2.2 Préparation du ligand

1. Pour obtenir la forme 3D on copie la molécule dans le Pymol (File —Export molecul

—Sélection —conformer 3D) on choisit la forme PDB puis on enregistre sous titre ligand1.

& save Molecule As. X

CePC > Bureau > acanthus+salmonelle 2 ]

Organiser ~ Nouveau dossiet - o
= Ce PC
@ Autodesk 360 3 sbun
B Bureau
Documents

& Images

Nom du fichier : | [FERER

Type: PDB (*pdb *pdb.gz)

~ Masquer les dossiers Annuler

Fig.2.8 Capture d’écran représente 1’enregistrement du ligand1

2. On copie le ligand 1 dans I’Autodock tools (ligand—Input—Choose— Select

molecule”’ligand1”—Ligand—Output) on enregistre (ligand.pdbqt) sous forme PDB dans le
dossier (Acanthus +salmonelle).
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|- 74 Formatted Autotors Malecule File:

|[ Begutrerdars : [ [ scarthunesaimonshe -] « @k

Nom Modifié le
I g -
Accés rapide

Bureau

protein 27/05/2022 17:04

]
Bolothéques - @ OneDrive - Person b
.|

Ce PC

=

Réseau

enzoxazine
- cepc ligand1
= protein

Nom dufichier . [FEEFEIE]
Type PDBQT fies: (" pdbes!

e

Fig.2.9 Capture d’écran représente 1’enregistrement du ligand
2.4.2.3 Interaction protéine ligand

1. On copie la protéine (protein.pdbqt) et le ligand (ligand.pdbqt) dans 1I’Autodock tools
(Grid— Macromolecule —choose — Protein—No) aprés (Grid—Gridbox size 40—file) et on

enregistre sous titre (Grid.txt).

‘ 4 Grid Dimensions File: X §3D Help

B %
18}

"&nq!rwws | acanthusesaimonelle

Nom Type

*
Accés rapide

"4

Bureau

]

Bblothéques
.|
CePC

$

Réseau

Mad - Minna Tima: 8196 Qalartad: INEIRN & ol 24 EmiN

Fig.2.10 Capture d’écran représente I’enregistrement de Grid

2. Les 3 fichiers de I’autodock Vina qui se trouve dans le disque C (Program Files (x86)
—The Scripps Research Institute —Vina) sont copiés dans le dossier (Acanthus

+salmonelle).
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= | acanthus«salmanelle - o X s
% . + B séeciomner tow % - w9+ B sélecionner tow
02 Be o | [0 2 reoemmerns- - w [/ !
er Cole N ; . apite
6] 7 erser 1 sélection [C] Imverser la sélection
acanthus+salmanelle [d - 1 # The Scripps Research Institute > Vina
- Modi T Daocuments -
™ Ce PC
@ Autodesk 360 config = Images 0
B Bureau gnd vina_license
Documents igand vina_split

= protein
&) Images
R 1 vina
d Musique S ra

vina license 4 t p————

B Objets 3D 2. Disque local (C:

*] vina_split Disque local (D:
& Teléchargement: - Disque local (D
W vidéos ¥ Réseau
& Disquelocal © , N - s

Fig.2.11 Capture d’écran représente le copiage de Vina

3. Ouvrir un nouveau document (Config) qui comporte les informations de I’interaction entre

la protéine et le ligand

4. Ouvrir I’application invite de commande “CMD” (cd —copier le lien de dossier —Entre

—copier tous les noms de I’interaction —Entre) pour obtenir les résultats suivants.

Invite de commandes - O X

#
#
455-461 #

#

DOT 18.1 #

#

s #

BRI R AR AR HRHRRRHRRRRRRRRRRERRRERRRHARRE

input
up the

1
.8
-8
.7
5
o0
-5

w

nin\Desktop\acanthus+salmonelle>_

Fig.2.12 Capture d’écran représente les résultats obtenus par CMD

5. Apres I’obtention des deux fichiers (output et log) on copie la protéine et 1’output dans le
Pymol (File —Export molecule —Al) on enregistre sous titre (Example : Acanthus mollis L. +

Salmonella typhimurium).
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<

B Save Molecule

Fig. 2.13 Capture d’écran représente 1’enregistrement de la protéine et 1’output

6. Ce dernier doit étre ouvert avec le logiciel discovry studio 2021 clients pour 1’obtention des

sites d’interaction ainsi que la forme 2D.

B Discovery
File Edit V 1y Stuctre Sequence Chat Scripts Tools Window Help

[Hacromolcice St LT TR omacoborcs | Sl ol o o oot
e X%

e ~ BB (44 Dicplay Sty + | Non-bond Inleractions... =
Toaks © * [ oS wekome solmanllesscarthus €] ] ssmoneleacontws-gand 1 C] )
View interactions

Define the receptor and ligand.

+ Ligand: sslmonelle-+acanthus: A-B0H
Step theough ligands.
F o+ 3 2
Display receptoe-Sgand interactions.

Ligand kiteractions

Aromatc  weod  Charge
Hyraphabie  lonizshity  SAS

Change the wisiity of the recegtor
and igand.

=3

Recoptor Ligard

Interacting Atoms | Fockat Aoms.
‘Show receptor-lgand interactions on
220 diagram.

Delfine arel Ede Binding Ste

ASP
C:368

Carbon Hydrogen Bond

Enable Additional Features

Band salmanelle s acanthus AB0G1001:C4 - 04 (1.43A) | Use the Select toal to select one or more abjects. Click to select an object, drag to select multiple objects.

Fig. 2.14 Capture d’écran représente la forme 2D et 3D de ’interaction.
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3. RESULTATS & DISCUSSION

3.1 Caractéristiques des extraits obtenus

Les résultats de l'extraction des extraits des plantes étudiées, incluent les rendements des
extraits obtenus, ainsi que leurs caractéres organoleptiques.

3.1.1 Rendement de I’extraction

La détermination des rendements est réalisée a partir du poids des extraits obtenus, aprés
évaporation a sec par rapport au poids initial (tableau3.1). Les rendements sont calculés par la
moyenne des deux essais + 1’écart-type pour chaque extraction selon (I’équation 2.1).

Les résultats obtenus lors de cette étude révélent que les extraits aqueux présentent le
rendement le plus élevé de 22,8% pour I’Arum maculatum L., suivi par 17,2 % pour
Smyrnium olusatrum L., puis I’extrait d’Urginea maritimaL. Avec 15,44% et finalement
I’extrait de 1’Acanthus mollis L. avec 4,12%.

Les extraits méthanolique de Smyrnium olusatrum L. et aqueux de 1’Acanthus mollis L. ont
les rendements les plus faibles avec 3,48% et 4,12%, respectivement.

Tableau.3.1 Résultats de rendement d’extraction des plantes étudiées

Extrait Rendement (%)
El Aq 15,44

E2 Aq 17,2

E3 Aq 22,8

P4 Aq 4,12

E1 MeOH 7,1

E2 MeOH 3,49

E3 MeOH 9,68

E4 MeOH 6,02

Plusieurs parametres peuvent influencés les rendements d’extraction a partir d’une matiére
végétale. Cette variation peut dépendre, d’une part, de I'influence de la technique et du
solvant d’extraction et d’autre part, de celle du cycle végétatif, ainsi que la période de récolte
et la localisation geographique. Le temps de séchage de la plante influe également sur le
rendement des extraits.

3.1.2 Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques d’un extrait sont des données nécessaires pour
I’appréciation de la qualité de ce dernier. En effet, il est généralement admis que ces
caractéristiques peuvent étre corrélées avec la composition chimique. Ces caractéres sont

résumés dans le (tableau 3.2).

43




3. Résultals et discussion

Tableau 3.2 Caractéristiques organoleptiques des extrais des espéces étudiées

aspect Couleur Odeur
E1Aq Solide Marron Faible
E2 Aq Solide Noisette Faible
E3 Aq Solide Marron foncée Faible
E4 Aq solide Marron café Agréable
E1 MeOH Solide Marron foncée Faible
E2 MeOH  Solide Vert d'atre Agréable
E3 MeOH  Pateux Vert d'atre Agréable
E4 MeOH  Pateux Vert Empire Fort

3.2 ETUDE PHYTOCHIMIQUE

3.2.1 ANALYSE QUANTITATIVE

3.2.1.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de chaque extrait a été calculée, a partir de la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique (annexe 5, figure 3.1).

y =0,007x +0,0779
R2=1

1,2
g 1
g
3
© 08
-]
D
S 06
]
=
S
2 04
=
<

0,2

0 T T T 1
0 50 100 150 200
Concentration ul/m/

Fig.3.1 Courbe d'étalonnage d'acide gallique
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D’apres les résultats obtenus, la teneur en polyphénols totaux des extraits dosés varie entre
(14,14pg EAG/mQ) et (38,1414ug EAG/mg). L'extrait méthanolique de Smyrnium olusatrum
L. représente la teneur la plus élevée en polyphénols (38,14pug EAG/mg), suivie par I’extrait
méthanolique de I’Arum maculatum L. (27,57 ug EAG/mg) d’extrait, puis I’extrait aqueux
d'Urginea maritima L. et méthanolique de 1’Acanthus mollis L. (24 et 26 ug EAG/mg
respectivement). L’extrait aqueux de Smyrnium olusatrum L. représente la teneur la plus

faible en polyphénols (14,14 ug EAG/mg) qui sont illustrées dans la (Fig.3.2).

E4 MeOH

E3 MeOH 14,14

i

E2 MeOH 22,58

E1 MeOH 22,71

E4 Aq 22,43

Il

Extrait

E3 Aq 38,14

|

E2 Aq 27,57

|

E1Aq

o

10 20 30 40 50

Concentration pg E/mg

Fig.3.2 Teneurs en polyphénols des différents extraits
Des travaux de recherchés réalisés par Zhang .L (2022) et ses collaborateurs ont montré que
les extraits méthanolique et aqueux d’Urginea maritima L. ont une teneur en polyphénols
totaux de I’ordre de (19,99 et 31,56 ug EAG/mg) respectivement.

Les teneurs en polyphénols totaux de |’Arum maculatum L. sont significativement inférieurs a
ceux rapportés par Dogan.G (2019) et Farahmandfar.R (2018) avec (32,919t 39,85 ng
EAG/mg) respectivement.

Pour les extraits de 1’Acanthus mollis L., la teneur en polyphénols totaux est la moitié des
valeurs trouvés par Jara.C (2017) et ses collaborateurs (50,27 ug EAG/mg).

3.2.1.2 Dosage des flavonoides

La détermination des teneurs en flavonoides a été faite a 1’aide d’une courbe d’étalonnage

réalisee avec des solutions étalons de la quercétine (figure3.3, annexe 5).
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y =0,045x - 1E-16
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Fig.3.3 Courbe d’étalonnage de la quercitrine pour le dosage des flavonoides

D’aprés la figure 3.4, les teneurs en flavonoides obtenues pour les huit extraits des plantes
étudiées, varient entre 5,22et 17ug EQ/mg. D’aprés la méme figure, 1'extrait méthanolique
d’Urginea maritima L. représente la teneur la plus élevée (17ug EQ/mg), suivi par 1’extrait
aqueux d’Arum maculatumL. (13,46 ug EQ/mg), puis par les extraits aqueux et méthanoliques
de Smyrnium olusatrum L. , Acanthus mollis L. , Smyrnium olusatrum L. et Arum maculatum
L. L’extrait aqueux d’Urginea maritima L. et extrait méthanolique d’Acanthus mollis L. ont

les plus faibles teneurs en flavonoides (5,46 et 5,22 ug EQ/mg respectivement).

D’aprés ces travaux, nous avons noté la richesse des plantes médicinales Urginea maritima
L., Smyrnium olusatrum L., Arum maculatum L. et Acanthus mollis L. en métabolites

secondaires essentiellement les polyphénols et les flavonoides.
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E4 MeOH 5,46

|

E3 MeOH
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Fig.3.4 Teneurs en Flavonoides des difféerents extraits

D’aprés nos résultats, la partie aérienne de 1’Urginea maritima L. présente une teneur faible
en flavonoide par comparaison avec celle trouvée par Zhang. L et al (2022) (10,15 ug EQ/mg
et 34,67 ug EQ/mg).

Jara.C et ses collaborateurs (2017) ont montré que les extraits aqueusx et méthanoliques
d’Acanthus mollis L. ont une teneur en flavonoide égale a 1,16 pg EQ/mg. Par contre des
teneurs de 1’ordre de et 52,04ug EQ/mg ont été trouvé par Farahmandfar.R (2018) et
Dogan.G (2018) respectivement.

Selon Sanchez-Rodriguez.E et al (2011), Ksouri.R et al (2007) et Korus.J avec ses
collaborateurs (2006), ces différences des teneurs en flavonoide observées pour les mémes
especes pourraient étre expliquées par les différences climatiques, en effet, certaines études
ont montré I'impact des paramétres de I'environnement sur le taux et la biosynthese de
composés phénoliques par les plantes comme I’intensit¢ de la lumiere, la température, la
salinité et les caractéristiques du sol.

En effet, l'augmentation de la température et I'ensoleillement pourrait causer une
accumulation de composés phénoliques dans la plante pour la protéger des rayons UV. En
effet, il est bien connu que les flavonoides et les acides phenoliques ont un role important
dans les mécanismes de défense des plantes, Dixon R.A(1995) et Dixon R.A avec ses
collaborateurs (2001). Ce qui pourrait expliquer les fortes teneurs en composés phénoliques

des plantes.
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3.3 ACTIVITES BIOLOGIQUES DES EXTRAITS

L’étude des activités biologiques des substances bioactives de ces plantes médicinales s’est
réalisée essentiellement par les activités antioxydante et antimicrobienne des extraits.

3.3.1 Evaluation de I'activité antioxydante

Dans la présente étude, I’activité antioxydante des huit extraits aqueux et méthanoliques des
plantes choisies a été évaluée par le test DPPH. Les résultats obtenus sont présentés dans la
(Fig.3.5).

D’aprés ces résultats, nous remarquons que les différents extraits des quatre plantes ont

montré une bonne activité antioxydante allant de 65,57 a 76,85% d’inhibition.
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Fig.3.5 Pourcentage d’inhibition DPPH des différents extraits

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Zhang.L et ses collaborateurs (2022) qui
ont montré que les extraits d’Urginea maritima L. ont présenté un pouvoir antioxydant moyen
a I’encontre du radical (19,44% a 36,99%),).

Farahmandfar.R (2018), Ebril.N et al (2018) ont trouvé que le pouvoir réducteur des extraits

de I’Arum maculatum L. varie entre (32,41% et 39,5%) ce qui confirme nos résultats.

Nos résultats ne sont pas accord avec les résultats de qui ont évalué 1’activité antioxydant des

deux extraits.

Pour les extraits aqueux et méthanoliques des parties aériennes d’Acanthus mollis L. Jara.C et
al (2017) ont signalé une activité antiradicalaire basse (1,86%) ce qui est en désaccord avec

nos résultats.
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Van Acker.S et ses collaboraturs (1996), ces résultats nous permettent de conclure que
I’activité antioxydante observée pourrait étre attribuée a la composition chimique des extrais,
riches en phénols connus par leurs capacités antioxydantes élevées. Certains composés
phénoliques tels que les dérivés de I'acide benzoique (acides gallique, protocatéchique,...) sont
capables de réduire les radicaux libres oxydants comme [’anion superoxyde, le peroxyle,
I’alkoxyle et I’hydroxyle apres libération d’hydrogene, ou par la chélation d’ions métalliques
initiateurs de la peroxydation lipidique c’est selon Jia.Z.S et al (1998) et Zhou.B et al (2005).
Les pouvoirs antioxydants d’un composé phénolique sont en fonction du nombre de noyau

aromatique et de leurs substitutions Hagerman.A.E et ses collaborateurs (1998).
3.3.2 Evaluation de P’activité antimicrobienne

L’étude bactériologique nous a permis de noter des zones d’inhibition contre 5 souches
(Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Bacillus subtilis,
Pseudomonase aeruginosa) avec des diamétres d’inhibition entre 10 et 16 mm (tableau 3.4).
D’apreés les résultats trouvés, 1’extrait au méthanol présente une activité antimicrobienne
importante contre ces souches bactériennes, suivie par [’extrait aqueux, mais ils ne
manifestent pas d’activités fongicides contre les souches Candida albicans et Saccharomyces
cerevisiae et la souche bactérienne Staphyloccocus épidermidis.

Ces mémes résultats montrent que le diamétre d'inhibition des deux extraits de |'Urginea
maritima L. varie entre 12mm et 16mm contre les souches: Salmonella typhimurium,
Escherichia coli , Bacillus subtilis et Pseudomonase aeruginosa pour des concentrations
variant entre 5 et 10 mg/ml.

Les extraits des deux espéces 1I’Arum maculatum L. etSmyrnium olusatrum L. ont montré une
activité moyenne et similaire avec un diametre d’inhibition variant entre 11mm et 14 mm.
L’extrait méthanolique d’Acanthus mollis L.a montré une activit¢ moyenne (de 11mm a
14mm) pour les deux concentrations 5 et 10mga 1’encontre de quatre souches bactériennes
(Salmonella typhimurium, Staphyloccocus aureus, Bacillus subtilis et Pseudomonas
eaeruginosa), par contre l'extrait aqueux d’Acanthus mollis L. reste inactif vis-a-vis aux

souches testées.

Le diamétre de la zone d’inhibition dépend principalement de nombreux facteurs, par
exemple: la capacité de diffusion des substances (presentent dans les extraits) dans le milieu
gélose, pouvoir antimicrobien des substances diffuses, la croissance et activité métabolique
des microorganismes dans le milieu, en plus en fonction de la date de récolte il aura des

variations trés importante dans la composition chimique et de I’activité.
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Tableau.3.3 Résultats des zones d’inhibition des extraits

Antibiotiqu E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4

e A A A A MeO MeO MeO MeO
g 9 q q H H H H
Salmonella typhimurium CTX 36 16 00 00 00 15 11 11 12
++ - - - ++ + + +
Escherichia coli HLG 28 13 00 00 00 00 00 00 11
S + - - - - - - +
Staphyloccocus aureus TEC 29 00 15 00 00 00 00 11 11
S R - + +

Staphyloccocusépidermi  RIF 42 00 00 00 00 00 00 00 00
dis S - - - - - - - -

Bacillus subtilis RP 40 13 00 14 00 14 14 10 14
S + + + + + +
Pseudomonaseaeruginos CEP 22 12 13 13 00 12 00 22 12
a S + + o+ + - ++ +
Candida albicans - 00 00 00 00 00 00 00 00
Saccharomyces . 00 00 00 00 00 00 00 00
cerevisiae - - - - - - - -

(S) : sensible ; (-) : Résistante ; (+) : sensible ; (++) : trés sensible

Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par plusieurs études qui ont démontré que les

extraits méthanoliques et aqueux des quatre plantes ont des pouvoirs antimicrobiens.

D’aprés Belhaddad.O et al (2017), Salmonella typhimurium est inhibé par 1’extrait
méthanolique d’Urginea maritima L. avec une zone d’inhibition de 9mmde diamétre.

Selon Minarec.E et ses collaborateurs (2012), la plante Smyrnium olusatrum L. possede une
activité antimicrobienneavec des zones d’inhibition allant de 13 a 25 mm, qui est proche de

nos résultats trouveé avec les souches Staphyloccocus aureus et E. coli.

D’autres travaux de recherche avec Pseudomonase aeruginosa (Daroui-Mokaddem.H (2012)
ont montré une activité antibactérienne de 20 mm de diametre qui est meilleure que celle

trouvée dans notre étude (13 mmde diametre).
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EbrilLN et al(2018) sont étudiés I’effet antibactérien de 1’extrait méthanolique d’Arum
maculatum L.sur les souches Staphyloccocus aureus et Pseudomonase aeruginosa. les zones
d’inhibition sont 22,67 et 27,67 mm respectivement qui concordant avec nos résultats.

Pour la souche Salmonella typhimurium une bonne activité antibactérienne a été notée dans
notre étude par contre aucun effet inhibiteur n’a été signalé dans la recherche de COLAK.F et
al (2009).

Selon Comlekcioglu.N et al (2021), I’extrait aqueux d’Arum maculatum L. a exercé des
pouvoirs inhibiteurs sur Staphyloccocus aureus (20 mm) alors que Bacillus subtilis s’est
avérée résistante, ces résultats s’opposent a nos résultats.

Le mode d’action des extraits dépend du type de microorganismes, du type d’extrait et de sa
concentration. En général, les bactéries Gram(-) sont plus résistantes que les bactéries
Gram(+). Ce constat peut étre di a I’action de certains composés d’une part et a la présence
d’une couche de lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries G- qui pourrait fonctionner
comme barriére efficace contre n’importe quelle biomolécule entrante, d’autre part.

L’activité des principes actifs et des extraits végétaux peut dépendre de leur composition
chimique. Elle peut étre liée a la polarité des substances bioactives, aux conditions de
séchage, de broyage de la plante et dépend également de plusieurs facteurs dont le mode
d’extraction et la concentration en principes actifs .Par conséquent, il est suggéré que les
extraits phénoliques soient utilisés comme source potentielle d’agents antimicrobiens naturels
contre les souches multi-résistantes (Fatteh.A., 2019).

Ces différents effets inhibiteurs observés pourraient étre expliqués par la différence en
compositions chimiques entre les divers extraits, selon Manach.C et ses collaborateurs
(2005), notamment en polyphénols et en flavonoides, connus par leur pouvoir antibactérien
puissant Manach.C et ses collaborateurs (2005) et Chang.S.T et ses collaborateurs (2001),
D’apres Avila.H.Pet al (2008), Les polyphénols entrainent des lésions irréversibles sur les
membranes, le site et le nombre de groupe hydroxyle de ces polyphénols et qui sont supposés
étre liés a leur toxicité relative aux micro-organismes.

Le diametre de la zone d’inhibition dépend principalement de nombreux facteurs, par
exemple: la capacité de diffusion des substances (présentent dans les extraits) dans le milieu
geélose, pouvoir antimicrobien des substances diffuses, la croissance et activité métabolique
des microorganismes dans le milieu, en plus en fonction de la date de récolte il aura des

variations trés importante dans la composition chimique et de 1’activité.
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3.4 INSILICO

Les résultats des interactions entre les molécules des plantes et les protéines bactériennes sont
présentés dans le tableau ci-dessous, qui montre tous les sites d’interactions possibles par le
logiciel Discovery studio visualizer.

3.4.1 Interaction

Interaction 6a7k et vanilline

L’énergie minimale de fixation est: -4.2Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons hydrogéne
avec les acides aminés LYS16A.

Interaction 4gyk et vanilline

L’énergic minimale de fixation est: -5.4 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogéne avec les acides aminés suivant ARG131A .ASN318A. HIS222A. ARG191A.
LYS221A. ASP123A.

Interaction 2n6p et vanilline

L’énergie minimale de fixation est:-4.9 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons hydrogéne
avec les acides aminés suivant ARG10A .GLY46A. MET200A. GLN44A. GLY12A.
Interaction 5bun et vanilline

L’énergic minimale de fixation est: -4.8 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogéne avec les acides aminés suivant ASP368A. ASP368B. ASP368C. ARG 364C.
Interaction 4gyket methyl-1-benzyl-2oxocylooctane

L’énergic minimale de fixation est: -7.0 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogene avec les acides aminés suivant ARG131A .ARG191A. HIS222A. LYS221A.
ASP123A.

Interaction 2n6p et methyl-1-benzyl-2oxocylooctane

L’énergie minimale de fixation est:-5.8 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons hydrogéne
avec les acides amineés suivant LEU150AA. VAL166A. TYR168A. PRO196A. TRP197A.
Interaction 5bun et methyl-1-benzyl-2oxocylooctane

L’énergie minimale de fixation est: -5.5Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons hydrogéne
avec les acides aminés ASP368A. ASP368B. ASP368C. ARG364C

Interaction 4annet methyl-1-benzyl-2oxocylooctane

L’énergie minimale de fixation est: -6.5 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogene avec les acides amines suivant ASP368A. ASP368B. ASP368C. ARG364A.
Interaction 4gyket p-Cresol

L’énergic minimale de fixation est: -4.8 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogene avec les acides aminés suivant ARG131A .ASN318A. HIS222A. ARG191A.
LYS221A. ASP123A.
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Interaction 2n6p et p-Cresol

L’énergic minimale de fixation est: -4.3 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogéne avec les acides aminéssuivant MET52A.

Interaction 4KR8 et p-Cresol

L’énergie minimale de fixation est: -5.3 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogéne avec les acides aminés LYS16C. ARG60C. ARG77C. TYR97C. ARG130C.
ASP108C. SER114C. TYR112C. GLU116C.

Interaction 4annet p-Cresol

L’énergie minimale de fixation est: -6.2 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogéne avec les acides aminés suivant PHE114A. LEU116A. VAL145A. PHE150A.
Interaction 6a7k etbenzoxazine

L’énergic minimale de fixation est: -4.9 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogene avec les acides aminés suivant LY S16A.

Interaction 4gyketbenzoxazine

L’énergic minimale de fixation est: -5.4 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogene avec les acides aminés suivant ARG131A. HIS222A. ASN318A. ARG191A.
LYS221A. ASP123A.

Interaction 5bun etbenzoxazine

L’énergic minimale de fixation est: -5.3 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogene avec les acides aminés suivant ASP368A. ASP368B. ASP368C. THR365A.
Interaction 4ann etbenzoxazine

L’énergic minimale de fixation est: -7.0 Kcal/mol, le ligand est fixé par des liaisons
hydrogéne avec les acides aminés suivant VAL145A. PHE114A. GLU105A.

Interaction 2n6p et 2.4-dihydroryl.4benzoxazin3-one(DIBOA)

L’énergie minimale de fixation est: -6.0 Kcal/mol, la ligand est fixe par des liaison hydrogéne
avec les acides aminesle ligand est fixé par des liaisons hydrogene avec les acides aminés
suivant GLY12A. GLY46A. GLN44A.
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Tableau.3.4 Interactions entre les molécules et les protéines

Plante Bactérie Interaction
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Smyrinium
olusatrum L.
(methyl-1-
benzyl-
2oxocylooctane)

B.subtilis

Smyrinium
olusatrum L.
(methyl-1-
benzyl-

2oxocylooctane)

P.aeruginosa

WA
A:166

TRP.
A:197

Smyrinium
olusatrum L.
(methyl-1-
benzyl-
2oxocylooctane)

S.typhimurium
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Smyrinium
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S.aureus
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Arum
maculatumL.

(p-Cresol)

P. aeruginosa

Arum
maculatum L.

(p-Cresol)

S.typhimurium

{n)
=3

Arum
maculatumL.

(p-Cresol)

S.aureus

Acanthus
mollis L.

(benzoxazine)

E.coli
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Acanthus
mollis L.

(benzoxazine)

B.subtilis

Acanthus
mollis L.

(benzoxazine)

S.typhimurium

Acanthus
mollis L.

(benzoxazine)

S.aureus

A:145

PHE
A:114

Acanthus
mollis L.
(2.4-dihydroxy
1.4-
benzoxazin3-

one)

P.aeruginosa

=0
i3
E:
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La fixation des molécules d’extrait de la plante sur la membrane bactérienneprovoque des
modificationdans le systemebactérien.

SelonFitzgerald.D.J et al(2004),lavanilline provoque une perturbation membranaire et
entrainant la dissipation des gradients ioniques et I’inhibition de la respiration.

Ainsi Rosales hurtado.M (2019), [P’inhibiteurbenzoxazine se fixe sur la membrane
bactérienne qui provoque I’inhibition de transfert du phosphate dans le systéme bactérien
(autophosphorylation de KinA et transphosphorylation de SpoOF).

Les études de Daroui-mokaddem.H(2012),montrent que methyl-1-benzyl-2oxocylooctane
c’est un inhibiteur monoterpéne cyclique qui est connu par son activité antimicrobienne en
raison de son caractére lipophile en s’intégrant au niveau de la membrane cellulaire. Ceci a
pour conséquence une altération de la membrane et une augmentation de sa fluidité.
Permettant ainsi un efflux plus au moins important des composants intra-cytoplasmiques, la
mort microbienne s’en suit.

L’inhibiteur p-crésol fait partie de la grande famille des phénols qui possede un pouvoir
bactéricide qui altére soit la paroi soit la membrane bactérienne Khalil.W.M et al (2018).
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CONCLUSION GENERALE

e travail que nous avons abordé, repose sur 1’évaluation in vitro et in silico de

I’activité biologique de quelques extraits organiques prépares a partir des plantes.

Qualitativement plusieurs familles de composés chimiques sont déetectées dans la
partie aérienne d’Urginea maritima L., Smyrinium olusatrum L., Arum maculatum L.et
Acanthus mollis L., tels que : les flavonoides, les tannins, les alcaloides, les terpénes.
Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de
Folin-Ciocalteun, cette derniére révele la présence des quantités moyennement importantes en
polyphénols. Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH
dont les résultats montrent que ces extraits possédent une bonne activité, donc ces plantes
contient des molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants de premiére
classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les
antioxydants contribuent de maniere tres efficace a la prévention des maladies infectieuses, et
les maladies cardiovasculaires.
L’activité antimicrobienne a été déterminée sur cinq souches bactériennes selon la méthode
de diffusion disque. Les résultats indiquent que les deux extraits (aqueux, méthanoique) de
chaque plante possédent une activité antimicrobienne sur les bactéries testées. Donc ses
souches éprouvent de la sensibilité vis a vis de ces extraits.
Pour les résultats obtenus aprés 1’étude bio-informatique ont montré la présence des
interactions indiquent que les composes étudiés ont des bonnes caractéristiques donnent
I’espoir pour les considérer comme des bons candidats médicamenteux.
En perspective, les résultats obtenus dans cette étude sont intéressants, mais ils peuvent étre
approfondis par des études complémentaires tel que :

e Drutiliser d’autre méthode pour 1’évaluation de Dactivité antioxydante telle que
FRAP, TRAP, ORAC...etc.

« Réalisation de tests complémentaires tels que les activités anti-inflammatoire et
inhibition d’enzymes.

e [l serait aussi tres utile de tester la toxicité in vivo afin de s’assurer de son innocuité
totale chez un modéle animal de choix, dans le but de mettre en place des traitements

naturels.
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Annexe 3 : Protocole d’extraction
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Annexe 4 : Protocole de dosage des composés phénoliques

Annexe 4 : Teste de I’activité antioxydant




Annexe 5 : Résultats de dosage des composés phénoliques
Valeurs de ’absorbation pour la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Gamme d’étalonnage (lecture a 760 nm)

Gamme acide Abs 1 Abs 2 Moyen
gallique

Al (0.0312mg/ml) 0.148 0.154 0.151
A2 (0.0625mg/ml) 0.299 0.308 0.303
A3 (0.125mg/ml) 0.525 0.509 0.517
A4 (0.25mg /ml) 0.535 0.530 0.532
A5 (0.5mg/ml) 0.537 0.539 0.538
A6 (Img/ml) 0.564 0.559

Valeurs de ’absorbation des polyphénols totaux

Polyphénols totaux (1mg /ml)

Abs 1 Abs 2 Moyen Quantité
P1 H,0 0.247 0.249 0.248
P2 H,0 0.276 0.271 0.273
Absorbance  p3 H,0 0.344 0.350 0.347
a 760 nm P4 H,0 0.239 0.236 0.237
P1MeOH  0.238 0.240 0.239
P2 MeOH  0.238 0.242 0.240
P3MeOH  0.175 0.183 0.179
P4 MeOH  0.261 0.263 0.262

Valeurs de I’absorbation pour la courbe d’étalonnage de quercétine

Gamme d’étalonnage (lecture a 430 nm)

Gamme quercétine Abs 1 Abs 2 Moyen
Al (Img/ml) 0.047 0.043 0.045
A2 (2.5mg/ml) 0.1119 0.1131 0.1125
A3 (5mg/ml) 0.22 0.23 0.225
A4 (10mg /ml) 0.444 0.456 0.45
A5 (20mg/ml) 0.893 0.907 0.9
A6 (40mg/ml) 1.806 1.794 1.8

Valeurs de I’absorbation des flavonoides

Flavonoides (1mg/ml)

Abs 1 Abs 2 Moyen Quantité
P1 H,0 0.236 0.235 0.235
P2 H,0 0.378 0.380 0.379
Absorbance  p3 H,0 0.366 0.370 0.368
a430 nm P4 H,0 0.732 0.798 0.765
P1MeOH  0.464 0.501 0.482
P2 MeOH  0.608 0.604 0.606
P3MeOH  0.409 0.411 0.410

P4 MeOH 0.241 0.252 0.246
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Annexe 6 : Résultats de Pactivité antimicrobienne

Résultats de repiquage des souches testées

Résultats de I’antibiogramme



Evaluation, in vitro et in silico de I’activité biologique de quelques extraits

organiques préparés a partir des Plantes

RESUME. La présente étude est concernée pour évaluer in vitro et in silico les propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes des extraits méthanoliques et aqueuses a partir des parties
aériennes des quatre plantes utilisées dans la médecine traditionnelle en Algérie, Urginea maritima
L. Smyrinuim olusatrum L. Arum maculatum L. et Acanthus mollis L. In vitro, le potentielle
antioxydant des échantillons était évalué en utilisant la technique d’inhibition du radical libre
DPPH. Le test de I’antioxydant a montré que les plantes étudiées possédent une bonne activité
antioxydant. Le criblage in vitro de I’activité antimicrobienne a €té réalisé en utilisant six souches
bactériennes (GRAM+ et GRAM-) et deux souches fongiques, selon le test de diffusion des
disques, les extraits de quatre plantes montré un effet inhibiteur modeste contre les
microorganismes testés. De nos jours, les méthodes in silico sont de plus en plus employées dans
les stratégies de découverte de nouvelles molécules a visée thérapeutique. L’inhibition in silico se
fait par logiciel appelé AutoDock Tools consiste a déterminer 1’énergie de fixation entre un
ligand d’une substance isolée et un récepteur d’une bactérie, la plus faible énergie d’interaction
entre ces deux derniers présente le meilleur résultat pour chaque bactérie.

MOTS-CLES. L’activité biologique in vitro, in silico, les extraits organiques, criblage

Evaluation, in vitro and in silico of the biological activity of some organic
extracts prepared from Plants

Abstract. The present study is concerned to evaluate in vitro and in silico the antioxidant and
antimicrobial properties of methanolic and aqueous extracts from the aerial parts of the four plants
traditionally used in medicine, Urginea maritima L. Smyrinuim olusatrum L. Arum maculatum L.
and Acanthus mollis L. In vitro, the antioxidant potential of the samples was evaluated using the
DPPH free radical inhibition technique. The antioxidant test showed that the antioxidant test
showed that the plants studied have good antioxidant activity. The extracts of four plants On
showed a modest inhibitory effect against the microorganisms tested.Recently, in silico methods
are increasingly used in strategies for discovering new molecules for therapeutic purposes. In
silico inhibition is done by software called AutoDock Tools consists in determining the binding
energy between a ligand of an isolated substance and a receptor of a bacteria, the lowest energy of
interaction between these last two presents the best results for each bacterium.

MOTS-CLES. biological activity, in vitro,in silico, organic extracts, screening
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