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Abstract

Bryonia dioica Jacq. and Citrullus colocynthis (L.) Schrad are two species belonging to the
Cucurbitaceae family with several therapeutic virtues and widely used as an anti-diabetic plants in
traditional medicine. The aim of this study is devoted to the phytochemical analysis and the evaluation
of the antioxidant, anti-diabetic and antimicrobial activities in-vitro of the aqueous, hydromethanolic
extracts and its fractions chloroform, ethyl acetate and n-butanol, isolated from the fruit of C.
colocynthis and the roots of B. dioica.

The phenolic compound assays showed that the polyphenol and flavonoid rates was ranging from
300,9 to 540,27 pg GA eg/mg E, and from 55,6 to 126,3 pg Cat eg/mg E in B. dioica extracts
respectively. This ranged from 117,27 to 260,61 ug GA eqg/mg E and 42,4 to 261 Cat eg/mg E in C.
colocynthis extracts. The ethyl acetate and n-butanol fractions showed the highest contents.

The RP-HPLC-PDA chromatographic analysis of phenolic compounds revealed the presence of
phenolic acids as syringic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, flavonol: rutin, quercetin and other
unidentified components in B. dioica. Ferulic acid, rutin and numerous unidentified compounds were
detected in the ethyl acetate and n-butanol fractions of C. colocynthis.

The B. dioica extract have shown a promising antioxidant activity compared to colocynth extracts,
they displayed a low ICsy values using the DPPH (3.27 < IC50> 4 ug/mL), FRAP (24.92 pg/mL<
A0,5 >154,95 pg/mL), ABTS (3,13 < IC50> 5,45 pg/mL), and CUPRAC assay (7,38 < EC50 > 8,87
pg/mL).

Regarding the anti-hemolytic effect, B. dioica extracts showed a protective effect on red blood cells
against AAPH radical-induced hemolysis compared with C. colocythis, the ICso values determined are
as follows 15,82 <IC50> 159,77 pg/mL and 19,11<IC50> 298,18 pg/mL, respectively.

The anti-diabetic activity was assessed in-vitro by testing a-amylase and a-glucosidase activity. The
obtained results permit to distinguish the inhibitory effect of bryony extracts from that of colocynth
extracts, precisely the effect of ethyl acetate and n-butanol fractions, which displayed 1Cso values of
0,81 and 0,73 mg/mL, respectively for a-amylase, against the colocynth fractions with 1Cso values of
1,76 and 1,65 mg/mL. The n-butanol fraction of bryony showed a very promising a-glucosidase
inhibitory effect (ICso = 61,91 pug/mL) compared with the effect of the ethyl acetate fraction (ICso =
105,52 pg/mL) and the C. colocynthis fractions 612,69 and 513 pg/mL, respectively.

The antibacterial activity showed a significant effect for the ethyl acetate and n-butanol fractions of B.
dioica against S. aureus ATCC 6538 (14-16 mm, MIC 0,156-0,078 mg/mL); B. subtilis and M. luteus
(13-14 mm, MIC 312-156 mg/mL) and a potent antifungal activity against Candida albicans (11-15
mm, MIC 0,312-0,156 pg/mL). In addition, S. aureus ATCC 6538 (11-15 mm; MIC = 0.312 mg/mL)
and M. luteus ATCC9341 (10-13 mm; MIC = 0.6 mg/mL) were highly sensitive to the ethyl acetate
and n-butanol fractions of C. colocynthis. Extracts of two plants showed an interesting bacterial anti-
adhesion activity (32% -58%) against S. aureus ATCC 6538, L. monocytogenes ATCC 15313, and E.
coli ATCC 8739 ATCC 6538 at the concentration of 500 pug/mL indicating their probable anti-biofilm
effect.

The obtained results highlighted the antioxidant, anti-diabetic, antimicrobial and anti-biofilm potential
of two cucurbits, B. dioica and C. colocynthis, which can be used to prevent oxidative stress and
diseases associated with oxidative stress, such as diabetes mellitus and infectious diseases.

Keywords: Bryonia dioica, Citrullus colocynthis, RP-HPLC-PDA, antioxidant activity, antidiabetic

activity, antimicrobial activity.



Résumé

Bryonia dioica Jacq. et Citrullus colocynthis (L.) Schrad sont deux espéces végétales de la famille des
cucurbitacées munies de divers vertus thérapeutiques et largement utilisées comme plantes
antidiabétiques dans la médecine traditionnelle. L’objectif de la présente étude est consacré a 1’analyse
phytochimique et I’évaluation in-vitro de I’activité antioxydante, antidiabétique, et antimicrobienne de
I’extrait aqueux, hydrométhanol et Ses fractions chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol, isolés du
fruit de C. colocynthis et les racine de B. dioica..

Le dosage des composés phénoliques a montré un taux de polyphénols et de flavonoides qui varie
entre 300,9 a 540,27 ug eq AG/mg E, et de 55,6 a 126,3 pg eq Cat/mg E dans les extraits de B. dioica,
respectivement. Ce taux varie entre 117,27 et 260,61 pg eq AG/mg E, et 42,4 a 261 ng eq Cat/mg E
dans les extraits de C. colocynthis. Les fractions acétate d'éthyle et n-butanol ont affiché les teneurs les
plus élevées.

L’analyse chromatographique RP-HPLC-PDA des composés phénoliques a révelé la présence dans B.
dioica des acides phénoliques : acide syringique, acide férulique, p-coumarique, de flavonol : rutine,
guercétine, et d'autres composants non identifiés. L'acide férulique, la rutine et de nombreux composés
non identifiés ont été détectés dans les fractions acétate d'éthyle et n-butanol de C. colocynthis.

Les extraits de B. dioica ont montré une forte activité antioxydante par rapport aux extraits de la
coloquinte, ils ont affiché de faibles valeurs de ICs en utilisant le test du DPPH (3,27 < ICso > 4
pg/mL), du FRAP (24,92 pg/mL< Ags>154,95 ng/mL), de ’ABTS (3,13 < 1Cso > 5,45 pg/mL), et du
CUPRAC (7,38 < ECsp > 8,87 pg/mL). Les valeurs de ICso déterminées pour les extraits de la
coloquinte sont également prometteuses (65,09 < I1Cso DPPH >89,29 ug/mL), (99,7 < Aos FRAP
>119,37 pg/mL), (19,41 < ICso CUPRAC >26,63 pg/mL), (77,43 < ICso ABTS > 86,87 pug/mL). En ce
qui concerne I’effet anti-hémolytique, les extraits de B. dioica par rapport aux extraits de C.
colocynthis ont montré un effet protecteur des globules rouges contre I’hémolyse induite par le radical
AAPH ; les valeurs d’ ICso déterminées sont comme suit 15,82 <ICso> 159,77 pg/mL,19,11<ICso>
298,18 ug/mL, respectivement.

L’activité antidiabétique a été évaluée in vitro par le test de 1’activité a-amylase et a-glucosidase. Les
résultats obtenus ont permis de distinguer 1’effet inhibiteur des extraits de la bryone par rapport a
I’effet des extraits de la coloquinte, en particulier ’effet des fractions acétate d’éthyle et n-butanol qui
ont affichés des valeurs de ICsp de 0,81 et 0,73 mg/mL, respectivement pour 1’a-amylase, contre les
ICso de 1,76 et 1,65 mg/mL, déterminées dans les fractions de la coloquinte. La fraction n-butanol de
la bryone a révélé un effet inhibiteur 1’a-glucosidase trés prometteur (ICso= 61,91 pg/mL) par rapport
a ’effet de la fraction acétate d’éthyle (ICso= 105,52 g /mL) et les fractions de C. colocynthis 612,69
et 513 pg /mL, respectivement.

Un effet antibactérien significatif a été observé pour les fractions acétate d'éthyle et n-butanol de B.
dioica contre S. aureus ATCC 6538 (14-16 mm, MIC 0,156-0,078 mg/mL), B. subtilis, et M. luteus
(13-14 mm, MIC 0,312-0,156 mg/mL), En outre, S. aureus ATCC 6538 (11-15 mm ; CMI = 0,312
mg/mL) et M. luteus ATCC9341 (10-13 mm; CMI = 0,6 mg/mL) ont été sensible aux fractions
acétate d'éthyle et n-butanol de C. colocynthis. Les extraits de deux plantes a 500pg/mL ont montré
une activité anti-adhésion bactérienne intéressante (32% -58%) contre S. aureus ATCC 6538, L.
monocytogenes ATCC 15313, et E. coli ATCC 8739 ATCC 6538, ce qui indique leur effet antibiofilm
probable.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence le potentiel antioxydant, antidiabétique,
antimicrobien et antibiofilm des deux cucurbitacées B. dioica et C. colocynthis, qui peuvent étre
utilisées dans la prévention du stress oxydatif et les maladies associées au stress oxydatif comme le
diabéte sucré et les maladies infectieuses.

Mots clés : Bryonia dioica, Citrullus colocythis, RP-HPLC-PDA, activité antioxydante, activité
antidiabétique, activité antimicrobienne.
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Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un
nouveau concept, celui du « stress oxydatif », qui résulte d’un déséquilibre entre le mécanisme de
défense antioxydant naturel chez I'nomme et les radicaux libres et engendre des lésions a

diverses structures cellulaires (Vanielie et al., 2019).

Actuellement, il est bien admis que méme si un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il
est potentiellement impliqué dans le développement de diverses maladies comme facteur
déclenchant notamment le diabete sucré, les maladies cardiovasculaires, 1’athérosclérose, le
cancer, la polyarthrite rhumatoide, les troubles neurologiques et le vieillissement (Duleti¢-
Lausevi¢ et al., 2019).

Le diabéte sucré est parmi les maladies métaboliques chroniques qui constituent un probleme
majeur de santé publique a 1’échelle mondiale sa prévalence est en progression alarmante pres
de 463 millions de personne sont diabétiques dans le monde, ce chiffre est estimé d’atteindre
700 millions en I’an 2045 (FID, 2019).

De nombreuses études admettent que le diabéte sucré s’accompagne d’un stress oxydatif
favorisant la progression des complications liées a cette maladie (Ramdane et al., 2019). En
effet, le stress oxydatif via la formation des radicaux libres oxygénés constitue la cause
principale de [D’installation et le développement des troubles diabétiques comme
I’insulinorésistance et les complications macro- et microangiopathiques. Il est admis que
I’augmentation du glucose dans le milieu intra- ou extracellulaire contribue a la diminution

des mécanismes de défense antioxydants (Sow et al., 2019).

La gravité du diabete sucré est liée essentiellement a la sévérité de ses complications qui
conduisent a un taux de mortalité élevé. Prés de quatre millions de déces annuel dans le
monde sont enregistré chez les diabétiques, dont la cause de mortalité est 1’accident cérébro-
vasculaire et les complications rénales. De ce fait, une prise en charge médicale demeure
indispensable aux diabétiques. Le traitement initial est basé sur des régles hygieno-diétetiques
et sur ’activité physique, si les objectifs glycémiques ne sont pas atteints le traitement
médicamenteux est nécessaire et il repose sur les antidiabétiques oraux et I’insuline. Ces
traitements présentent des effets secondaires importants et inévitables, et sont couteux pour la

population des diabétiques (Bahare et al., 2019).
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Une autre menace perpétuelle qui frappe la santé publique mondiale est les maladies
infectieuses, qui sont les principales causes de mortalit¢ mondiale, elle représente environ
50% de tous les déceés dans les pays tropicaux (OMS, 2003). Les infections bactériennes liées
al’émergence de la résistance aux antibiotiques constituent un réel probleme de santé publique
(Spellberg et al., 2008). L’adhésion de bactéries pathogénes ou opportunistes a une surface
de maniere réversible et/ou irréversible conduit a la formation de biofilms et favorise de plus
la contamination microbienne et la résistance aux antibiotiques (Elfazazi et al., 2018). Devant
ce probléeme de la résistance aux antibiotiques, la découverte de nouvelles molécules anti-
infectieuses est primordiale. Pour cela, les recherches scientifiques actuelles se sont basées sur
I’exploitation et la valorisation des plantes médicinales pour le développement de nouvelles

molécules d’origine végétale.

L’intérét porté aux nouvelles sources des molécules bioactives et thérapeutiques a été
renouvelé gréce a la croissance rapide de la population humaine combinée aux perpétuels
bouleversements économiques ainsi qu’au danger que peuvent avoir les produits chimiques
sur la santé humaine. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) environ 80% de la
population mondiale dépend des plantes médicinales pour traiter des maladies, principalement
en Afrique et dans d'autres pays en développement (Okoye et al., 2014 ; Chentir et Nasri,
2020).

Au cours de ces dernieres décennies, une attention particuliere a été accordée a la médecine
traditionnelle afin de recenser les plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle et le
développement de nouveaux médicaments d’origine végétale. Afin de promouvoir leurs
utilisations optimales dans les systtmes de prestation des soins de santé comme
complémentaire ou alternative a I’utilisation des médicaments de synthése (Gbekley et al.,

2017).

Le développement de nouveaux médicaments s’appuie largement sur la chimie de synthese, et
sur I’inventaire des plantes médicinales. Plusieurs enquétes ethnobotaniques ont été réalisées
en Algérie afin de recenser les plantes les plus utilisées en médecine traditionnelle, en
particulier les plantes utilisées dans le traitement du diabéte sucré, ’hypertension artérielle, le
rhumatisme, la fiévre, I’influenza, les infections respiratoires et le cancer (Azzi et al., 2012 ;
Bouafia et al., 2021). Parmi ces plantes nous nous sommes intéresses a deux especes
vegétales de la famille des cucurbitacées, Bryonia dioica Jacq (la bryone) et Citrullus

colocynthis (L.) Schrad (la coloquinte). Cette derniére espéce, est souvent citée dans de

2
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nombreuses enquétes ethnopharmacologiques car elle est trés utilisée pour le traitement
traditionnel du diabéte sucré dans de nombreux pays comme 1’ Algérie, le Maroc, la Jordanie,
I’Iran, et I’Inde (Azzi et al., 2012 ; Tahraoui et al., 2007 ; Al-Aboudi et Afifi, 2011 ;
Nowbandegani et al., 2015 ; Grover et al., 2002).

L’objectif du présent travail repose sur 1’étude phytochimique et I’évaluation in vitro de
I’activité antioxydante, antidiabétique, et antimicrobienne des extraits aqueux et organiques

des racines de Bryonia dioica et du fruit de Citrullus colocynthis.

L’approche expérimentale de cette étude regroupe deux grandes parties. La premiere est
I’étude phytochimique des espéces etudiées, elle consiste a la préparation des extraits bruts
aqueux et organiques et leurs fractions a partir des racines de Bryonia dioica et du fruit de
Citrullus colocynthis. Ces extraits font I’objet d’un screening phytochimique, un dosage de
polyphénols et de flavonoides totaux, et une analyse chromatographique RP-HPLC-PDA. La
deuxiéme partie porte sur 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante en utilisant le test de
piégeage du radical libre DPPH, et du radical ABTS, le test du pouvoir réducteur du fer
(FRAP) et du cuivre (CUPRAC), le pouvoir antioxydant basé sur la réduction de
phénantroline, le test de la capacité antioxydante totale, ainsi que et 1’évaluation de 1’effet
anti-hémolytique des extraits. L’activité antidiabétique de C. colocynthis et B. dioica a été
évaluée par mesure de I’effet des extraits sur I’activité des enzymes digestives a-glucosidase
et a-amylase. Nous avons €galement évalu¢ I’effet antibactérien, antifongique des extraits
obtenus en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide et la méthode de microdilution
en milieu liquide. L’activité antibiofilm a été évaluée par le test anti-adhésion des bactéries a

la surface des microplaques.

Le présent manuscrit est structuré comme suit ; une introduction générale qui présente la
problématique et 1’objectif du travail ; suivie par une synthese bibliographique sur le stress
oxydatif et les maladies associées au stress oxydatif, le diabete sucré et les maladies
infectieuses, ensuite une présentation des plantes étudiées C. colocynthis et B. dicoica. Dans
la partie matériel et méthodes, les techniques et les méthodes utilisées sont bien détaillés, on
procéde par la suite a la présentation et I’interprétation des résultats obtenus, une discussion

générale et des perspectives.
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Le stress oxydatif est un état pathologique qui survient lorsque la production des radicaux
libres dépasse la capacité du systeme antioxydant a les éliminer, ce qui engendre un
désequilibre néfaste dans I'organisme (Zhang et al., 2023). En raison d'un manque de capacité
antioxydante ou d'un exces de radicaux libres, cela peut entrainer une surformation ou une

sous-suppression des radicaux libres (Persson et al., 2014 ; Pisoschi et Pop, 2015).

Les radicaux libres sont des entités chimiques de courte durée de vie contenant un ou
plausieurs électrons non appariés sur leur derniere couche électronique. Par consequent, ils
peuvent réagir rapidement avec d’autres substances pour obtenir leur stabilité et provoquant

leur oxydation, ils sont appelés des oxydants (Asmat et al., 2016 ; Radi et al., 2018).

IIs sont hautement réactifs et classés comme espéces reactives de I'oxygéne (ERO), qui
comprennent des dérivés de radicaux libres tels que l'anion superoxyde (O2%) ou le radical
hydroxyle (OH"), et certains radicaux moléculaires (forme non radicalaire) ou la toxicité est
importante dérivent de l'oxygene tels que le peroxyde d'hydrogéne (H202); les espéces
réactives de I'azote (RNS) dérivent de 1’oxyde nitrique ou le monoxyde d’azote (NO) (Sosa et
al., 2013 ; Pisoschi et Pop, 2015 ; Weidinger et Kozlov, 2015).

L'origine de ces radicaux libres est variée, elle peut étre exogene, comme I'exposition
prolongée au soleil, les rayonnements (UV, ionisants), le tabagisme, la consommation
excessive d'alcool et de drogues, I'exposition a des substances cancérigenes, la pollution, les
agents chimiques, les solvants industriels. L’origine endogéne issue des phénomenes
inflammatoires chroniques ou aigués et la chaine de transport d'électrons dans les

mitochondries (Franco et al., 2009 ; Pickering et al., 2013).

Les radicaux libres jouent un réle physiologique dans de nombreuses voies moléculaires
comme celles de la signalisation cellulaire, la plasticité synaptique, la défense contre les agents
pathogenes, D’interaction cellule-cellule, la croissance cellulaire, 1’autophagie, processus
apoptotique et vieillissement (Bokkon, 2012 ; Angelova et Abramov, 2018). Par ailleurs a
des concentrations élevées toutes les especes réactives de l’oxygeéne sont extrémement
destructeurs pour les organismes et qui peuvent provoquer la peroxydation des lipides,
I'oxydation des protéines, des altérations aux acides nucleiques, I’inhibition enzymatique,

l'activation de I’apoptose et finalement la mort des cellules (Madkour, 2020).

Les effets toxiques des peroxydes lipidiques se manifestent par deux mécanismes principaux.
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Initialement, la peroxydation lipidiqgue modifie considérablement I'assemblage, la
composition, la structure et la dynamique des membranes lipidiques, qui sont essentielles au
maintien de l'intégrité de la membrane. Deuxiémement, en tant que composés extrémement
réactifs, les peroxydes lipidiques sont capables de multiplier la génération d'espéces réactives
supplémentaires de l'oxygene et peuvent étre décomposés en composes réactifs ayant le
potentiel de se lier a 'ADN et aux protéines (Gaschler et Stockwell, 2017).

La modification oxydative des protéines par les pro-oxydants peut étre de divers types ;
I’oxydation des chaines latérales des acides aminés, les résidus aliphatiques (lysine, arginine),
aromatiques (tyrosine) et soufrés (méthionine, cystéine) sont particulierement sensibles a
I'action des radicaux hydroxyles ; ou bien clivage des liaisons peptidiques, oxydation de
certains acides aminés ou interactions de la chaine latérale avec les produits de peroxydation
lipidique pour former des proteines carbonyles. Ces modifications sont irréparables et peuvent
entrainer des changements de structure secondaire et tertiaire, I'agrégation de protéines ou la
protéolyse, affectant ainsi la fonction de ces macromolécules (Therond, 2006 ; Dichi et al.,
2014 ; Mputu Kanyinda et al., 2014).

L'oxydation peut également endommager I'ADN nucléaire et mitochondrial par oxydation des
bases puriques et pyrimidines (les bases guanines sont des sites préférentiels pour les
réactions de transfert d'électrons), en provoquant ainsi des ruptures de brins et méme des
ruptures de liaisons entre les bases et le squelette désoxyribose (Favier, 2003 ; Valko et al.,
2006). Ces modifications permanentes sont a I’origine d’un arrét d’induction de la
transcription, a des erreurs de réplication et a une instabilité génomique impliquée dans le
déclenchement du cancer et le vieillissement cellulaire (Favier, 2003 ; Valko et al., 2006 ;
Zhang et al., 2013).

Les endommagements oxydatifs causés par les radicaux libres contribuent a la pathogenése et
a la physiopathologie de diverses maladies, notamment les maladies neurodégénératives
(Alzheimer et Parkinson), les maladies cardiovasculaires, le cancer et le diabéte (Toda, 2011 ;
Maulik et al., 2013 ; Rabiei et al., 2019).

Les maladies non transmissibles ou maladies chroniques, sont des pathogénes qui ne se
transmettent pas d'une personne a une autre. C'est des maladies qui peuvent étre tres graves et
qui peuvent engendrer une mortalité élevée. D’aprés ’organisation mondiale de la santé

(OMS), Elles sont responsables de 41 millions de décés chaque année et représentent environ
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71% de tous les déces dans le monde (OMS, 2019). Le diabéte sucré est l'une des maladies
non transmissibles les plus répandues dans le monde. Il a atteint des proportions alarmantes :

prés d’un demi-milliard de personnes dans le monde vivent avec le diabéte (FID, 2019).

Le diabete sucré est une affection métabolique dont la caractéristique principale est une
hyperglycémie chronique, causée par une insuffisance relative en insuline, ou d'anomalie de
I'action de I'insuline sur les tissus cibles ou une combinaison de ces deux anomalies
(Lankatillake et al., 2019). Les personnes atteintes de cette maladie présentent différents
symptdmes dont les plus communs sont : polyurie, polydipsie, amaigrissement, polyphagie,
fatigue, infections vaginales pour les femmes, troubles visuels, engourdissement des
mains/pieds. Selon I’association Américaine du diabéte ADA (2020), il y a quatre types de
tests adoptés pour considerer une personne comme diabétique : le dosage de la glycémie a
jeun, le diagnostic est posé lorsque la glycémie a jeun est supérieure a 7 mmol/l, soit 1,26 g/l a
deux reprises, le test de tolérance au glucose par voie orale, une glycémie supérieure a 2 g/l
(11,1 mmol/l) 2 heures aprés une charge de 75 g de glucose, qui nous orientent vers un
diabéte. Le test de la glycémie aléatoire, une glycémie supérieure ou égale a 2g/l a tout
moment de la journée indique le survenu d’un diabéte. Le test de I'némoglobine glyquée
(HbAIC > 6,5%) c’est I’indice le plus précis a la recherche et surtout a la surveillance du

diabéte et I’efficacité du traitement.

Le diabéte sucré pose un probleme majeur de santé publique qui apparait comme un énorme
fardeau sanitaire et socio-économique (Basit et al., 2018). Le nombre de personnes atteintes
de diabéte a augmenté dans tous les pays en progression continue est surtout les pays en voie de
développement. D’aprés les estimations et les statistiques de la fédération internationale du
diabéte (2019), 194 millions de personnes sont atteint en 2003. Ce nombre a augmenté a 366
millions en 2011, 425 millions en 2017 et & 463 millions en 2019. Les projections de FID
(2019) ont dénombré que le chiffre des diabétiques pourra atteindre 700 millions dans le
monde en 2045 (figure 1)

Dans la région du Moyen-Orient et de I’ Afrique du nord en 2019, 54,8 millions d’adultes ages
de 20 a 79 sont diabétiques, les pays qui comptent le plus grand nombre d’adultes agés de 20
a 79 ans vivant avec le diabéte sont le Pakistan (19,4 millions), I’Egypte (8,9 millions) et

I’Iran (République Islamique) (5,4 millions). En Algeérie, le nombre des diabétiques
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présentent une augmentation de 80% entre 2003 et 2017 avec une prévalence de 8,9% de
diabétiques soit de plus de 4,5 millions des cas (FID, 2019).

@
2045

2000

Figure 1 : Estimations et projections de la Fédération Internationale du Diabéte
des diabetiques dans le monde depuis 2000 & 2045 (FID, 2019).

L’¢tiologie du diabéte sucré définit différents types, dont deux types sont majoritaires c’est le
type 1 et le type 2 plutdt que diabete insulinodépendant "DID" et diabéte non
insulinodépendant "DNID". Il existe d’autre forme comme le diabéte gestationnel et autres
types spécifiques de diabete (ADA, 2014).

Le diabete de type 1 est une maladie auto-immune qui résulte de la destruction des cellules
des Tlots de Langerhans pancréatiques. Cette destruction est provoquée par les lymphocytes T
(CD** et CD®") conduisant & une dépendance a I'insuline exogéne (OMS, 2016 ; FID, 2019).
Il représente environ 10% de I'ensemble des diabétiques en particulier les enfants et les jeunes
adultes (Ozturk et al., 2018). Il se caractérise principalement par la destruction progressive
des cellules B du pancréas attribuable a un processus a médiation immunitaire, lorsqu’il ne
reste que 10 a 20% des cellules B fonctionnelles cela va entrainer une insuffisante a maintenir
les valeurs normales de la glycémie (Ekoé et al. 2013 ; ADA. 2012). D’autre facteurs peuvent
conduire a des lésions pancréatiques qui peuvent étre génétique (Marchand et Thivolet,
2016), ou les infections virales (rotavirus, myxovirusparoditis, rubivirus) (Coppieters et al.,
2012). Le diabete de type 2 est caractérisé par une insulinorésistance (anomalies des effets de
I'insuline sur ses tissus cibles) et/ou une insulinopénie (carence de I’insuline). C’est la forme la
plus fréquente, elle survient le plus souvent chez I'adulte et touche plus de 85% des diabétiques
(Infante-Garcia et Garcia-Alloza, 2019). Ce type du diabéte résulte de la combinaison de
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plusieurs génes de susceptibilité dont I'expression dépend des facteurs environnementaux tels
que l'obésité, la graisse androide, une alimentation déséquilibrée et la sédentarité (FID, 2019).

Le diabete gestationnel ou gravidique qui est défini comme une résistance & 1’insuline
conduisanta une hyperglycémie diagnostiquée pendant la grossesse et qui disparait apres
I’accouchement, son traitement repose sur I’administration de 1’insuline a la femme enceinte.
Cependant les femmes qui ont souffret du diabete gestationnel sont a risque d’avoir un diabéte

de type 2 apres I’accouchement (FID, 2019).

Il existe d'autres types de diabéte, ce sont des diabetes secondaires résultant a des conditions
spécifiques ou génétique : pancréatopathie (pancréatite chronique ou aigué, tumeur,
I’hémochromatose), endocrinopathies (phéochromocytomes, acromégalie, syndrome de
Cushing, hyperthyroidie, tumeurs endocrines pancréatiques et digestives), ou des
dysfonctionnements  d’origine  génétique des cellules [  (diabete MODY:
MaturityOnsetDiabetes of the Young) et diabete mitochondrial (Maugendre et al., 2007 ;
FID, 2019).

Le diabéte s'il est mal controlé, peut conduire a de nombreuses complications. 1ls sont de deux
formes aigues et chronique. Les complications métaboliques aigues les plus souvent sont
I’acidocétose et le coma hyperosmolaire associés a une hyperglycémie (Marsaudon, 2011 ;
Monnier, 2014). L'hypoglycémie est le plus souvent, la conséquence d’erreurs thérapeutiques
ou d’un défaut de surveillance (Grimaldi et al., 2009). Les complications chronique sont
microangiopathiques et/ou macroangiopathiques (Lugrin et al., 2014). Les complications
microangiopathiques touchent des petits vaisseaux sanguins, notamment au niveau de l'oeil
(rétinopathie), des reins (néphropathies) et du cerveau (neuropathie) (OMS, 2016). Ces
complications peuvent étre également macro-angiopathies conduisent a des accidents
cardiaques et cérébraux et d'amputation des membres inférieurs (artérite, ischémie et troubles
trophiques du pied),contribuant a la morbidité et a la mortalité des patients par accumulation
des corps cétoniques (ADA, 2020).

L’objectif prioritaire du traitement du diabéte sucré consiste a maintenir la glycémie autour de
sa valeur normale et de prévenir ainsi les complications metaboliques aigués et chroniques.
Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS, 2016) le traitement et la gestion du diabete
s’associe habituellement a des recommandations d’hygiéne diététiques dont l'importance

d'une alimentation saine, une activité physique adéquate et du traitement approprié. Chez les
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patients présentant un diabéte du typel, la thérapeutique repose sur l'insulinothérapie, qui

reste le moyen le plus efficace et le plus disponible afin de pallier le manque de production de

cette hormone et réguler le taux dela glycémie dans le sang (ADA, 2016). Dans le cas du

diabéte de type 2, son traitement repose en premier lieu sur des mesures hygiéno-diététiques

nécessitant un régime alimentaire équilibré hypocalorique, riche en fibres alimentaires et en

graisses insaturées asociées a une activité physique réguliére. En cas d'inefficacité des

mesures hygiéno-diététiques,

disponibles pour traiter le diabéte avec différents modes d'action (tableau 1)

plusieurs thérapies pharmaceutiques sont

actuellement

Tableau 01 : Thérapies anti-hyperglycémiques orales courantes et leurs modes d'action

Mode d’action Effets indésirables Contre indications Références
Sulfonylurés :
Tolbutamide Augmentent la Hypoglycémie, prise Maladie rénale et
sécrétion de de poids, risque accru hépatique, prédisposition | (ADA, 2009)
I'insuline de maladies a I'nypoglycémie,
pancréatique cardiovasculaires grossesse, Chirurgie
majeure, allergieaux
sulfamides
Inhibiteurs a - Reduisent Perturbations Maladie rénale et
glucosidase : I'absorption des | gastro-intestinales : hépatique, syndrome (Tremblay et
Acarbose glucides flatulence,diarrhée du colon irritable, al.,2010)
alimentaires grossesse, allaitement,
enfants <12ans
Augmentent la | Problémes gastro-
Biguanides: sensibilité a intestinaux, godt Maladie rénale et (ADA, 2009 ;
Metformine I'insuline et métallique, altération hépatique, insuffisance Samuel et
réduisent la possible de cardiaque ou Shulman, 2012 ;
production de I'absorption des respiratoire, Pataky et al.,2019)
glucose vitamines B12 et B9, antécédents d'acidose
hépatique acidose lactique, lactique, infection
risque grave, grossesse.
d'hypoglycémie
Inhibent la
Inhibiteurs de sécrétion de
DPP-4 : glucagon et Risque accru Antécédents (Diamant et Heine,
Sitagliptine favorisent la d'infection,maux de d'hypersensibilité a la 2003 ; Nanjan et
production téte sitagliptine al.,2018)
d'insuline
Réduisent la Risque accru

Inhibiteurs de
SGLT-2:
Dapaglifozine

réabsorption du
glucose dans les
reins

d'infections des voies
urinaires, risque
d'acidocétose

Maladie rénale

(Hsia et al,
2018; Wanner et
Marx,2018)

Diverses classes de médicaments antidiabétiques visent a controler la glycémie chez les

diabétiques du type 2, hors I’insuline seule. Ces classes d’antidiabétiques oraux se distinguent

par leurs modes d'action ;
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Les insulinosécréteurs sont les sulfonylurés (Tolbutamide, Glipizide, Glyburide,
Glimépiride) et les meéglitinides (Repaglinide, Nateglinide). Appelés insulino-
sécrétagogues, Stimule la production endogéne d'insuline par les cellules [
pancréatiques (ADA, 2009).

Les insulinosensibilisateurs sont des insulinomimétiques qui comprennent les
biguanides (Metformine) et les thiazolidinediones (Pioglitazone, Rosiglitazone), ils
favorisent la captation et l'utilisation périphérique du glucose (Diamant et Heine,
2003 ; ADA, 2009 ;Nanjan et al., 2018).

Les inhibiteurs enzymatiques inhibent spécifiquement I'a-amylase et les a-
glucosidases localisées dans I'épithélium de I'intestin qui décompose les disaccharides
et les hydrates de carbone plus complexes. Ils retardent I’absorption des sucres au
niveau tube digestif, limitant ainsi 1’augmentation de la glycémie plasmatique
Postprandiale. Ils sont représentés par I'acarbose, le miglitol et le voglibose (Zhang et
al., 2011).

Les incrétinomimétiques (Sitagliptine, Vildagliptine et Saxagliptine) sont connus par
les inhibiteurs de la DPP-4 (Dipeptidyl peptidase-4) et des analogues du GLP-1
(Glucagon- like peptide-1). lls agissent sur I'appétit en ralentit la vidange gastrique et
induit la satiété, ils inhibent la sécrétion de glucagon et favorisent la production de
I'insuline (Davidson et al., 2008 ; Campbell et White, 2008).

Les inhibiteurs du co-transporteur de glucose de sodium (SGLT) sont une nouvelle
classe des antidiabétiques oraux, elle comprend Dapaglifozin, Empaglifozin, et
Ertuglifozin. lls inhibent les protéines SGLT-2 dans les tubules proximaux rénaux
responsables de la réabsorption du glucose (Hsia et al., 2018). Ce type de médicament
facilite I'élimination du glucose dans les urines en inhibant sa réabsorption par le rein
(Hsia et al., 2018 ; Wanner et Marx, 2018).

En raison de I'échec des traitements médicamenteux conventionnels du diabéte, de l'incidence

élevée des effets indésirables qui y sont associés (troubles digestifs, hypoglycémie) et du colt

élevé pour les systemes de santé des pays a faible revenu (17 % du budget total dans le

Moyen-Orient et 1’ Afrique du Nord); certaines recherches scientifiques se sont orientées vers

I’utilisation et I’exploitation des plantes médicinales comme source inépuisable de principe

actifs et le développement de nouveaux médicaments antidiabétiques d’origine végétale
(Pillon et al., 2014; Karuranga et al., 2017).

11
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La galégine est la premiére molécule antidiabétique d’origine végétale. Cet alcaloide toxique,
dérivé de guanidine aux propriétés antidiabétiques puissantes a été isolé de Galega officinalis
en 1914. La metformine, un dérive de la galégine, a été utilisée depuis 1957 comme
antidiabétique non toxique (Figure 02), il est actuellement le seul biguanide hypoglycémiant
oral de référence pour le traitement du diabete de type 2 (Foretz et al., 2014 ; Holaly et al.,
2017 ; Habtemariam, 2019).

H | H
NH NH NH NH
Guanidine Galégine Metformine

Figure 02 : Structure chimique de la Guanidine, Galégine et Metformine

(Habtemariam, 2019).

Plusieurs plantes médicinales ont montré leur capacité a traiter le diabéte sucré en dévelopant
divers mécanismes d’actions. Le tableau 02 résume le mécanisme d’action de quelques

constituants phytochimiques antidiabétiques.
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Tableau 02 : Mécanisme d’action antidiabétiques de certains composants
phytochimiques (Ahangarpour et al., 2019 ; Adjdir S. 2022)

Composant phytochimique
antidiabétique

Mécanisme d’action

Stimule I'absorption du glucose en absencede
l'insuline en augmentant 1’expression des

Resvératrol GLUTA.
Stimule la sécrétion de 1’insuline
Diminue le taux de I’hémoglobine glyquée.
Stimulation directe de la sécrétion de 1’insuline
Curcumine

par les cellules B pancréatiques.

Inhibe la formation des AGE.
Empéche I’apparition de la cataracte.

Acide chlorogénique

Potentialise I’action de 1’insuline sur les
cellules cibles.

Diminue I'hyperglycémie postprandiale en
inhibant I’a-glucosidase.

Inhibe la glucose-6-phosphatase.

Diminue (voir élimine) I'absorption
intestinale du glucose par inhibition de la
Glucose-6- phosphate translocase et la
réduction du transport de glucose apical.
Stimule I'absorption du glucose dans les
myotubes et les adipocytes par activation de
la voie Kinase dépendante (AMPK).

Acide ellagique

Stimule la sécrétion de I’insuline.
Augmente la captation du glucose sanguin par les
tissus périphériques.

Inhibe la formation de ’hémoglobine glyquée.

De nombreux travaux scientifiques ont montré I’implication du stress oxydatif dans la
pathogénese du diabete sucré et ses complications (Kahn et al., 2006 ; Kaneto et al., 2010 ;
Tatsch et al., 2012 ; Oguntibeju, 2019). Le stress oxydant conduit a la destruction insulaire
du pancreas, soit par nécrose ou apoptose des cellules B (Bonnefont-Rousselot, 2002 ;
Ramkumar et al., 2013). Les effets délétéres de I'nyperglycémie chronique (glucotoxicité)
trouvent leur impact au niveau mitochondrial (Brownlee, 2001) par la surproduction du
radical superoxyde dans plusieurs tissus comprenant le pancréas, qui active l'accroissement
ultérieur des ERO intracellulaires. Par conséquent, les ERO semblent étre les agents
responsables de la pathogénie du diabéte par I'endommagement des cellules B ce qui est a

I'origine d'une inhibition de la sécrétion de l'insuline (Giacco et Brownlee, 2010 ; Halliwell,
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2012). D’apres Barquissau et al., (2011) le stress oxydant inhibe a la fois la sécrétion de
I'insuline et la transduction de son signal, et conduit a I'insulinorésistance. L’augmentation du
stress oxydant implique D’apparition des complications du diabéte sucré selon plusieurs
mécanismes pathogéniques ;

» La voie des polyols : En situation d'hyperglycémie chronique, 1’hexokinase qui
permet la phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate dans les voies de la
glycolyse et des pentoses phosphates est saturée. Sous I'action de I'aldose réductase,
qui n'est active qu'a fortes concentrations de glucose et en présence du NADPH
comme co-facteur et du sorbitol, le glucose est transformé en sorbitol puis en fructose,
respectivement. Le rapport NADH/NAD" s’éléve et entraine une inhibition de la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et une accentuation de la formation des
AGE. L'augmentation de la concentration en sorbitol et fructose conduit a un oedéme
osmotique au niveau oculaire, ce qui explique que la voie des polyols joue un role clé
dans la cataracte induite par le diabéete (Haleng et al., 2007).

» La voie de la protéine kinase C : L'hyperglycémie intracellulaire entraine une
activation de la protéine kinase C (PKC), qui augmente la production d'espéces
réactives de lI'oxygene par augmentation de l'activité NADPH-oxydase en contribuant
a la phosphorylation des résidus sérine/thréonine des IRS, ce qui conduit a
I'inactivation des récepteurs hormonaux en inhibant ainsi la transmission du signal
insulinique (Haleng et al., 2007 ; Lazo et Fernandez, 2013 ; Shao, 2014).

» L'auto-oxydation du glucose : En présence du fer, le glucose s'oxyde, entrainant la
génération d’ERO trés réactifs, il resulte une augmentation de la peroxydation
lipidique. Ce mécanisme pourrait expliquer le fait que le diabéte est souvent associé a
des complications cardiovasculaires (Devaraj et al., 2001).

» La voie des hexosamines : En conditions d'hyperglycémie, la formation de 1’uridine
diphosphate N-acétylglucosamine qui est le substrat de I'enzyme O-GIcNAc transférase
(OGT) catalyse la formation de protéines O-GlcNac. L’accumulation des protéines
modifiées par I'O-GlcNac glycosylation joue un réle dans les complications et
I'apparition de maladies associées au diabete (Du et al., 2000).

» La glycation des protéines : En situation d'hyperglycémie, la liaison entre le
groupement carbonyle d'un sucre réducteur (glucose, galactose, fructose) et le
groupement amine libre d'un acide aminé d'une protéine peut former des produits
relativement instables qui se dégradent en produits avancés de la glycation (AGE). Les

AGE sont capables de produire des ERO par interaction avec des récepteurs cellulaires
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specifiques (RAGE) et induire un stress oxydant qui influence la physiopathologie et
provoque des complications micro- ou macrovasculaires du diabéte (Bonnefont-
Rousselot, 2004 ; Vatier, 2010 ; Teshima, 2014).

Pour se protéger contre les effets des radicaux libres, les cellules ont un mécanisme de
défense intrinséque enzymatique et qui renferme la superoxyde dismutase, la catalase, la
glutathion peroxydase ; et non enzymatique représentés par les protéines transporteuses du fer
et du cuivre (transferrine, ferritine, céruléoplasmine, aloumine), des molécules antioxydantes
de petite taille (acide urique, caroténoides, bilirubine) et de systéme de réparation des
dommages oxydatifs comme les endonucléases. L’alimentation constitue une source
d’antioxydants exogénes, qui inclue majoritairement : la vitamine E, 1’acide ascorbique, le
B-carotene, les flavonoides, les composés phénoliques, ubiquinone, glutathion ou acide
lipoique... (Kohen et al., 2002 ; Diallo, 2005 ; Haleng et al., 2007 ; Adanho, 2013)

Les plantes médicinales sont largement connues pour leurs propriétés biologiques notamment
leur potentiel antioxydant contre le stress oxydatif qui est & 1’origine des différentes
affections qui touchent la santé humaine comme le vieillissement, les cancers, le diabéte et les

maladies cardiovasculaires (Bennamara, 2017 ; Salhi, 2017).

De nouveaux remedes d'antioxydants naturels peuvent piéger les radicaux libres et surmonter
les complications du diabéte sont recommandés. D’aprés Forni et al., (2019), les
interventions thérapeutiques a base des plantes contre le stress oxydatif fournissent une

efficace stratégie pour traiter le diabete.

Outre le stress oxydatif et le diabéte, le développement des propriétés thérapeutiques des
plantes médicinales et aromatiques et la formulation innovante de médicaments utilisant leurs
principes actifs ont également impacté a grande échelle les maladies infectieuses, premiere
cause de déces prématuré dans le monde de prés de 50 000 des gens meurent tous les jours
(Ahmad, 2001 ; OMS, 2020).

Les maladies infectieuses ou I’infection microbienne résulte de I’agression de 1’organisme par
des microorganismes pathogenes, tel que les bactéries, les parasites, les virus, les
champignons. Les maladies infectieuses apparaissent quand la virulence dépasse les moyens
de défense, elles représentent la cause majeure de mortalité dans le monde, et touchent des

millions de personnes (Alwash et al., 2013). Les principaux types d’infections responsables
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de mortalités sont les infections respiratoires, sexuellement transmissibles, nosocomiales,
I'népatite virale, la tuberculose, méningites, le paludisme et d'autres maladies a transmission
vectorielle. Les maladies infectieuses présentent des defis importants pour les pays développés
car elles constituent un fardeau inutile pour les systémes sanitaires et socio-économique
(OMS, 2016).

L'abus massif d'antibiotigues a conduit a I'émergence de souches résistantes et a
I'établissement de la résistance aux antibiotiques, qui est devenue un probléme de santé
publique croissant, en particulier apres I'émergence de la multirésistance (OMS, 2018 ; OMS,
2020). Plusieurs exemples illustrent la gravité de la menace de la résistance aux antibiotiques,
Staphylococcus aureus resistant a la methicilline est I'une des causes les plus fréquentes
d'infections nosocomiales dans le monde, également les entérocoques sont fréquemment
retrouvés chez les patients atteints d'infections urinaires. L’émergence de la résistance de
Candida sp. aux antifongiques est a ’origine des échecs thérapeutiques, et constituent de
graves probléemes de santé (FIP, 2008 ; Warnet, 2011; FAO, 2017; Dannaoui, 2013).

Face a la menace récurrente de la résistance aux antimicrobiens, de nouvelles stratégies
thérapeutiques sont indispensables pour traiter les maladies infectieuses. De ce fait, la mise en
valeur du pouvoir antimicrobien des plantes médicinales est devenue d’une extréme
importance pour la découverte et le développement de nouveaux médicaments anti-infectieux,
ou des moyens de lutte efficaces contre cette antibiorésistance (Yakhlef et al., 2011 ;
Aouadhi et al., 2013 ; Chebaibi et al., 2016 ; Vernhet et al., 2016).

Des données épidémiologiques et expérimentales ont montré que les métabolites secondaires
sont reconnus par leurs nombreuses activités biologiques noyamment les activités
antibactériennes,  anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-inflammatoires,
diurétiques, gastro-intestinales, et antioxydantes (Akroum, 2011 ; Kardong et al., 2013 ;
Dower et al., 2015 ; Tanabe et al., 2017 ; Pan et al., 2018b). Le tableau 03 résume le

mécanisme d’action antibactérien et antifongiques de certains composés phytochomiques.
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Tableau 03 : Le mécanisme d’action antimicrobien et antifingique de certains composes
phytochimiques (Khameneh et al., 2019 ; Adjdir S. 2022).

Composé phytochimique Dose

Mécanisme d'action et souches

Alcaloides

Réserpine

Vs O)MQ 10 mg/mL
A o,

OCH, 0CH,

= Inhibiteur de la pompe a efflux
chez
Staphylococcus sp
Streptococcus sp.
Micrococcus sp

Berbérine

= |nhibiteur de la division
cellulaire, Inhibiteur de la
synthese des protéines et de
I'ADN chez Escherichia coli et
Candida albicans.

= Inhibiteur de la pompe a efflux
chez E. coli.

Tomatidine

= Inhibiteur de la pompe ATP
synthase chez Listeria Bacillus et
Staphylococcus spp.

Composés phénoliques

OH
HO, . O 0,064 a 0,313
Resveratrol O mg/mL

Kaempférol 3-
O-rhamnoside
(Afzéline)

1,56 pg/mL

OH
uercétine " 75 ng/mL
o o 1g

= Inhibiteur de la pompe a efflux
chez : Mycobacterium smegmatis,
Campylobacter jejuni S.aureus.

Epigallocatéc I YC( 64 pg/mL
hine-gallate O o O on

= Inhibition de la dihydrofolate
reductase chez Stenotrophomonas
maltophilia.

Terpénoides

CHs
Thymol 49,37 ug/mL
o
HsC CHs

= Chez C. albiacans joue le role de :

= Inhibiteur de 1’ATPase-H+ au
niveau de la membrane cellulaire.

= Déstabilisateur de la membrane
cellulaire.

= Inhibiteur de la pompe a efflux.

H
HiCO 3502500

Eugénol U\/ pg/mL
HO

= Déstabilisateur de la membrane
cellulaire chez A. niger, A.
fumigatus, A. flavus, A.
ochraceus, Alternaria alternata.

Carvacrol ? or 7 a8 pg/mL

= Déstabilisateur de la membrane
cellulaire etInhibiteur de la pompe
a efflux chez E. coli, E.
aerogenes, S. aureus.
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L'Algérie, par sa biodiversité climatique et sa flore trés diversifiée, constitue un véritable
réservoir d’un grand nombre de plantes médicinales, qui présente un intérét particulier dans
différents domaines, notamment celui de la recherche scientifique, de la meédecine, de
I’agriculture, et du cosmétique. Plusieurs travaux scientifiques ont été réalisés dans le but de
valoriser les propriétés thérapeutiques et cosmétiques des plantes médicinales et aromatiques
spontanées ou endémiques de 1’ Algérie, et la détermination de leurs principes actifs. Dans ce
contexte s’affiche 1’objectif de la présente étude qui s’instéresse a 1’étude phytochimique et
I’évaluation des activités biologiques de deux espéces végétales de la famille des

cucurbitacées Bryonia dioica et citrullus colocynthis.

La famille des cucurbitacées qui regroupe plus de 825 espéces et 118 genres (Schaefer et
Renner, 2011), est caractérisée par leurs propriétés thérapeutiques antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire, cytotoxique et antidiabétique. Cette derniere activité
semble intensivement étudiée pour de nombreuses espéces dont les plus réputées sont
Momordica charantia, Cucurbita pepo, Cucumis sativus, Bryonia alba, Citrullus colocynthis,
Momordica dioica, Luffa tuberosa et Tricosanthes dioica (Dhiman et al., 2012 ; Saboo et
al., 2013).

Bryonia dioica. Jacq, appelée communément Berrestom, Aneb el dib, Dalia beida, Fachira ;
ou Tayloula, Tara bouchechen, Tiferdoudi, Zenzou en berbére; ou Bryone, Couleuvrée,
Navet du diable, Vigne blanche en frangais ; et Snake bryony, White wild vine en anglais
(Hammiche et al., 2013). C’est une plante herbacée, vivace, a tiges trés longues, gréles,
grimpantes originaire des régions de 1I’Europe centrale et méridionale, Asie occidentale et
I’ Afrique septentrionale. Elle est trés commune en France en Corse. Elle se rencontredans les
haies, les buissons et dans des parcelles non ou mal désherbées (Caubet et al., 2012). Cette
derniére est caractérisée par une racine charnue, cylindrique, sur laquelle naissent des
bourgeons se développant au printemps. Les feuilles sont en ceeur a la base, pétiolées, simples,
alternes, a 3 a 5 lobes aigus, sinués, dentés. Les fleurs sont de couleur jaune verdatre ou blanc
jaunatre, veinées, groupées au sommet de rameaux floriféres allonges. Le fruit est une
petite baie de 7 a 8 mm d’épaisseur, globuleuse, lisse de couleur rouge a maturite

contenant deux a six graines aplaties (Hammiche et al., 2013).
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Figure 03 : Différentes parties de Bryonia dioica (a) racine, (b) tige et feuille, (c) fleure, (d)
fruit et (e) graine (Gadoum et Didier, 2008).

Les études phytochimiques réalisées sur de nombreux extraits des différentes parties de la
bryone : racine, tige, feuille et fruit, ont permis lisolement et la caréctérisation de certains

composants phytochimiques de cette plante. Le tableau 04 et figure 04 résument la

composition phytochimique de B. dioica.

Tableau 04 : Composition phytochimique de différentes parties de Bryonia dioica.

Partie de la plante | Métabolites secondaires Réferences
-Saponine : .
bryonine (Garnier et al., 1961)
Racine -Hétérosides triterpéniques: (Sturm et Stuppner.,
bryodulcoside, bryoside,cucurbitacine, bryonidine, 2000)
bryonosides A a G, cabenoside D, le bryoamaride et I’acide (Ukiya et al., 2002)
bryonolique (Barker et al., 2010)
. . -Alcaloide :
Tige et feuille bryonicine (Garnier et al., 1961)
-Flavonoides :
5 flavones et 9 flavonoles : Apigenine-C-
hexoside-O-hexoside Apigenine-6-C-
glucoside-8-C-glucoside Apigenine-6-C-
glucoside-7-O-glucoside Apigenine-C-
hexoside-O-hexoside Apigenine-6-C-
glucoside .
. Quercetine-O-hexoside (Barreiraetal,
Fruit - - 2013)
Quercetine-O-rhamnosyl-pentoside
. - (Barros et al.,
Quercetine-O-rhamnosyl-rhamnoside 2011)

Quercetine-3-O-neohesperidoside
Kaempferole-O-pentosyl-rhamnoside
Kaempferole-O-pentosyl-rhamnoside
Kaempferole-O-rhamnosyl-hexoside-O-rhamnoside
Kaempferole-3-O-neohesperidoside Kaempferole-3,4-di-
O-rhamnoside
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Bryonine Bryoside

Bryomaride Apigenine-6-C-glucoside-8-C-glucoside  Apigenine-6-C-glucoside-7-
O-glucoside
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o
,
I’I

OH  OH

Apigenine-6-C-glucoside Quercetine-O-rhamnosyl-rhamnoside Quercetine-O-hexoside

OH

Kaempferol 3,7-di-O-rhamnoside Luteolin 6-C-glucoside

Figure 04 : Structure chimique de certains composes identifiés dans

différentes parties de Bryonia dioica
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En médecine traditionnelle la bryone est largement utilisée comme un remeéde des affections
rhumatismales douloureuses et inflammatoires (1’asthme, les branchies et les pleurésies), du
diabéte et de nombreux cancers (sein, colon, peau, glande a touts les stades de la
cancérogenese). Les petites baies rouges de la bryone sont utilisées comme purgatif et
vermifuge tandis que le suc de la plante fraiche est utilisé, en usage externe, pour déterger les
ulcéres ainsi que dans le traitement de la gale. La bryone trouve également son utilisation
comme un remede pour le traitement de la maladie de la goutte et de la mucosités bronchiques
(Bammi et al., 2002 ; Saboo et al., 2013 ; Hammiche et al., 2013).

Les études antérieures menées sur les activités biologiques de Bryonia dioica ont montré que
Les propriétés thérapeutiques de cette espece sont liées a sa richesse en composes
phytochimiques possédant des propriétés pharmacologiques potentielles. Les travaux d’Ukiya
et al., (2002), ont rapporté un effet antiinflammatoir de I’extrait méthanolique des racines de
la bryone riche en triterpénes glycosides: bryonioside B, C, E, G, cabenoside D,
bryoamaride. Benarba et al., (2012) ont révélé un effet apopototique de I’extrait aqueux des
racines de la bryone, riche en flavonoides, stérols et en triterpénes, sur les lignées de
lymphome de Burkitt BL41 (ICs0=15,63 pug/mL). De méme, Wachinger et al., (1993) ont
montré que la bryodine inhibe sélectivement la croissance des lymphocytes T infectés par le
VIH (ICs0 =2-20 pg/mL). Ceratines études ont montré un pouvoir antioxydant des extraits de
B. dioica, I’extrait méthanolique des fruits matures préparé¢ par macération a montré sa
capacité a piéger le radical DPPH (ICs0 =1,22 mg/mL) et le radical ABTS (ICs0=0,22 mg/ml),
a reéduir le fer (ECso = 0,4 mg/mL), et & inhiber la péroxydation lipidique en inihibant la
décoloration du B-caroténe (ICso = 0,58mg/mL) (Rafael et al., 2011). De plus, I’étude de
chekroun et al., (2015) a enregistré que I'extrait de n-butanol des racines de Bryonia dioica
assure un piegeage du radical libre DPPH a une 1Cso de 2,25 pg/mL et un pouvoir réducteur du
fer (22,68 pg/mL). D’autres études ont mis en valeur le pouvoir antibactérien de la bryone.
L’étude de Chenni et al., (2012) a révélé la capacité de I'extrait méthanolique des racines a
inihiber séléctivement la croissance des bactéries Gram-positivs Enterococcus faecalis (14
mm), Staphylococcus aureus ATCC 6538 (14 mm), Bacillus subtilis ATCC 6633 (12 mm) par
rapport aux bactéries Gram négatives Escherichia coli ATCC25922 (12 mm), Proteus
mirabilis ATCC 29906 (10 mm) et Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028 (10 mm).
Dhouioui et al., (2016) ont obtenu une forte activité antibactérienne dans Il'extrait lipidique
des racines sur les bactéries gram positives plus que les bactéries gram négativs,

principalement E. feacium (MIC =125 pg/mL ; MBC > 250ug/mL). Cependant, I'extrait
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hydroéthanolique des feuilles est trés actif contre E.coli, K. pneumoniea, et P. valgaris avec
un diametre de la zone d'inhibition qui varie entre 22 et 60 mm (Khamees et al., 2017).

La deuxsiéme espéce végétale choisie dans cette étude est Citrullus colocynthis, connue sous
plusieurs noms vernaculaires ; Handal, Hadag, Handhal; Hantal, Hadjja en arabe, Taberka,
Tefersite, Tadjellet en berbére, coloquinte en francais, et chicotin en anglais. Elle s’étend sur
une région désertique tres vaste, du Nord-Africain, la région méditerranéenne, Egypte, Arabie
Saoudite jusqu’a I’Inde. C’est une plante rampante herbacée, annuelle ou vivace qui fleurit
entre le mois d’Avril et le mois de Mai, elle est entierement hérissée de poils raides, a racine
charnue. Les tiges angulaires, migrantes et rudes de 0,5 a 1,5 m de longueur. Ses feuilles de 5
a 10 cm de longueur, ont un limbe découpé en 5 a 7 lobes. Les fleurs sont bisexuées, solitaires
de couleur jaune pale a 5 lobes. Les fruits sphériques de 8 a 10 cm de diametre ressemblant a
une petite pasteque, de couleur verte panachée de jaune clair, devient completement jaune a
maturité. Al'intérieur renferme une pulpe spongieuse dans laquelle se trouvent de nombreuses
graines brunes, lisses, ovales et insipides de 4 a 6 mm de long (chopra et al., 1960 ;
Hammiche et al., 2013 ; Hammouda et al., 2005).

Figure 05 : Différentes parties de Citrullus colocynthis (a) racine, (b) tige et feuille, (c) fleure, (d) fruit

et (e) graine.

Les études phytochimiques et de chimie analytique des différentes parties de la coloquinte

(tiges, feuilles, fruits et graines) ont contribué a I’identification de la composition chimique de
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cette plante. Le tableau 05 et la figure 06 résume la composition phytochimique de la

coloquinte.

Tableau 05 : Composition phytochimique des différentes parties de Citrullus colocynthis.

Partie de | Métabolites secondaires Références
la plante
-Flavonoides glycosides : isovitexine, iso-orientine 3'-methyl (Delazar et al., 2006)
ether iso-orientine (Maatooq et al., 1997)
_ o ; . (Seger et al., 2005)
Cucurbitacines glycosides : o (Sturm et Stuppner, 2000)
2-O-B-D-glucopyranosyl-cucurbitacine | 2-O-p-D- Nayab et al., 2006)
Fruit glucopyranosyl-cucurbitacine E 2-0-B-D- !
glucopyranosyl-cucurbitacine L
2-O-B-D-glucopyranosyl-hexano cucurbitacine |
- . L (Yoshikawa et al., 2007)
- Cucurbitacines glycosides triterpéniques :
colocynthosides A et B
. (Afifietal., 1973)
-Alcaloides : C1gH1sNO3z, C20H32NO et C16H24NO7
(Hatam et al., 1990)
-Stérols: n-octacosanol (n-CzsHsgO) etn-
hexacosan-diol (n-C2sHs402)
Pulpe -Alcaloides: Choline (Mukherjee et Patil, 2012)
Tige et -Flavonoides: (Maatooq et al., 1997)
feuille 6-C-p-hydroxylvitexine

8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine,
8-C-p-hydroxybenzoyl- iso-vitexine 4’-O-glucoside
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Figure 06 : Structure chimique de certains composés identifiés dans les différentes parties de Citrullus colocynthis.
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La coloquinte est largement utilisée en médecine traditionnelle depuis 1’antiquité. Elle sucite
I’intérét des chercheurs en raison de ses propriétés thérapeutiques : purgative, diurétique,
antiinflammatoire, anti-acétylcholine, antimicrobienne, anticancéreuse, et herbicide
(Hammouda et al., 2005 ; Hammiche et al., 2013 ). Elle est utilisée également dans le
traitement de 1’asthme, le rhumatisme, la jaunisse, la goutte, la leucémie, le cancer touchant
certains organes (sein, colon, fois et la rate), certaines douleurs (arthralgies, myalgies, algies
dentaires) et aussi contre les piqures de scorpions (Dukeet et al., 2002 ; Hammouda et al.,
2005 ).

Plusiers travaux scientifiques ont pemis de valoriser certaines activités biologiques de C.
colocynthis notamment 1’activité antioxydante, antidiabétique, antimicrobienne et
anticancéreuse. L’¢étude de Chekroun et al., (2015) a montré que ’extrait n- butanol des
fruits matures de la coloquinte a révelé une forte capacité a piéger le DPPH (ICso = 61 pg/mL)
et un pouvoir réducteur du fer (ECsp =241,25 pg/mL). D’autres études ont montré un
pouvoir antiradicalaire sur le DPPH des extraits méthanol et acétate d’éthyle des fruits et des
graines de la coloquinte a des valeurs de ICsp variables entre 0,350 et 2500 mg/mL (Kumar et
al., 2008 ; Benariba et al., 2013b). De méme, Marzouk et al., (2010) ont révélé le pouvoir
antiradicalire sur le DPPH de I'extrait aqueux des graines de la coloquinte (ICso = 21 pg/mL).
Les flavonoides, isolés de fruit ont également présenté un pouvoir antiradicalaire intéressant
prometteur révélé par de faibles valeurs de 1Cso 70, 0,5 et 3 pg/mL pour I’isosaponarine,

isovitexine et I'éther isoorientine 3-O-methyl, respectivement (Kumar et al., 2008).

Concernant I’activité antidiabétique, Chakroun et al., (2016) ont révélé que lI'administration
intrapéritonéale de 1’extrait aqueux de fruit de Citrullus colocynthis (10 mg / kg, ip) pendant
21 jours provoque une réduction significative de I’hyperglycémie (-51%) chez des rats
diabétiques néonatals-streptozotocine. De plus Benariba et al., (2009) et Benariba et al.,
(2012) ont enregistré des effets antidiabétiques prometteur a long et & moyen terme de 1’extrait
aqueux des graines de C. Colocynthis sur la régulation de I’hyperglycémie et le maintien du
poids corporel chez les rats rendus diabétiques par la STZ. L’administration orale de 200
mg/kg p.c de I’extraits aqueux, éthanolique ou chloroformique, des racines de C. colocynthis
diminue significativement la glycémie chez les rats Wistar rendus diabétiques par 1’alloxane
jusqu’a 58,70%, 36,60% et 34,72%, respectivement, accompagnée d’une diminution de
cholestérolémie et de triglyceridemie (Agarwal et al., 2011). L'extrait aqueux de graines de
C. colocynthis riche en saponosides et alcaloides totaux est capable de réduire
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significativement 1’hyperglycémie chez les rats rendus diabétiques par la STZ (Benmahdi et
al., 2008 ; Lahfa et al., 2015).

In vitro, les extrait de graines de la coloquinte, notamment les extrais acétate d’éthyle, n-
butanol et hydrométhanol ont révélé un effet stimulateur de la sécrétion de linsuline dans les
flots de Langerhans (Benariba et al., 2013a), un effet insulinomimétique en augmentant le
transport basolatéral du Na® au niveau des cellules rénales monocoucouches de Xenopus
laevis (A6) en culture (Benariba et al., 2023), et un effet cytoprotecteur des flots

pancréatiques contre I'effet cytotoxique de la STZ (Benariba et al., 2013).

L’activité antimicrobienne de C. colocynthis a fait I’objet de plusiers travaux de recherches
qui ont révélé que I’extrait d'acétate d'éthyle des feuilles et des tiges de la coloquinte présente
une activité antibactérienne potentielle contre les bactéries Gram positivs et négativs, dont la
CMI déterminée est de 625 pg/mL contre Bacillus cereus. Par contre la cucurbitaine E
identifiée comme composant majoritaire de cet extrait était moins active et a enregistré une
CMI de 1,25 mg/mL contre Bacillus cereus et Enterococcus faecalis (Chawech et al., 2015).
De méme Shahraki-Mojahede et al., (2021), ont montré que P. aeruginosa est plus sensible
a l'extrait acétate d'éthyle que I'extrait hydro-méthanolique du fruit de C. colocynthis, en
mesurant des CMI de 620 pug/mL et 1,25 mg/mL, respectivement. En revanche, les extraits
aqueux et organiques de différentes parties de C. colocynthis (racines, tiges, feuilles, fruits et
graines) inhibent la croissance de E. coli (CMI = 6 umg/mL), C. albicans, C. kreusei, C.
glabrata, et C. parapsilosis (Merzouk et al., 2011 ; Al-Snafi, 2016). En outre, des extraits
organiques de feuilles fraiches : éthanol, chloroforme et éther de pétrole sont plus actifs contre
Escherichia coli, Proteus vulgaris et Staphylococcus aureus, et Iégerement actifs contre
Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhi (Paul, 2008). Les extraits aqueux et hydro-
alcoolique des fruits et des graines de cette plante présentent une activité antibactérienne
contre Pseudomonas aeruginosa (CMI = 200 pug/mL), Escherichia coli (CMI = 200 pg/mL),
Staphylococcus aureus (CMI = 5 mg/mL) et Mycobacterium tuberculosis (CMI = 31,2
mg/mL) et une activité antifongique contre Aspergillus fumigatus et Aspergillus niger, C.
albicans, C. glabrata, C.guilliermondii et C. kreusei (Marzouk et al., 2010 ; Najafi et al.,
2010 ; Mehta et al., 2013 ; Eidi et al., 2015).
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L’¢tude expérimentale de cette thése a été réalisée au laboratoire de recherche Antibiotiques,
Antifongiques : Physico-chimie, Synthese et Activité Biologique (LAPSAB), département de
biologie, Faculté¢ des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de I’Univers
(SNV-STU), Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen. Une partie du travail a été réalisé au
Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt) a Constantine.

La démarche expérimentale de ce travail regroupe deux grandes parties :

= Etude phytochimique des extraits des racines de B. dioica et des fruits de C. colocynthis.
Cette partie consiste a la préparation des extraits aqueux et organiques, au screening
phytochimique, a I’analyse chromatographique RP-HPLC-PDA, et au dosage des
composés phénoliques totaux dans les extraits récupérés.

= Etude des activités biologiques des extraits des plantes étudiees, cette partie repose sur
une évaluation in vitro de I’activité antioxydante en utilisant le test de piégeage du radical
libre DPPH, et du radical ABTS, le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP) et du cuivre
(CUPRAC), le pouvoir antioxydant basé¢ sur 1’effet de phenanthroline, le test de la
capacité antioxydante totale, ainsi que et 1’évaluation de I’effet anti-hémolytique en
mesurant 1’effet cytoprotecteur des extrait sur les globules contre 1’agression radicalaire
induite par le AAPH. L’activité antidiabétique est évaluée par mesure de I’effet des
extraits sur l’activité des enzymes digestives o-glucosidase et a-amylase en point
terminal. L’activité antibactérien et antifongique des extraits préparés a été évaluée par la
méthode de diffusion en milieu solide et la méthode de microdilution en milieu liquide.
L’activité antibiofilm a été évaluée par le test anti-adhésion des bactéries a la surface des

microplagues.
I. Etude phytochimique des racines de la bryone et des fruits de la coloquinte
1. Matériel végetal

Les racines de B. dioica ainsi que et les fruits de C. colocynthis constituent le matériel végétal
de cette étude. Ils sont récoltés a maturité durant le mois de juin 2017 dans la région d’Ain
Sefra, Wilaya de Nadma, Sud-Ouest Algérien. L’identification botanique des plantes espéces
vegétales a eté effectuée au niveau du laboratoire Ecologie et de la Gestion des écosystemes

naturels a I'Université de Tlemcen.

Au laboratoire, le matériel végétal a été nettoyé puis séché a 1’abri de la lumiére et de

I’humidité. Les racines sechees broyées en poudre fine et les fruits concassés soigneusement
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(Figure 07) sont conserveés a 1’abri de la lumiére jusqu’au jour de 1’extraction.

Figure 07 : Matériel végétal : racines broyées de Bryonia dioica (A) et fruits concassés de
Citrullus colocynthis (B)

2. Préparation des extraits

Les racines de B. dioica ainsi que les fruits C. colocynthis ont été utilisés pour la préparation
d’un extrait aqueux, un extrait hydrométhanolique et ses fractions chloroformique, acétate

d’¢éthyle et n-butanol.
2.1. Préparation de ’extrait aqueux

L’extrait aqueux des racines de B. dioica et des fruits de C. colocynthis a été préparé comme
suit ; 10 g du matériel végétal sont mis en macération dans 100 ml d’eau distillée pendant 48
heures a température ambiante et sous agitation. La solution obtenue est filtrée puis
centrifugée, et le surnageant récupéré est évaporé a sec. Les extraits aqueux des racines de B.
dioica (BDRaq) et des fruits de C. colocynthis (CCFaq) obtenus a 1’état secs sont conservés

hermétiquement a 1’abri de la lumiére et a 4°C (Figure 08).

2.2 Préparation de ’extrait eau-méthanol et ces fractions chloroforme, acétate d’éthyle

et n-butanol

La préparation de I’extrait eau-méthanol BDRem et CCFem a été réalisée comme suit ; 10g du
matériel végétal sont mis en macération dans 100 ml du mélange eau-méthanol (30/70 v/v)
pendant 48heures a température ambiante et sous agitation. La solution obtenue est filtrée puis
centrifugée, le surnageant est évaporé a sec, le produit est récupéré dans les parois du ballon
d’évaporation. L’extrait eau-méthanol a subi un fractionnement liquide-liquide en utilisant le

chloroforme, acétate d'éthyle, et n-butanol (Figure 08).
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Matériel végétal

Les racines de B. dioica les fruits de C. colocynthis

!

Macération dans eau/méthanol
30/70
pendant 48 h

l

Filtration et centrifugation

i

Macération dans

aqueux
pendant 48 h

l

Filtration et centrifugation

l

Evaporation a sec et surnageant

Extraction liquide-liquide Evaporation a sec

du surnageant

|

Extrait eau-méthanol
BDRem, CCF Em

Evaporation & sec
Chlorophome (v/v)

Extrait chloroforme
BDRcL, CCF cL

Evaporation a sec
Acétate d’éthyle (VIV) ———— >

N Evaporation a sec
n-butanol (v/v) _

l

Extrait agueux
BDRag, CCF aq

Extrait Acétate d’éthyle
BDRAT, CCF AT

Extrait n-butanol
BDRn.but, CCFn.but

BDRagq : extrait aqueux des racines de B. dioica ; CCF aq : extrait aqueux des fruits de C. colocynthis
BDREM : extrait eau-méthanol des racines de B. dioica ; CCF EM : extrait eau-méthanol des fruits de C. colocynthis
BDRCL : fraction chloroforme des racines de B. dioica ; CCF CL : fraction chloroforme des fruits de C. colocynthis

BDRAT : fraction acétate d’éthyle des racines de B. dioica ; CCF AT : fraction acétate d’éthyle des fruits de C. colocynthis

BDRn.but : fraction n. butanol des racines de B. dioica ; CCFn.but : fraction n. butanol des fruits de C. colocynthis

Figure 08 : Schéma explicatif de la préparation des extraits a partir des racines de Bryonia

dioica et des fruits de Citrullus colocynthis
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3. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage (%), défini le rapport entre la masse

d’extrait obtenu etla masse de la plante seche broyée. Il est calculé selon la formule suivante :
R(%) = (Mo/M1) % 100

R : Rendement exprimé en %.

Mo : Masse en gramme de I’extrait sec récuperé. Mz : Masse en gramme de la matiére végétal
initiale.

4. Screening phytochimique
Dans le but de mettre en évidence la présence de certaines familles des métabolites secondaires
dansles extraits des plantes étudiées, nous avons réalisé des tests phytochimiques spécifiques

basés sur des réactions de coloration, de précipitation, ou des observations sous la lumiére
ultra-violette (Bruneton, 1999 ; Karumi et al., 2004 ; Oloyede, 2005).

« Tanins

La détection des tanins est réalisée par le mélange de 0,5 ml de FeClz a 1% avec 2 ml de
chaque extrait. L’apparition de la couleur verdatre ou bleue-noiratre aprés incubation indique

la présence des tanins.
«» Flavonoides

La présence des flavonoides est mise en évidence par I’ajout de 1 ml de chaque extrait avec 1
ml d’acide chlorhydrique concentré et quelques coupeaux de magnésium. L’apparition d’une

coloration rouge, orange ou rose indique leur présence.
% Quinones libres

La recherche des quinones est effectuée par ’addition de 1 ml de I’extrait avec 0,1 ml de
soudes (NaOH 1%). Leurs présences sont indiquées par 1’apparition de couleur qui vire au

jaune rouge.
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++ Lescoumarines

20 mg de 1’extrait est Solubilisé dans 2 ml de I’eau chaude. La solution obtenue est divisée en
deux volumes égaux dont le premier représente un témoin, le deuxieme est traité avec 0,5 ml
de NH4OH a 10%. L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette UV a 366 nm et

I’apparition d’une fluorescence intense révele la présence de coumarines.
¢ Lessaponines

Test de mousse : Dans un tube a essai, un volume de 10 mL de I’extrait a été bien agité puis
laissé au repos pendant 15 min. une hauteur de mousse persistante supérieure a 1 cm indique

la présence de saponosides.

La réaction de Liebermann-Burchard : A5 mL de chaque extrait, 5 mL d’anhydrideacétique et
quelques gouttes d’H2SO4 concentrée sont ajoutés. L apparition d’une couleur verte ourouge

révele la présence de saponines triterpéniques ou stéroidiens, respectivement
% Lesalcaloides

La mise en évidence des alcaloides a été effectuée par une réaction de précipitation en présence
des réactifs de Mayer et de Wagner. A 1 ml de chaque extrait on ajoute 5ml d’HCL (1%) le
mélange est chauffé au bain marie pendant 10 min, puis la solution obtenue est divisée en deux
volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, 1’autre par le réactif de Wagner.

La formation d’un précipité blanc ou brun respectivement révéle la presence des alcaloides.
% Lesanthraquinones

A 1 ml de chaque extrait, nous avons ajouté 0,5 ml de NH4OH a 10%. L’apparition de la

couleur violette indique leur présence.
s Lescomposés réducteurs

La recherche des composés réducteurs est mise en évidence par le mélange de 1 ml d’extraits
avec2 ml de la solution de Fehling. Aprés incubation au bain-marie a 100°C pendant 8 min

I’apparition d’un précipité rouge brique indiquent leur présence
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5. Dosage de polyphénols et flavonoides totaux
5.1. Dosage de polyphénols
» Principe :

Ce dosage repose sur la méthode colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (Hs3PMO12040). L’oxydation des phénols réduit le Folin-Ciocalteu en un
mélange d’oxydes bleu de tungsténe et de molybdéne. L’intensit¢ de la couleur est
proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés dont 1’absorbance est mesurable

entre 725 et 760 nm (Bonnaillie et al., 2012).
» Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon le protocole de Vermerris et Nicholson.
(2006). Un volume de 0,1 ml de chaque extrait est mélangé avec 2 ml d’une solution de
carbonate de sodium (NaxCOs3) a 2% fraichement préparée, aprés agitation et incubation
pendant 5 min, 0,1 ml du réactifde Folin-Ciocalteu (0.2 N) est ajouté au mélange, I’ensemble
est agité puis incubé pendant 30 minutes a l'obscurité et a température ambiante. L’absorbance
est mesurée au spectrophotométre UV-VIS a une longueur d’onde (A) de 700 nm. Une courbe
étalon a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide

gallique a des concentrations allant de 50 a 1000 pg/ml.

Le taux des polyphénols a été exprimé en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg E) selon la formule suivante :
[Polyphénol]) =a. f/C

a : concentration des polyphénols (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.
f: facteur de dilution (x22).

C : concentration de 1’extrait.
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5.2. Dosage des flavonoides totaux
» Principe

Le taux de flavonoides a été detrminé par la méthode colorimétrique en utilisant le trichlorure
daluminium (AICI3) et la soude (NaOH). Le principe de cette méthode est base sur
I’oxydation des flavonoides en milieu basique et le trichlorure d'aluminium entraine la

formation d’un complexe jaune-orange qui absorbe a 510 nm (Zhishen et al., 1999).
» Mode opératoire

Le dosage de flavonoides a été réalisé selon le protocole décrit par Ardestani et
Yazdanparast. (2007). 500 uL de chaque extrait sont mélangés avec 2 mL d’eau distillée et
150 puL d’une solution de nitrite de sodium (NaNOz) a 15%. Aprés 6 min d’incubation a
température ambiante, 150 pL de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 10% sont ajoutés, le
mélange est incubé pendant 6 min. Ensuite, 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est
ajouté aux tubes et le volume final est ajusté a 5 ml avec de I’eau distillée. Aprés 15 min

d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 510 nm.

Une courbe étalon a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant la catéchine a différentes concentrations allant de 50 & 1000 pg/ml.

Le taux en flavonoides est exprimé en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/mg E) selon la formule suivante :
[flavonoides]) =a. f/ C

a : concentration des flavonoides (ug/ml) déterminée a partir de la courbe étalon.

f: facteur de dilution (x10)

C : concentration de I’extrait.

6. L’analyse chromatographique des composés phénoliques par RP-HPLC-PDA

Les fractions acétate d’éthyle et n-butanol de B. dioica et C. colocynthis, BDRAT, BDRn.but,

CCFat et CCFnbut ont subi une analyse des composés phénoliques par chromatographie

liquide a haute performance en phase inverse (RP-HPLC-PDA), au Laboratoire de Produits
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Naturels, Département de Biologie, Faculté SNV-STU, Université Aboubekr Belkaid-

Tlemcen.

Cette analyse a été effectuée sur une colonne Eclipse ODS Hypersil C1g (150 mm, 4,6 um) a
température ambiante. La phase mobile utilisée a été composée d’eau/acide acétique (solvant
A) et d’acétonitrile (solvant B). Le gradient d’élution a été comme suit : 5 min avec 10% de
solvant B ; 25 min avec 90% de solvant B et 15 min de gradient linéaire de 90% a 100% de
solvant B. Aprés 15 minutes permettant le calibrage de 1’appareil. Le débit été de 1 mL/ min et
le volume d’injection a été de 20 pL. La longueur d’onde utilisée pour 1’identification des
composes est 280 nm basée sur la combinaison entre le tempsde rétention et 1’appariement
spectral (EI Haci et al., 2020).

I. Etude des activités biologiques

1. Activité antioxydante

1.1 Evaluation de Dl’activité antiradicalaire par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH

» Principe

. Le 2,2-DiPhényl-1- Picryl-Hydrazyl (DPPH) et I’un des substrats les plus utilisés en raison
de sa stabilité en forme radicalaire libre et de la simplicité de son utilisation. Le principe de
cette méthode est basé sur la réduction de radical libre DPPH* (forme radicalaire) de couleur
violette par un antioxydant (A-OH) qui cede son hydrogéne a ce radical, ce dernier passe a la
forme DPPH,H (forme non radicalaire) de couleur jaune (figure 09). Le pouvoir
antiradicalaire est proportionnel a la disparition de la couleur violette dans la solution et qui
est mesurable & 515-518 nm (Popovici et al., 2009).
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NO, NO,
. H

O,N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
N02 NOZ

Figure 09 : Réaction de réduction du DPPH par un antioxydant (Kouame et al., 2009).
» Mode opératoire

Le test du DPPH a été détermine selon le protocole décrit par Atoui et al., (2005). Un volume
de 50 pL de chaque extrait a différentes concentrations est mélangé avec 1950 pL de la
solution méthanolique du DPPH fraichement préparée a 25ug/mL. Le mélange est incubé a
I'obscurité pendant 30 minutes. L'absorbance a été mesurée a 515 nm contre un tube blanc qui
contient 50 pL de I’échantillon testé et 1950 uLL du méthanol. Le tube contrdle contient 50 pL
du méthanol et 1950 pL de la solution du DPPH. L’absorbance est mesurée a 515 nm contre

un tube blanc qui contient 2 ml du méthanol.

En parallé¢le et dans les mémes conditions opératoires 1’acide ascorbique, BHA et BHT sont

utilisés comme des contrdles positifs.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du DPPH en tenant compte de la
moyenne de trois mesures obtenues pour chaque extrait selon la formule ci-dessous. Les
résultats sont également exprimés en termes de valeur de 1Cso, qui représente la concentration
de I’extrait responsable de la réduction de 50% de la forme radicalaire du DPPH. Cette
valeur, qui est inversement proportionnelle a I’activité antioxydante, est déterminée a partir de

1I’équation des courbes de régression du DPPH (%) = f (C).

DPPH(%) = (DO contrl) — (DO éch) 100
o (DO contrl)

DPPH (%) : Pourcentage de reduction du DPPH.
DO contrl : Densité optique du tube contrdle.

DO. Ech : Densité optique de Iéchantillon.
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1.2. Piégeage de ’ABTS (2,2’-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid])
» Principe

Pour ce test ’activité antioxydante d’un extrait est est li¢ a sa capacité a inhiber le radical
ABTS™". L’obtention du radical cation résulte de I’oxydation de la molécule stable ABTS avec
le persulfate de potassium, cette formation se traduit par 1’apparition d’une coloration vert
bleu intense. En présence d’un donneur d’hydrogéne (agent antioxydant) le passage de radical
ABTS™ a la forme non radicalaire s’accompagne de la disparition de la coloration qui est

mesurable & 734 nm (Vuolo et al., 2019) (Figure 10).

» Mode opératoire

L'analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage de ’ABTS™, réalisé au centre de
recherche en biotechnologie, a été déterminée selon la méthode de Re et al., (1999) avec
légéres modifications. La solution du radical ABTS™ a été produite par mélange de ABTS 7
mM et du persulfate de potassium 2,45 mM, cette solution est stockée a l'obscurité a
température ambiante pendant 12 h. Avant utilisation, la solution de ’ABTS"" a été diluée
pour obtenir une absorbance de 0,708 + 0,025 a 734 nm. Ensuite, 160 puL de cette solution ont
été ajoutés a 40 pL de solution d’extrait préparé dans du méthanol a différentes
concentrations. Apres 10 min d'incubation, 1’absorbance a été mesurée a 734 nm au lecteur de
microplaques a 96 puits le BHA et le BHT ont été utilisés comme molécules antioxydantes de

référence.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la réduction du radical ABTS™" et
en valeur de ICso déterminée a partir de 1’équation des courbes de régression du ABTS™ (%)
=f(C).
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Figure 10 : Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de H

(Marc et al., 2004).

1.3. Test de pouvoir réducteur du fer

» Principe

Cette technique est basée sur la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe+3)
présent dans le complexe KzFe(CN)g en fer ferreux (Fe+?). L'absorbance du milieu réactionnel

est déterminée a 700 nm. Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des extraits testés (Li et al., 2008 ; Bursal et Koksal, 2011).
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Figure 11 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP au ferricyanure de

potassium KsFe(CN)e

» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été évalué selon la méthode de Karagozler et al., (2008). Dans des
tubes a essai contenant 1 ml de la solution de chaque extrait testé a différentes concentrations,
2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6), et 2,5 ml de ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)e]. Le mélange a été incube a 50°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement des
tubes a température ambiante on ajoute 0,25 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 10%, puis le
mélange a été centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 minutes. Ensuite, 2,5 ml du surnageant
ont été mélangé avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure du fer (FeCls) a 1%.
L’absorbance est mesurée a 700 nm. L’acide ascorbique, BHA et BHT sont utilisés comme

molécules antioxydantes de référence.

Les résultats sont exprimés en absorbance en fonction de la concentration d’extrait, dont la
concentration efficace moyenne (ECso) correspond a une absorbance égale a 0,5. Cette
concentration est déterminée a partir de I’équation des courbes de régression de 1’absorbance

en fonction des concentrations des extraits Absorbance = f (C).
1.4.Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)
» Principe

Le principe de ce test est basé sur la mesure de I’absorbance du cuivre (I)-Néocuproine
produit au cours de la réduction du complexe cuivre (I1)- Néocuproine par les antioxydants

présents dans 1’échantillon (Figure 12), il est caractérisé par sa couleur jaune et son
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absorbance maximale a 450 nm (Apak et al., 2004).

O Q Produit
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Figure 12 : Réduction du complexe chromogene de Cu*-Néocuproine.

» Mode opératoire

La capacité antioxydante réductrice du cuivre des extraits (réalisé au CRBt) a été déterminée
selon la méthode d'Apak et al., (2004). Un mélange réactionnel contenant 40 uL de chaque
extrait a différentes concentrations, 50 uL de CuClz (10mM), 50 uL de la solution du cuivre
(I1)-Neéocuproine (7,5 mM), et 60 pL du tampon acétate d’ammonium (1M, pH 7,0). Apres
une heure d’incubation a temperature ambiante, 1’absorbance est mesurée au

spectrophotometre lecteur de microplaques a 450 nm.
Le BHA et le BHT sont utilisés comme molécules antioxydantes standards.

Les résultats sont exprimés en absorbance en fonction de la concentration, dont la
concentration efficace moyenne (ECso) qui correspond a une absorbance égale a 0,5, a été
déterminée a partir de 1’équation des courbes de régression de 1’absorbance en fonction des

concentrations des extraits Absorbance = f (C).
1.5 Activité antioxydante basée sur la réduction du complexe Fe*?-Phenanthroline
» Principe

Cette technique est basée sur la formation du complexe Fe*?-phénantroline rouge-orangé
suite a une réaction d’oxydoréduction du Fe®" par les antioxydants présents dans I’extrait
vegétal (Figure 13). L’absorbance de ce complexe est mesurable a 510 nm (Szydlowska-
Czerniaka et al., 2008).
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R-OH + Fe¥

1,10 o-phenanthroline

Figure 13 : La formation du complexe chromogéne Fe*?-phénantroline
» Mode opératoire

Le test de phénantroline (réalisé au CRBt) a été effectué selon le protocole de Szydlowska-
Czerniaka et al., (2008). 10 pL de chaque extrait a différentes concentrations est mélangé
avec 50 pL de FeCls (0,2%), 30 uL de phénantroline (0,5%), et 110 uL du méthanol. Apres
incubation a 1’obscurité pendant 20 minutes a 30°C, I’absorbancea été mesuré a 510 nm au
spectrophotometre lecteur de microplaques. Le BHA et le BHT sont utilisés comme

molécules antioxydante standards

Les résultats sont exprimés en absorbance en fonction de la concentration, dont la
concentration efficace moyenne (ECso) qui correspond a une absorbance égale a 0,5, a été
déterminée a partir de 1’équation des courbes de régression de 1’absorbance en fonction des

concentrations des extraits Absorbance = f (C).
1.6. Capacité antioxydante totale CAT
» Principe

Ce test est basé sur la réduction du molybdéne (Mo®*) en molybdéne (Mo®*) par I'extrait de
plante. Cette réduction induit, & pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo®* de

couleur verte ayant une absorbance maximale a 695 nm (Prieto et al., 1999).

» Mode opératoire

0,1 ml de chaque extrait convenablement dilué est combinée dans un tube avec 1ml de la
solution contenant 1’acide sulfurique (0,6 N), le phosphate de sodium (NasPO4, 28 mM) et de
molybdate d’ammonium ((NH4)s Mo07024. 4H20, 4 mM). Les tubes sont incubes a 95°C
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pendant 90 min. Aprés refroidissment des tubes a température ambiante, I'absorbance est
mesurée & 695 nm au spectrophotométre.

La capacité antioxydante totale, déterminée & partir de la gamme étalon de I’acide gallique est
exprimée en microgramme équivalent acide gallique par milligramme d’extrait (ung eq AG/mg

extrait).

1.7. Etude du P’effet cytoprotecteur des extraits de Citrullus colocynthis et Bryonia dioica

sur les globules rouges humain soumis a une agression radicalaire par le AAPH
» Principe

Le test de I’effet cytoprotecteur des extraits sur les globules rouges soumis a une agression
radicalaire induite par le AAPH (2,2"-azobis-2-aminodipropane dihydrochloride) est basé sur
I'oxydation des lipides membranaires des globules rouges ce qui provogue une peroxydation
lipidique. Ce test permet de mettre en évidence la capacite antioxydante d'une molécule ou
d'un extrait végétal en mesurant sa capacité a inhiber I'hémolyse par rapport au témoin, ce qui

signifie sa capacité a protéger la membrane lipidique des globules rouges.

L’agression radicalaire de la membrane lipidique des globules rouges est induite par mise en
contact de la suspension érythrocytaire avec du AAPH. La décomposition thermique de ce
composé génere des radicaux libres (Figure 14) qui attaquent la membrane des globules
rouges. Lorsque les antioxydants endogenes sont consommés, la résistance des globules
rouges diminue, la membrane éclate et I’hémoglobine se retrouve dans le surnageant. Le suivi
de ’hémolyse se fait par spectrophotométrie a 545 nm. La présence d’antioxydant dans le

milieu d’incubation diminue le taux de I’hémolyse (Dai et al., 2006 ; Bessada et al., 2015).

» Mode opératoire

1.7.1 Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang prélevé chez des volontaires sains dans des tubes héparinés est centrifugé a 4000
tr/min, pendant 10min a 4°C le culot de globules rouges résultant est lavé trois fois avec du
tampon phosphate salin PBS (10 mM, pH 7,4) puis dilué pour obtenir une suspension
érythrocytaire de 5%.
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Figure 14 : décomposition thermique d’AAPH (Litescu et al., 2011 ; Werber et al., 2011)

1.7.2 Mesure du taux de I’hémolyse

100 pl de la suspension érythrocytaire (5%) préalablement incubé avec 100 pL de
différentes concentrations d’extrait pendant 15 min a 37°C, a été mélangé avec 200 L de la
solution du AAPH (100 mM). Les tubes sont incubés pendant 3 heures a 37°C, ensuite 8 mL du
PBS a été ajouté au milieu réactionnel et les tubes sont centrifugés a 4000 tr/min pendant 10 min.
I’absorbance du surnageant est mesuré au spectrophotométre a 540 nm. L’acide ascorbique et la

quercétine sont utilisés comme molécules antioxydantes standards (Yuan et al., 2005)

Les résultats de la résistance des globules rouges a ’agression radicalaire induite par le
AAPH en présence et en absence des extraits ou des molécules standards ont été exprimée en
pourcentage du taux de I’hémolyse selon la formule ci-dessous. Ces résultats ont permis de
déterminer la valeur de ICso a partir de I’équation des courbes de régression du taux
d’hémolyse (%) = f (C).

Taux de I’hémolyse (%) = [1- (A schantilon / A controle)]X100

A échantilon : Absorbance de 1’hémoglobine en présence de 1’échantillon (extrait ou
molécules standards)

A controle : Absorbance du control positive qui provoque une hémolyse totale
2. Evaluation de I’activité antidiabétique des extraits de Citrullus colocynthis et Bryonia
dioica

L’activité antidiabétique des extraits de C. colocynthis et B. dioica a éte évalué in vitro en
cherchant leur effet inhibiteur de D’activité des enzymes intestinales a-glucosidase et -

amylase en utilisant la méthode en point terminal.
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2.1. Evaluation de I’effet des extraits sur I’a- amylase

» Principe

L’inhibition de I’a-amylase, responsable de la dégradation des hydrates de carbone au niveau
de I’intestin gréle, limite les pics de I’hyperglycémie post prandiale. L’incubation de 1’a-
amylase avec I’amidon (le substrat) permet son hydrolyse et la libération des sucres
réducteurs. En milieu alcalin et a chaud, I’oxydation des groupements aldéhydes et cétones
libres des sucres réducteurs, provoque la réduction de 1’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)
de couleur jaune-orange en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge-orange qui
absorbe a 540 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de sucres

réducteurs présents dans le milieu (Bernfeld, 1955).
2.1.1. Réactifs utilisés
» Solution de I’a-amylase

L’origine de I’a-amylase utilisée dans notre étude est le pancréas de porc (E.C.3.2.1.1) avec
une activité spécifique de 13Ul/ml. L’optimum de I’activité a- amylasique d’origine porcine

est a pH 6,9 pour une température de 37°C.
» Solution du substrat

Comme substrat, nous avons utilis¢ ’amidon soluble de pomme de terre. Un gramme
d’amidon est dissous dans 100 ml de solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) en
chauffant a une température de 50-70°C sous agitation.

> Solution de I’extrait

Les extraits des deux plantes étudiées sont dissous dans la solution tampon phosphate. Une

gamme de concentrations croissantes a été préparée variant 0,33 et 3,33 mg/ml.
» Solution de ’acarbose

Une solution d’acarbose a différentes concentrations 0,02a 0,66 mg/ml est préparée dans le
tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9).
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Réactif chromogéne 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)

Dans un erlenmeyer, 1 g de I’acide 3,5-dinitrosalicylique est solubilisé dans 40 ml d’ecau
distillée. La solution obtenue est de couleur jaune opaque. En paralléle, nous avons préparé
une solution de NaOH 2N dans laguelle nous avons dissous 30 g de tartrate double sodium /
potassium sous agitation. Une fois les deux solutions sont mélangées, le réactif devient
limpide avec une couleur orange. Le volume final est ajusté a 100 ml avec de I’cau distillée. Le

réactif obtenu est conservé a I’abri de la lumieére et a +4°C.

» Mode opératoire

Une gamme de concentration des extraits a été testé pour son effet inhibiteur de I’activité de
I’a-amylase selon le protocole de Thalapaneni et al. (2008). 200uL de la solution de chaque
extrait (ou du controle positif : Acarbose) est incubé avec 200uL de la solution d’enzyme
pendant 10 min a 37°C. Ensuite, I’addition de 200 uL du substrat (amidon) dans le milieu
réactionnel précéde I’incubation des tubes pendant 15 min a 37°C. Apres cette deuxieéme
incubation, 600 pL du DNSA est jouté dans chaque tube pour arréter la réaction enzymatique
et révéler les sucres réducteurs. Les tubes sont d’abord placés dans un bain-marie bouillant
pendant 8 min, ensuite ils sont placés directement dans un bain d’eau glacée afin de stopper la
réaction par choc thermique entre le maltose et le DNSA. Aprés addition de 1mL d’eau
distillée dans chaque tube la densité optique a été mesurée a 540 nm au spectrophotometre.

Les absorbances mesurées ont permis de calculer le pourcentage d’inhibition (1%) en utilisant la
formule ci-dessous. Ces pourcentages ont permis de déterminer la valeur de ICso a partir de
I’équation des courbes de régression du pourcentage d’inhibition=f(concentration de

I’échantillon)

Inhibition a-amylase (%) = [(Acontr()le - Aéchantillon)/AcontréIe] x 100

A controle - Absorbance de [’activité enzymatique sans inhibiteur.

A échantillon. Absorbance de [’activité enzymatique en présence de l'inhibiteur extrait ou

acarbose.

2.2. Evaluation de P’effet des extraits sur ’a-glucosidase

» Principe

L’hydrolyse du para-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (pNPG) par les a-glucosidases libére
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du glucose et du para-nitrophénol (pNP). Ce dernier, en présence du carbonate de sodium

génere une coloration jaune qui absorbe a 400 nm (Sinéad Lordan et al., 2013).
2.2.1 Réactifs utilisés
» Solution de I’a-glucosidase

Dans cette étude nous avons utilisé 1I’a-glucosidase de Saccharomyces cerivisiae (0,1U/ml),
Sigma-Alderich, (E.C.3.2.1.20) caractérisée par son activité optimale a pH 6,9 eta 37°C.

» Solution du substrat (5 mM)

Le substrat utilisé est le para-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (p-NPG). 15,06 mg est
solubilisé dans 10 ml du tampon phosphate (100mM ; pH 6.9)

> Solution d’extrait

Les extraits de deux plantes étudiées sont dissous dans la solution tampon phosphate. Une

gamme de concentrations croissantes a éte préparée allant de 0,015 jusqu’a 1 mg/mL.
» Solution d’acarbose

L’acarbose utilisé comme controle positif a été préparé dans du tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9)

adifférentes concentrations de 0,078a 5 mg/ml.
» Mode opératoire

L’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits de C. colocynthis et B. dioica sur I’activité de
I’a-glucosidase (réalisé au CRBt) a été effectué selon le protocole de Sinéad Lordan et al.,
(2013). Dans une microplaque a 96 puits, 50 uL de I’extrait et 50 uL du substrat (p-NPG)
préalablement incubés a 37°C pendant 5 min, sont melangés avec 100 pL de la solution
d’enzyme (0,2U/ml). Aprés 30 min d’incubation a 37°C, le carbonate de sodium (100mM) est
ajouté au milieu réactionnel, et I’absorbance du para-nitrophénol généré dans le milieu est

mesure au spectrophotometre lecteur de microplaques a 400 nm.

Les résultats de I’effet des extraits testés sur ’activité de 1’a-glucosidase sont exprimés en
pourcentage d’inhibition calculé selon la formule ci-dessous. Ces pourcentages ont permis de

déterminer la valeur de 1Csg a partir de 1’équation des courbes de régression du pourcentage
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d’inhibition=f (concentration de ’échantillon)

Inhibition a-glucosidase (0/0) = [(Acontréle - Aéchantillon) /Acontréle] x 100

Acontrole : Absorbance de [ activité enzymatique sans inhibiteur
Acchantillon : Absorbance de [’activité enzymatique en présence de ’extrait ou d’acarbose

3. Evaluation de P’activité antimicrobienne des extraits de Citrullus colocynthis et

Bryonia dioica

Les extraits de B. dioica et C. colocynthis ont été testé pour leur activité antimicrobienne sur
des bactéries a Gram positif et a Gram négatif, pour leur activité antifongique en utilisant la
souche Candida albicans, et pour leur activité antibiofilm en utilisant le test anti-adhésion des

bactéries a la surface des microplaques.

Cette étude a été réalisée sur des souches bactériennes de référence disponibles au niveau du
laboratoire de recherche LAPSAB (Tableau 06). Nous avons utilisé en premier lieu la
méthode de diffusion sur milieu solide (gélose) en particulier la méthode des disques. Les
extraits qui présentent des zones d’inhibition remarquables au cours de la méthode des
disques, seront testés par la méthode des dilutions en milieu liquide afin de déterminer les
Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI).
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Tableau 06 : Les souches bactériennes et levures utilisées pour I’évaluation de

I’activité antimicrobienne

Souches

Citrobacter freundii ATCC 8090

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Escherichia coli ATCC 8739

Bactéries a

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Gram négatif

Salmonella typhimurium ATCC 13311

Proteus mirabilis ATCC 35659

Acinetobacter baumanii ATCC 19606

Enterobacter cloacae ATCC 13047

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Enterococcus faecalis ATCC 49452

Bactéries a Bacillus cereus ATCC 25921
Gram positif Bacillus subtilis ATCC 6633
Micrococcus luteus ATCC 9341
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Candida albicans ATCC 10231
Levures

Candida albicans 1P444

Candida albicans  ATCC26790

3.1. Méthode de diffusion sur gélose : Méthode des disques

L'activité antibactérienne des extraits a été testée par la méthode standard de diffusion sur
disque d’écrite par CLSI M07-A9-2012. La turbidité de la suspension bactérienne doit étre
normalisée austandard 0,5 McFarland (ce qui correspond & environ 108 UFC/ ml) mesurée au
spectrophotomeétre a 625 nm pour une absorbance comprise entre 0,08 et 0,13. Les suspensions

ajustées représentent 1’inoculum.

Des disques en papier buvard 6 mm de diamétre stériles imprégnés de 10 puL de I’extrait & une
concentration finale de 512 pg/disque, sont déposés délicatement sur les milieux solides dans

une boite préalablement ensemencée par inondation sur milieu Mueller-Hinton et inoculées

par les souches bactériennes. La gentamicine est utilisée comme contrdl positif.

Les boites sont ensuite incubées pendant 24h a 37°C. La lecture a été réalisée par la mesure
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des diamétres des zones d’inhibition autour des disques (mm) en prenant la moyenne de trois

mesures différentes.

Une échelle de diametres des zones d’inhibition (mm) permet de distinguer I’effet
antibactérien Lee et al., (2007) ;

Diamétre < 6,4 mm — aucune activité antibactérienne ;

Diamétre entre 6,5 et 6,9 mm — faible activité antibactérienne ;

Diamétre entre 7 et 7,9 mm — activité antibactérienne moyenne ;

Diamétre > 8 mm — activité antibactérienne importante.
3.2. Méthode des dilutions sur milieu liquide

La concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits présentant une activité antibactérienne
par la méthode de diffusion sur disque a été déterminée avec la méthode de microdilution sur
milieu liquide selon la recommandation de CLSI M07-A8 2009.

Une gamme de concentrations décroissantes des extraits allant de 10 a 0,019 mg/mL a été
préparée. 100 pL de chaque dilution ont été déposes dans les puits des microplaques. Les
premiers puits de la microplaque sont utilisés comme contréles négatifs, remplis uniqguement
par le milieu de culture. Tandis que le dernier puits représente le contrble positif, rempli
uniquement par la suspension bactérienne. 100 pL de chaque concentration de 1’extrait ont été
incubés avec 100 pL de I’inoculum contenant 10° cellules/mL préparé dans le bouillon
Mueller Hinton liquide pH de 7,2+0,2.

La lecture des résultats est effectuée a 1’ceil nu apres 24h d’incubation a 37°C. la CMI
correspond a la concentration de D’extrait test¢ pour laquelle aucun trouble visuel n’est

observé.
3.3. Evaluation de ’activité antifongique

L’évaluation de I’activité des B. dioica et C. colocynthis vis-a-vis des levures a été réalisée
par la méthode de diffusion sur milieu solide inspirée a partir d’une technique standardisée
par le CLSI (Espinel-Ingroff, 2007). Le milieu de culture utilisé est le milieu de Mueller
Hinton + 2% de glucose + 0,5 pg/mL de bleu de méthyléne a pH de 7,4. L’inoculum
équivalent au 0,5 McFarland a été prépare selon les mémes étapes que celles décrites pour les

bactéries sauf que I’absorbance a été de 1’ordre de 0,12-0,15 lue a une longueur d’onde de 530
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nm. L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage. Les disques ont été déposés apres
séchage. Les boites ont été incubées a 35°C pendant 24h. La lecture a été réalisée de la méme

facon que celle décrite pour les bactéries.

L’étude de la CMI de la levure a été procédée de la méme maniere que celles des bactéries,
sauf que le milieu de culture était le RPMI 1640. L’inoculum a été ajusté a une absorbance
entre 0,12 4 0,15 lue & 530 nm, ce qui correspond & un inoculum équivalent & 1-5 10° UFC. La

lecture a été réalisée de la méme fagon que celle décrite pour les bactéries.
3.4. Evaluation de I’activité antibiofilm : Test anti-adhésion des bactéries

L'adhésion est une étape nécessaire a la formation de biofilm (Guo et al., 2021). Dans ce but
nous nous sommes intéressés a évaluer 1’effet anti-adhésion des extraits de C. colocynthis et
B. dioica sur Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Listeria
monocytogenes ATCC 15313, en mesurant leur capacité a inhiber 1’adhésion de ces souches a
la surface des microplaques (polystyréne). Cette activité a été réalisée selon le protocole de
Agarwal et al., (2011) et Aissaoui et al., (2021).

La concentration de la suspension bactérienne doit étre fixée a 108 UFC/ mL et mesurée au
spectrophotometre a 620 nm. La densité optique des cellules adhérentes a été déterminée dans
des microplaques en polystyreéne a 96 puits. Les premiers puits de la microplaque sont utilisés
comme contréles négatifs, remplis uniquement par le milieu de culture. Tandis que le dernier

puits représente le contrdle positif, rempli uniquement par la suspension bactérienne.

100 uL des différentes concentrations d’extraits ont été incubés avec 100 pL de la suspension
bactérienne pendant 03 heures a 37°C. Apres incubation, le contenu a été aspiré et les puits
ont été lavés 3 fois avec del’eau distillée stérile afin d’éliminer les cellules non adhérentes.
Les cellules adhérées ont été fixées dans du méthanol pendant 30 min, ensuite ont été
colorées par addition de 200 uL du cristal violet (0,5%) pendant 1 min. Aprés coloration et
séchage des microplaques la détermination des cellules adhérées a la surface de microplaques
est assurée par 1’addition de 200 pL de la solution de décoloration (éthanol / acétone, 80 :20
%) dans chaque puits pendant 15 min. en suite I'absorbance est mesurée a 595 nm au lecteur

de microplaque.
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Les résultats de D’effet anti-adhésion bactérienne des extraits testés sont exprimés en

pourcentage d’inhibition calculé selon la formule suivante ;

Effect anti-adhesion (%) = [(Acontrole - Aéchantillon) /Acontrole] X 100
4. Analyses statistiques
Toutes les expériences ont été répétées trois fois (n=3). Les résultats sont exprimés par le
calculde la moyenne £ ESM (erreur standard de la moyenne). La différence entre les valeurs

moyennes des résultats a été analysée par le test de Student «t» pour une probabilité p <
0,05.

La différence entre deux moyennes est

Significative : P < 0,05 (*)
Trés significative : P < 0,01 (**)
Hautement significative : P < 0,001 (***)
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I. Etude phytochimique

1. Caractéristiques des extraits des racines de la bryone et des fruits de la coloquinte

La préparation des extraits des deux plantes étudiées a été realisée par macération. Apres
évaporation a sec du solvant d’extraction (eau, solvant organique) les différentsextraits sont
récupéres sous forme solide (poudre ou pate). Le tableau 07 résume quelques caractéristiques

de ces extraits.

Tableau 07 : Caractéristiques des extraits des racines de Bryonia dioica et des fruits de
Citrullus colocynthis

Extraits Rendement Couleur Aspect Solubilité
(%)
L2 Aqueux 11 Marron Poudre _Equ,
IS distillée
C
o) Eau-méthanol 10 Marron Poudre _Equ,
% distillée
> Chloroforme 18,5 Marron Poudre méthanol
> P
= Acétate R Eau
g déthyle 1,65 Marron/sombre Pate distillée
o Eau
n- butanol 3 Marron Poudre e
distillée
Aqueux 12,5 Marron Poudre .E"?‘u,
distillée
.8 , Eau
=) Eau-méthanol 8,26 Marron Poudre distillé
S istillée
-g Chloroforme 17,5 Marron Poudre Méthanol
e Acétate Eau
>
= déthyle 15 Marron/sombre Pate distillée
n-butanol 1,92 Orange Poudre _Egu,
distillée

D’apres ces résultats On remarque que 1’extrait chloroformique des fruits de C. colocynthis
donne le rendement le plus élevé, environ 18,5% suivi par L’extrait chloroformique des
racines de B. dioica 17,5%. Tandis que les fractions acétate d’éthyle (E/Ac) des racines de
B. dioica et des fruits de C.colocynthis présentent les rendements le plus faible 1,5% et 1,65 %
respectivement. Les extraits des C. colocynthis sont récupérés avec un meilleur rendement par

rapport aux extraits des racines de B.dioica & I’exception de 1’extrait aqueux.
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2. Screening phytochimique

L’apparition d’une coloration ou précipitation voire floculation par le biais de certains réactifs
specifiques utilisés, témoigne de la présence de certaines familles de composés chimiques
dans les extraits testés. Les résultats de I’analyse phytochimique qualitative des différents

extraits des deux cucurbitacées étudiées sont représentés dans le tableau 08.
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Tableau 08 : Screening phytochimique des extraits des racines de Bryonia dioica et des fruits

de Citrullus colocynthis

Citrullus Colocynthis

Bryonia dioica

<) [<B)
< I £ v vl © x S| Ela= Q
> L o = c S = S |8 > S
[} > © Y— +— [+ [<F} > © Y= (5 C -
> T = =) oS =] > T C o @ X3 S
= w g S 2 L 9 o| Wyl 5 éE) = 2
< £| = o & | < £ = L
O (@)
" Catéchiques + ++ + ++ ++ ++ ++ + ++ | +++
c
=
©
= .
Galliques - - - - - + + _
Flavonoides ++ + + + + + ++ + + -+
Coumarines + - - - - - - - - -
Triterpéniques + ++ ++ ++ ++ ++ ++ |+ |+t
(%)
Q z e g
= Stéroidiques - - - - - - - - - .
o
(o
5+
wn
Hauteur de lamousse
0,5 0,7 0,8 0,5 14| 081 11 18| 1 14
(cm)
(%) M r - - - - - - - - - -
3 aye
o
{3+
2
< Wagner - - - - - - - - - -
Quinones libres ++ + + + + ++ + + + +
Anthraquinones - - - - - - - - - -
Sucres réducteurs + - - - + - - - -

(-): absent, (+): présent, (++): fortement présent.

Le screening phytochimique des différents extraits a révélé la présence des tanins catéchiques,

flavonoides,

saponines triterpéniques, quinones libres,

et I’absence des saponines

stéroidiques, alcaloides et des anthraquinones dans I’ensemble des extraits. Seuls les extraits

hydro-méthanole et acétate d’éthyle des racines de B. dioica se caractérisent par la présence de

tanins Galliques.
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3.Teneur en polyphénols et en flavonoides totaux

La teneur en polyphénols et flavonoides totaux a été quantifiée par la méthode
spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu et le trichlorure daluminium
(AICI3), respectivement. Les résultats obtenus sont exprimés en microgrammes équivalent
acidegallique par milligramme d’extrait (ug eq AG/mg E) et en microgrammes équivalent de
catéchine par milligramme d’extrait (Ug eq Cat /mg E) respectivement. En utilisant 1’équation
de la régressionlinéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et de la catéchine, figure
14 et 15

y =0,001x y = 0,0011x
E 1 R?=0,9938 £ R?=0,9906
S «
a ~
0 0'5 (0
g g
£ &
2 2
s O ]
8 2 0 500 1000
2 0 500 1000 2

Concentration (ng/mL) Concentration (ug/mL)
Figure 14 : Courbe étalon de la catéchine. Figure 15 : Courbe étalon de I’acide gallique.

Le tableau 09 résume les teneurs en phénols et en flavonoides totaux déterminés dans les

extraits de B. dioica et de C. colocynthis.

Selon les résultats obtenus dans le tableau 09 nous avons remarqué que les teneurs en
polyphénols et en flavonoides totaux varient considérablement entre les extraits des deux
cucurbitacées étudiées et méme entre les différents extraits au sein de la méme plante. On
remarque que les fractions n-butanol et acétate d’¢thyle des racines de B. dioica renferment les
tauxles plus élevés en polyphénols totaux et en flavonoides, 540,27+21,32 ug eq AG/mg E ;
126,3+7,75 pg eq Cat /mg E et 513,63+9,30 pug eq AG/mg E ; 116+6,5 pug eq Cat/mg E,
respectivement. L’extrait hydro-méthanole de cette plante renferme un taux considérable en
polyphénols et en flavonoides il est de 300,9+8,44 ug eq AG/mg E et 74,3£1,53 pgeq Cat/mg
E, respectivement. Les fractions n-butanol et acétate d’éthyle des fruits de C. colocynthis
présentent des taux moins importants 260,61£13,88 et 220+£5,95 ng eq AG/mg E de
polyphénols ; 77,743,01 et 73,03+2,05 pug eq Cat/mg E respectivement. L’extrait
chloroformique des deux cucurbitacées renferme toujours les faibles taux en composés

phénoliques.
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Tableau 09 : Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux des extraits de Bryonia

dioica et de Citrullus colocynthis.

Extrait Polyphénols totaux Flavonoides totaux
(ng eq AG/mg E) (ng eq Cat /mg E)
Aqueux 150,6+11,22 53+2,64
) Eau-méthanol 203,9448,97 60,33+2,52
Citrullus
Chloroforme 117,27+5,68 42,4+1,44
colocynthis Acétate d'éthyle 222.72+4,54 73,03+2,05
n-butanol 260,61+13,88 77,7£3,01
Aqueux 220+5,95 67,3+5,68
Eau-méthanol 300,9+8,44 74,3£1,53
Bryonia Chloroforme 156,36+8,02 55,6+3,51
dioica Acétate d'éthyle 513,63+9,30 116+6,5
n-butanol 540,27+21,32 126,3+7,75
Erreur standard (ES) (n=3).

4. ldentification des composes phénoliques par RP-HPLC-PDA

L’analyse chromatographique par RP-HPLC-PDA a était appliquée pour les fractions n-
butanol et acétate d’éthyle de B. dioica (racines) et de C. colocynthis (fruits)ayant présentés
des résultats importants concernant les activités biologiques testés. Les chromatogrammes

obtenus a 280 nm sont representés dans les figures 16, 17,18 et 109.

Un nombre important de molécules a été détecté dans les extraits de la bryone avec
I’identification de six composants. Il s’agit de deux flavonoides : la rutine la quercétine ; et
trois acides phénoliques : acide syringique, acide férulique, acide p-coumarique. Dans les
fractions de la coloquinte, I’analyse chromatographique a identifié la présence d’un acide

phénolique c’est I’acide férulique, et la rutine comme flavonoide.

Il s’est avéré que l'acide férulique est le composé majoritaire, il est détecté dans les quatre
fractions des deux plantes et c’était le plus abondant dans les fractions n-butanol des deux
cucurbitacées. La fraction acétate d’éthyle de la bryone est riche en composés phénoliques,
en particulier des acides phénoliques comme, I’acide p-coumarique, 1’acide férulique et

I’acidesyringique, elle renferme également deux flavonoides : la rutine et la quercétine
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Figure 16 : Chromatogramme de la RP-HPLC-PDA de la fraction acétate d’éthyle

de B. diocTa
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Figure 17 : Chromatogramme de la RP-HPLC-PDA de la fraction n-butanol de B. dioica
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Figure 18 : Chromatogramme de la RP-HPLC-PDA de la fraction acétate d’éthyle de
C. colocynthis
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Figure 19 : Chromatogramme de la RP-HPLC-PDA de la fraction n-butanol de

C. colocynthis.
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I. Les activités biologiques des extraits de B. dioica et de C. colocynthis

1. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des extraits de B. dioica (racines) et de C. colocynthis (fruits) a éte
évalué in-vitro en utilisant six tests différents : le test de piégeage du radical libre DPPH et du
radical ABTS, le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP) et du cuivre (CUPRAC), le pouvoir
antioxydant basé sur I’effet de phenanthroline, le test de la capacité antioxydante totale, ainsi
que et I’évaluation de I’effet anti-hémolytique en mesurant I’effet cytoprotecteur des extraits

sur les globules contre 1’agression radicalaire induite par le AAPH.
1.1. Effet antiradicalaire des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur le DPPH

Les résultats indiqués dans les figures 20 représentent les pourcentages de réduction de DPPH
en fonction des concentrations croissantes des extraits et des molécules standards utilisées.

Les valeurs de ICso déterminées sont représentées dans le tableau 10.

< BHA OBHT acide ascorbique
100 - A
X
T
o
a
2 50 - y = 24,408In(x) + 41,426
) R? =0,9809
=
% y =20,575In(x) + 19,14
5 R2=0,9777
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Cencentration (pg/mL)
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O Extarit aqueux O Extrait eau-méthanol Extarit chloroformique

B

y = 23,505In(x) + 24,807
R*=0,9904

X Extarit d'acétate d'étyle X Extarit n-butanol
100

y = 22,632In(x) + 20,836
R?=0,9874

< y = 11,105In(x) + 9,4077
R2=0,9753

y = 11,736In(x) + 4,0466
R?=0,9953

Inhibition DPPH (%)

y =17,164In(x) - 36,469
2 _
0 R?=0,995
0 100 200 300 400
Concentration (ng/mL)

< Extrait aqueux O Extrait eau-méthanol Extarit chloroformique C

X Extarit acétate d'étyle X Extrait n-butanol
100 y = 16,333In(x) - 18,666
R2=0,9936
y =20,463In(x) - 42,027
R?=0,9773
y =19,77In(x) - 50,456
R?=0,9844
y = 20,56In(x) - 59,413
R?=0,9747

Inhibition DPPH (%)

y =20,531In(x) - 65,184
R?=0,9816

0 100 200 300 400
Concentration (ng/mL)

Figure 20 : Effet antiradicalaire sur le DPPH exprimé en pourcentage de réduction en
fonction des concentrations des molécules antioxydantes de références (A) et les extraits de
Bryonia dioica (B) et de Citrullus colocynthis (C).
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Tableau 10 : Effet antiradicalaire des molécules antioxydantes de références et des extraits de
B. dioica et de C. colocynthis sur la réduction du DPPH exprimé en valeurs de ICsp (pg/mL)

I1Cso (ug/mL)
, Acide
Aqueux iaéltjr_\anol Chloroforme (?Z;:?/ﬁz n- butanol Ascorbique BHA
Citrullus 200,76x| 147,41+ | 274,28+ | 89,29+ 65,09+
colocynthis 9,49 2,21*** | 13 51** | 1,41*** 8,4**

+
Bryonia | 49,01%| 4398+ | 17143+ | 4+ | 327+ | 1,260,01 166014-

dioica 0,3 1,33** 3,6%* | 0,03*** 0,05***

(%) : Erreur standard (ES) (n=3).

Comparaison entre les extraits et le BHA ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative.

Les résultats illustrés dans la figure 20 montrent une augmentation proportionnelle des
pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations des molécules de référence et des

extraits des fruits de C. colocynthis et des racines de B. dioica.

A une concentration de 10 pg/mL, les molécules de références : acide ascorbique et BHA ainsi
que D’extrait n-butanol et I’extrait acétate d’éthyle des racines de B. dioica révélent une
activité antiradicalaire importante avec un pourcentage de réduction de DPPH de 98,69 % ;
98,43 % ; 81,01 % et 76,36 %, respectivement. Tandis qu’a-forte concentration 300 pg/mL le
pourcentage d’inhibition est de ’ordre de 70,76 % ; 71,82 % et 62,02 % pour les extraits
aqueux, hydro-méthanole et la fraction du chloroforme des racines de B. dioica passant de

52,42 a 75,1 ug/mL pour les extraits des fruits de C. colocynthis.

Les résultats des valeurs de ICso représentés dans le tableau 10 montrent que 1’extrait n-
butanol des racines de B. dioica renferme une activité antiradicalaire trés élevee avec une 1Csg
de 3,27 pg/mL, cette valeur est proche de celle de I’acide ascorbique 1,26 pg/mL et du BHA
1,61 ug/mL. De méme, ’extrait acétate d’éthyle des racines de B. dioica montre une ICsg
égale a 4 ug/mL. Cependant les autres extraits des racines de B. dioica et des fruits de C.

colocynthis ont révelé des valeurs de 1Cso supérieurs a 40 pg/mL.

63



Résultats et interprétation

1.2. Effet antiradicalaire des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur PABTS

Dans cette méthode, la détermination de ’activité antioxydante est basé sur la capacité des
extraitsdes deux cucurbitacées a inhiber le radical ABTS™". Par des dilutions en cascade des
différents extraits a tester ainsi que les antioxydants de référence, Une gamme de
concentrations allant de 10a 200 pg/mL a été faite. Les absorbances obtenues ont permis de
tracer des courbes logarithmiques avec R2 compris entre 0,95 et 0,98 (Figure 21). Cette

activité est aussi exprimée par la valeur ICso qui est correspond a la concentration qui assure
la réduction de 50% du radical ABTS (Tableau 11).
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Figure 21 : Effet antiradicalaire sur I’ABTS exprimé en pourcentage de réduction en
fonction des concentrations des molécules antioxydantes de références (A) et les extraits de
Bryonia dioica (B) et Citrullus colocynthis (C).

A 200 pg/mL, les molécules antioxydantes de références : BHA et BHT ainsi que les
fractions n-butanol et acétate d’éthyle des racines de B. dioica ont montré un effet
antiradicalaire puissant sur I’ABTS avec des pourcentages d’inhibition de 95,39 % ; 96,68 % ;
89,29 % et 89,02 %, respectivement. A cette méme concentration (200 pg/mL), le

pourcentage d’inhibition des extraits des fruits de C. colocynthis arrive a 68%.

Les valeurs de ICso représentées dans le tableau 11 montrent que les fractions n-butanol (3,13
ug/mL) et acétate d’éthyle (5,45 pg/mL) présentent 1’effet le plus puissant. Leurs valeurs de
ICso sont proches de celle des molécules antioxydantes de références BHA (1,81 pg/mL) et
BHT (1,29 pg/mL). Cependant, I’extrait chloroformique et aqueux des racines de B. dioica
ainsi que les extraits des fruits de C. colocynthis ont des valeurs de ICso supérieure a 47
pug/mL.
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Tableau 11 : Effet antiradicalaire des molécules antioxydantes de références et des extraits de

de B. dioica et de C. colocynthis sur la réduction de I’ABTS exprimé en valeurs de 1Csg

(Hg/mL).
I1Cso (Mg/mL)
Aqueux | Chloroforme Acetate | 1 ianol BHA BHT
d'éthyle
Citrullus | 134,91+ | 159,12+ | 86,87+ | 77,43
colocynthis 4,3 2,1** 1.26*** |  3,36**
Bryonia 4726+ | 12224+ 5,45+ 313+ | 1,81+0,10| 1,29+0,30
dioica 4,94 4,3%* 0,15%** | 0,54***

(%) : Erreur standard (ES) (n=3), Comparaison entre les extraits et le BHA ** p < 0.01 trés significative,

**% p <0.001 hautement significative.

1.3.Effet des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur la réduction du fer

Ce pouvoir se traduit par la réduction du fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux (Fe?*) en présence
de molécules antioxydantes dans 1’échantillon testé. La quantité du Fe?* formé est suivie par la
mesure de I’absorbance a 700 nm. Par des dilutions en cascade des extraits ainsi que les
antioxydants de référence, une gamme de concentrations allant de 10 jusqu’a 300 pg/mL a été
préparé. Lesvaleurs de densité optique ont permis de tracer des courbes logarithmiques ayant
R? compris entre 0,97 et 0,99 (Figure 22). Les résultats sont également exprimés en
concentration efficace ECso qui correspond a la concentration des molécules de références et
extraits ayant une absorbance de 0,5 a 700 nm (tableau 12).

Selon les résultats représentés dans la figure 22, on remarque que le pouvoir réducteur du fer
est proportionnel & la concentration des extraits et des molécules de références testées. A une
concentrationde 100 pg/mL, les absorbances enregistrées dans les extraits des deux plantes

étudiées varient entre 0,32 et 1,49.

Les résultats des concentrations efficaces moyenne ECso représentées dans le tableau 12
montrent que les fractions n-butanol (24,92 ug/mL) et acétate d’éthyle (27,02 pg/mL) des
racines de B. dioica sont les plus puissantes par rapport aux autres extraits et par rapport aux
extraits de C. colocynthis. Leur pouvoir réducteur du fer dépasse significativement I’effet du

BHT (54,17 pg/mL). Cependant, les autres extraits des deux cucurbitacées ont révéle des

66



Résultats et interprétation

valeurs de ECso supérieures a celles des molécules de références.
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Figure 22 : Pouvoir réducteur du fer des molécules antioxydantes deréférences (A) et des

extraits des racines de Bryonia dioica (B) et de Citrullus colocynthis(C)

Tableau 12 : Pouvoir réducteur du fer des molécules antioxydantes de références et des

extraits de B. dioica et de Citrullus colocynthis exprimé en valeurs de ECso (ug/mL).

I1Cs0 (ug/mL)

Aqueux
Eau-méthanol
Chloroforme

Acétate

d'éthyle

n-butanol
BHA
BHT

Citrullus 241+ | 130,75+ | 277,58+ | 119,37+ | 99,7+

colocynthis | 30,95 | 2,35%** | 7,92%** | 9 73** 5,46**
* 14,53+5,76 | 54,17%1,76

Bryonia 93,6+ | 74,98+ | 154,95+ | 27,02+ 24,92+
dioica 5,12 | 2,69*** | 2,11** | 1,6*** 0,98**
*

(%) : Erreur standard (ES) (n=3), Comparaison entre les extraits et le BHA ** p < 0.01 trés significative, *** p
< 0.001 hautement significative
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1.4. Effet des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur la réduction du cuivre

Cette activité se traduit par la réduction du complexe Cu?*-Néocuproine en Cu*-Néocuproine

(450 nm) en présence de molécules antioxydantes.

Les résultats obtenus concernant le pouvoir réducteur du cuivre des extraits de C.

colocynthis et B. dioica sont représentés dans la Figure 23 et le tableau 13.

Dans cette figure on remarque que le pouvoir réducteur du cuivre augmente proportionnellement
a la concentration des extraits et des molécules de références. A la concentration de 25 pg/mL,

les absorbances des extraits varient entre 0,73 et 2,36.

Suivant les résultats de la concentration efficace CEso représentés dans le tableau 13 nous
remarquons que les fractions n-butanol et acétate d’éthyle des racines de B. dioica ont
enregistré un fort pouvoir réducteur du cuivre par rapport au reste des extraits, ils ont affiché
de faibles valeurs de ECso 7,38 pug/mL et 8,87 pg/mL, respectivement. Ces valeurs restent
meilleures que celle du BHT (9,62 pg/mL) et proche de celle du BHA (3,64 pg/mL).

Les fractions n-butanol et acétate d’éthyle de C. colocynthis ont également révélé un pouvoir
réducteur du fer mais qui reste faible par rapport a 1’effet de la bryone. Les valeurs de EC50

déterminées pour ces fractions sont 19,41 pg/mL et 26,63 pg/mL, respectives.

Les autres extraits des deux plantes étudiées ont présenté des valeurs de ECsq supérieures a 27

pg/mL.
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Figure 23 : Pouvoir réducteur du cuivre des molécules antioxydantes de références (A) et des
extraits des racines de Bryonia dioica (B) et de Citrullus colocynthis(C)
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Tableau 13 : Pouvoir réducteur du cuivre des molécules antioxydantes de références et des

extraits de B. dioica et de Citrullus colocynthis exprimé en valeurs de ECsg (ug/mL).

ECso (Mg/mL)
Aqueux |Chloroforme A:gétate n-butanol BHA BHT
d'éthyle
Citrullus 51,6+ 57,69+ 26,63+ | 19,41+
colocynthis | 6,56 2,08%%% | 343%xx | 1 Q4rr
Bryonia 27,31+ 40,7+ 8,87t 7,38+ 3,64+0,19 | 9,62+0,87
dioica 3,79 6,51** 2,49%** 2,96***

(%) : Erreur standard (ES) (n=3), Comparaison entre les extraits et le
BHA ** p <0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative.

1.5 Effet des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur la réduction la réduction du

complexe Fe*?-Phenanthroline

Le test phénantroline est basé sur la formation d’un complexe Fe*?/phénantroline. Le Fe*? est
le résultat de la réduction de Fe*™® en présence de molécules antioxydantes dans 1’échantillon

testé.

La Figure 24 et le tableau 14 regroupent les résultats du pouvoir réducteur du complexe

Fe*?/phénantroline des extraits de la coloquinte et de la bryone.

Suivant les résultats obtenus nous avons remarqué que I’effet réducteur du fer augmente
proportionnellement a la concentration des extraits. A 50 pg/mL les extraits des fruits de
Citrullus colocynthis et les racines de Bryonia dioica assurent des absorbances qui varient
entre 0,38 et 0,66.

Les valeurs des concentrations efficaces moyennes CEsp illustrées dans le tableau 14 montrent
que I’ensemble des extraits présentent des valeurs significativement supérieures (variables
entre 22 et 86 pg/mL) a celles des molécules antioxydantes de références, le BHA et le BHT
qui ont enregistré 0,93de pg/mL et 2,24 pg/mL, respectivement. Les fractions n-butanol et
acétate d’éthyle des racines de Bryonia dioica ont revélé des valeurs de CEso plus faibles

comparativement aux autres extraits, elles sont de I’ordre de 22,1 pg/mL et 31,29 pug/mL
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Figure 24 : Pouvoir réducteur du complexe Fe*?/phénantroline des molécules antioxydantes
de références (A) et des extraits de Bryonia dioica (B) et de Citrullus colocynthis(C)

Tableau 14 : Pouvoir réducteur du complexe Fe*?/phénantroline des molécules antioxydantes

de références et des extraits de B. dioica et de Citrullus colocynthis exprimé en valeurs de

ECso (ug/mL).
ECso pg/mL
Extraits Aqueux | Chloroforme gcgi:]a;lee n-butanol BHA BHT
Citrullus | 86,33% 101,12+ 58,75+ 39,04+
colocynthis | 6,94 4,69** 2,04%** 5,36** | 0,93+0,07 2,24+0,17
Bryonia 54,71+ 80,64+ 31,29+ 22,1+
dioica 2,97 5** 3,39** 5,8***

(%) : Erreur standard (ES) (n=3) , Comparaison entre les extraits et le
BHA ** p < 0.01 trés significative, *** p < 0.001 hautement significative.
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1.6. Capacité antioxydante totale CAT

Les résultats de la capacité antioxydante totale des extraits de C. colocynthis et B. dioica
exprimée en microgrammes équivalent acide gallique par milligramme d’extrait (ug eq

AG/mg E), sont representés dans la Figure 25 et le tableau 15.

Les résultats illustrés dans le tableau 15 affichent des variations considérables de la capacité
antioxydante totale (CAT) entre les extraits des deux plantes étudiées et méme entre les
différents extraitsau sein de la méme plante. Les fractions n-butanol et acétate d’éthyle des
racines de B. dioica suivis par I’extrait hydro-méthanol ont montré le meilleur résultat de la
capacité antioxydante totale qui est de 1’ordre de 194,03+4,46 pug eq AG/mg E, 155,56+3,28
ug eq AG/mg E et 137+£3,45 ng eq AG/mg E, respectivement. Les fractions n-butanol et
acétate d’éthyle des fruits de Citrullus colocynthis présentent une activité réductrice moins
importante 123,97+5,45 ng eq AG/mg E et 114.89+3,67 ug eq AG/mg E respectivement. Pour

les autres extraits 1’activité réductrice reste faible.

1.6 y = 0.2847In(x) - 0.6659
R2=0.98
1.2 R O
A g

0.8
0.4

0
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Figure 25 : Courbe étalon de I’acide gallique
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Tableau 15 : Capacité antioxydante totale des extraits de Citrullus colocynthis et Bryonia

dioica
. Capacité antioxydante totale
Extraits (ng eq AG/mg E)
Aqueux 72,24+5,13
Eau-méthanol 103,54+2,67
Chloroforme 47,6+1,38
Citrullus colocynthis ] -
Acétate d'éthyle 114,89+3,67
n-butanol 123,97+45,45
Aqueux 111,38+2,91
Eau-méthanol 137+3,45
Chloroforme 67,62+2,24
Bryonia dioica . .
Acétate d'ethyle 155,56+7,28
n-butanol 194,03+4,46
(%) : Erreur standard (ES) (n=3).

1.7. Effet cytoprotecteur des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur les globules rouges

soumis a une agression radicalaire par le AAPH

Les résultats obtenus concernant 1’effet des extraits sur l’inhibition de I’hémolyse des
globules rouges soumis a une agression radicalaire par le AAPH sont indiqués dans le tableau
16.

Nous avons remarqué une augmentation proportionnelle du taux d’inhibition d’hémolyse en
fonction de 1’augmentation des concentrations des extraits des fruits de C. colocynthis et des
racines de B. dioica. A une concentration de 100 pg/mL, les molécules antioxydante de
références : acide ascorbique et quercétrine ainsi que les fractions n-butanol et acétate
d’éthyle des racines de B. dioica révélent un effet protecteur interessant avec une inhibition
d’hémolyse qui atteint 68,63% ; 58,75% ; 68,13% et 66,13% respectivement. Suivis par la
fraction n-butanol de C. colocynthis avec un taux d’inhibition d’hémolysede 56,21%. Tandis
que les autres extraits des deux plantes présentent un effet protecteur moins important avec un

pourcentage d’inhibition d’hémolyse qui ne dépasse pas 50%.
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Les résultats des valeurs de 1Cso déterminées montrent que la fraction n-butanol des racines
de B. dioica réveéle un effet cytoprotecteur des globules rouges trés puissant avec une ICsq de
15,82 pg/mLce résultat reste meilleur que celui des molécules de antioxydante de référence
acide ascorbique (16,32 pg/ml) et la quercétrine (18,27 ug/ml). Les extraits acétate d’éthyle
de B. dioica et n-butanol de C. colocynthis ont présentés des valeurs de ICso de 16,47 pg/ml et
19,11 pg/ml, respectivement. Ces valeurs sont intéressantes par rapport a l’effet de la
quercétine qui a affiché une ICso de 18,27 ug/mL. Tandis que I’effet du reste des extraits est

moyennement faible avec des valeurs de 1Cso qui varient entre 90, 97 et 298,18ug/mL.

Tableau 16 : Effet cytoprotecteur des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur les globules
rouges soumis a une agression radicalaire par le AAPH exprimé en

pourcentage d’inhibition de I’hémolyse

(Mg/mL)
20 40 80 100 1Cso
Agueux 28,79+1,89 | 30,79+3,55 | 31,42+44,13 | 35,04+1,89 | 298,18+2,86
R Eau-
§§ méthanol | 35:88%1,38 | 37,4240,95 | 37,46+3,44 | 41,63+8,06 | 216,81+3,45
S 2| Acétate 99,64+
O 5| déthyle |4183191 | 43+2,09 | 4571307 | 50,21+146 2.92%**
(]
n-butanol | 51,21+2,69 | 52,13+3,88 | 53,66+0,47 | 56,21+2,11 19,11+
0,5***
Agueux 38,63+2,14 | 39,66+2,5 | 41,42+1,44 | 45,42+4,13 | 159,77+2,55
8 Eau- 90,97+
2 | méthanol |4133+161 | 44,33+2,36 | 46,25+2,95 | 51,66+2,19 0,64**
2 Acétate 1647+
S | déthyle | 5813163 | 60,75+0,88 | 63,25:094 | 66,13+0,69 |  0.18***
@ | n-butanol | 60,88%0,9 | 63,25+0,87 | 65,5:0,94 | 68,13+0,76 15,82+
0]13***
Quercitine 53+1,39 | 53,87+0,55 | 57,37+0,83 | 58,75+0,63 18,27+0,2
Acide
ascorbique 59,5+0,57 | 59,88+0,69 | 64,5+0,81 | 68,63+0,51 16,32+0,05
(%) : Erreur standard (ES) (n=3), Comparaison entre les extraits et le Quercitine ** p <0.01 trés
significative,*** p < 0.001 hautement significative.
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2. Activité antidiabétique

2.1. Effet des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur I’inhibition de P’activité de I’a-

amylase

Les résultats obtenus concernant 1’effet inhibiteur des extraits de la coloquinte et de la bryone

de I’activité de I’a-amylase figurent dans la figure 26 et le tableau 17.

En fonction de ces résultats on constate une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition de I’a- amylase en fonction des concentrations de molécule de référence
(acarbose) et des extraits des fruits de C. colocynthis et des racines de B. dioica. A une
concentration de 3,3 mg/mL, les fractions n-butanol et I’extrait acétate d’éthyle des racines de
B. dioica révelent une activité importante avec un pourcentage d’inhibition de 76,31 % et 79,22
%, respectivement. Suivi par I’extrait aqueux des fruits de C. colocynthis avec un taux
d’inhibition de 71,63%. Le reste des extraits des deux plantes présentent un effetinhibiteur
moins important avec un pourcentage d’inhibition qui ne dépasse pas 70 %.

Les résultats des valeurs de ICso représentés dans le tableau 17 montrent que la fraction n-
butanol des B. dioica présente le meilleur effet inhibiteur de 1’a-amylase avec une ICso de
0,73 mg/mL. En suite la fraction acétate d’éthyle des racines de B. dioica présente également
un effet inhibiteur remarquable avec une valeur de ICso égale a 0,81 mg/mL. Cependantles
autres extraits des racines de B. dioica et des fruits de C. colocynthis ont montré des valeursde

ICso supérieures a 0,91 mg/mL.

A

120
)
S
< 100 _x
% %4
Y
% 60 y = 15,764In(x) + 103,51
=] R?2=0,9762
=
S 40
=
2 20
L
=
= o0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Acarbose (mg/mL)

77



Résultats et interprétation
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Figure 26 : Effet inhibiteur de I’activité de I’a-amylase par I’acarbose (A) et les extraits de B.
dioica (B) et C. colocynthis (C).
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Tableau 17 : Effet inhibiteur de I’activité de I’a-amylase par les extraits de B. dioica et C.

colocynthis exprimés en valeurs de 1Cso (ug/mL)

IC50 (mg/mL)
Agueux | Choloroforme | Acétate | n-butanol
5z Acarbose

d’éthyle
Citrullus 0,95+ 2,6x 1,76+ | 1,65¢
colocynthis 0,04*** | 0,07*** 0,02*%**| 0,05*** 0,04+0
Bryonia 1,05+ 2,35+ 0,81+ |0,73%
dioica 0,01** 0,1*** 0.,09** | 0,07***

*

(%) : Erreur standard (ES) (n=3), Comparaison entre les extraits et I’acarbose
** p <0.01 trés significative, *** p <0.001 hautement significative.

2.2. Effet des extraits de B. dioica et C. colocynthis sur I’inhibition de P’activité de I’a-

glucosidase

La figure 27 et le tableau 18 résument les résultats de I’effet inhibiteur des extraits de B.

dioica et C. colocynthis de I’activité de 1’a-glucosidase. Selon ces résultats, on remarque que

le pourcentage d’inhibition de 1’a- glucosidase augmente proportionnellement a
I’augmentation de la concentration des extraits des fruits de C. colocynthis et des racines de B.
dioica. Les fractions n-butanol et acétate d’éthyle de B. dioica a la concentration de 500
ug/mL ont montré un pouvoir inhibiteur de 1’a-glucosidase trés prometteur avec un
pourcentage d’inhibition qui atteint 77 ,66 % ; 76,96 % respectivement. A cette méme

concentration (500 pug/mL) les autres extraits des deux plantes ne dépassent pas 50%.

D’apres les résultats des valeurs de ICsg représentes dans le tableau 18 on constate que les
fractions n-butanol (61,91ug/mL) et acétate d’éthyle (105,52ug/mL) des racines de B. dioica
sont les inhibiteurs de 1’a-glucosidase les plus puissants, ils ont enregistré des valeurs de I1Cso
de DPordre de 6191pug/mL et 105,52ug/mL, respectivement. Ces valeurs restent plus
intéressantes que la valeur déterminée pour 1’acarbose (contrdle positif) qui est de 275,43
pg/mL. Le reste des extraits des deux plantes étudiées ont révélé des valeurs de ICso

supérieures a 500 pg/mL.
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Figure 27 : Effet inhibiteur de I’activité de I’a-glucosidase par I’acarbose (A) et les extraits

de B. dioica (B) et C. colocynthis (C).

Tableau 18 : Effet inhibiteur de I’activité de 1’a-glucosidase par les extraits de B. dioica et C.

colocynthis exprimés en valeurs de I1Cso (ug/mL).

IC50 (ng/mL)
Aqueux | Chloroforme |Acétate n- butanol Acarbose
d’éthyle

Citrullus 743,23+ / 612,69+ | 513+

colocynthis 5, 47%** 15,35*** | 38,1** 275,43+1,59
Bryonia 500,08+ 1000,7+ 105,52+ | 61,91+

- 31.59** o
dioica 35,76*** 5,02*** | 2,01*

(%) : Erreur standard (ES) (n=3), Comparaison entre les extraits et 1’acarbose
**p <0.01 tres significative, *** p < 0.001 hautement significative.
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3. Activité antimicrobienne

3.1. Effet antibactérien et antifongique des extraits de B. dioica et C. colocynthis

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits de la bryone et de la coloquinte vis-a-
vis des souches bactériennes a Gram+ et a Gram-, et antifongiques sur des souches de
référence de candida albicans ont été réalisée par la la méthode de diffusion des disques sur

milieu gelosé (Mueller-Hinton) et la technique de microdilution en milieu liquide.

Les résultats des diametres des zones d’inhibitions de B. dioica et C. colocynthis sont illustrés

dans les tableaux 19 et 20, respectivement.

Selon les résultats obtenus on remarque que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux
extraits des deux plantes par rapport aux bactéries a Gram négatif. Les extraits de B. dioica
sont plus actives par rapport aux extraits de C. colocynthis. La souche Salmonella typhimirium

ATCC 13311 a révélé une résistante a tous les extraits des deux plantes.

S. aureus ATCC 6538 ; B. subtilis ATCC 6633 ; E. faecalis ATCC 49452 ; L. monocytogenes
ATCC 15313 et M. luteus ATCC 9341 ont présenté une sensibilité a la grande majorité des
extraits de B. dioica dont le diamétre des zones d’inhibition varie entre 9 et 16 mm ; tandis que
ces souches ont été moins sensibles aux extraits de C. colocynthis et ils ont révélé des zones
d’inhibition qui varient entre 7 et 12 mm. En milieu liquide ces souches ont montré vis-a-vis
des extraits de la bryone des valeurs de CMI variables entre 2,5 et 0,078 mg/mL. Les CMI

déterminées pour les extraits de la coloquinte varient entre 5 et 0,312 mg/mL.

Les souches bactériennes testées ont révélé une forte sensibilité a la fraction n-butanol de B.
dioica, dont le diamétre de la zone d’inhibition le plus élevé 16 mm a été obtenus contre
Micrococcus luteus ATCC 9341 et Staphylococcus aureus ATCC 6538. La CMI déterminée
pour cette fraction contre ces souches est de 0,156 et 0,078 mg/mL, respectivement.

La fraction n-butanol de C. colocynthis a assurée un effet antibactérien plus remarquable par
rapport aux autres extraits, elle a affiché des valeurs de CMI variables entre 0,625 et 0,312
mg/mL contre S. aureus ATCC 6538 ; B. subtilis ATCC 6633 ; E. faecalis ATCC 49452 ; L.
monocytogenes ATCC 15313 et M. luteus ATCC 9341. Tandis que les valeurs des autres

extraits varient entre 5 et 0,625 mg/mL.
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Concernant 1’activité antifongique, les souches C. albicans ATCC 10231; C. albicans 1P444;
C. albicans ATCC26790 ont montré une sensibilité aux fractions n-butanol et acétate d’éthyle
de la bryone par rapport aux fractions de la coloquinte, dont le diameétre des zones d’inhibition
varient entre 10 et 16 mm contre 8 et 15 mm déterminés pour les extrait de la coloquinte. En
milieu liquide, les CMI déterminés pour les fractions n-butanol et acétate d’éthyle de B. dioica
sont majoritairement de 1’ordre de 12,5 mg/mL, tandis que ces mémes fractions isolées de la

coloquinte ont montré des CMI qui varient entre 25 et 50 mg/mL.

L’extrait chloroformique des deux plantes n’a présenté aucune activité antifongique sur les

souches de Candida.
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Tableau 19 : Effet antibactérien et antifongique des extraits des racines Bryonia dioica
déterminé par la méthode des disques et la méthode de microdilution en milieu liquide

Diamétre de zone d’inhibition (mm) CMI (mg/mL)

~~

-

—_ = o0 —_ = [

o = ) c c o <) ) =

«| 5| E S| 5| 8| B = S £ = S 2

5 = o) 2 S >| C 5 < o 2 S D

S| 2| 5| =| €| §l &g %S | 5| = S| g

o| E| 5| €| a| €| 8 o = 5 & B L

< 5 = S - ol < = = S e S

© O R (D E © O R5Y S

L < L < —

< < < o

(O]
E. coli 7+ 6+ 9+ 10+

ATCC 8739 610 0.8 0 0.4 0.8 22 - 1,25 1,25 2,5 0,312 0,312 | 0,32
K. pneumoniae 6+ 6+ 7+ 9+

ATCC 700603 60 0.4 0 0.4 0 19 - 0,625 1,25 2,5 0,312 0,312 | 4,16

S| P i 7+ | 6+ 8+

= . aeruginosa + + + )

% ATCC 27853 0.4 0.7 6+0 | 6+0 0 12 2,5 1,25 2,5 0,625 0,312 | 0,78

c
A. baumanni 8+ 8+ 6+ 10+ | 12+

% ATCC 19606 06 | 09 0 0.6 0.7 35 - 0,625 | 0,625 | 1,25 | 0,312 | 0,312 | 0,78

o))

o C. freundii 6+0 6+ 7+

@ ATCC 8090 610 0 0 0.4 7+0 18 - 1,25 2,5 2,5 0,625 0,625 | 0,19

=

(<5} . R

+ P. mirablis 9+0, | 840 7+ 12+ | 14+

3] ' ' -

g ATCC 35659 8 4 0.4 0.8 0.6 25 0,312 | 0,625 | 1,25 | 0,312 | 0,156 | 0,19
S. yphimirium | ¢ | 640 | 6% | 6x0 | 620 | 22 | - 5 5 10 25 | 125 | 065
ATCC 13311 - - 0 - - ! ' !
E. cloacae 7+ 7+ 7+ 9+ 8+
ATCC 13047 0.4 0.4 0.6 0.9 0.4 21 - 1,25 1,25 2,5 0,312 0,312 2,6
S. aureus 11+ | 10+ 8+ 14+ | 16%

ATCC 6538 0.9 0.6 0.7 0.9 0.9 32 - 0,156 0,312 1,25 0,156 0,078 | 0,19

[V

= B. cereus 07+

) -

.g ATCC 25921 6+0 | 620 | 60 | 7+0 0 20 1,25 0,625 2,5 0,312 | 0,312 | 0,19

o . 9

= B. subtilis 10+ | 10+ 13+ | 14+ )

e ATCC 6633 0.8 0.8 018 0.6 0.7 22 0,312 0,625 1,25 0,312 0,156 | 5,20

5 )

“© E. faecalis 8+ | 11+ | 7+ 11+ | 14+

_§ ATCC 49452 06 | 08 | 04 0.7 0.8 21 - 0,625 | 0,625 | 1,25 | 0,312 | 0,156 | 0,78

& L. 10+ | 11+ | 10+ | 11+ | 13

+ + + + +

& | monocytogenes 08 | 00 | 09 | 06 | 06 | 22| - 1,25 | 0,625 | 1,25 | 0,312 | 0,156 | 2,21
om ATCC 15313 ! ' ' ' '
M. luteus 12+ | 12+ | 10+ | 14+ 16+

ATCC 9341 0.9 0.7 0.8 0.9 0.9 22 - 1,25 0,625 1,25 0,312 0,156 0,12
C. albicans 8+ 10+ 14+ | 16+

W | ATCC10231 04 | 04 20 06 | 09 | ° 32 % 125 % % 125 )

(<5}

s C. albicans 8+ | 9+ 11+ | 12+

-] - R

q>) 1P444 0.4 0.4 60 0.7 0.8 30 12,5 12,5 25 12,5 12,5

|
C. albicans 9+ 12+ | 10+
ATCC26790 0.6 8+0 | 60 0.8 0.8 - 30 25 25 25 12,5 12,5 -
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Tableau 20 : Effet antibactérien et antifongique des extraits des fruits de C. colocynthis

déterminé par la méthode des disques et la méthode de microdilution en milieu liquide.

Diameter de zone d’inhibition (mm) CMI (mg/mL)
-
—_ 2 m — 2 =
2| gl 2| = | g = 2 ZE| = | B
< < é = Q S| O x < = ) =1
S Nl o ;d) c é = 5 Rt ;Q c ]
2 | 5 ° S| 5| g 8| = ° £ |
o e 5 e a 2| 2 o e e 2 2
< 5 | = S c | ol g <| 3 S < S
© O ‘o (D E © ‘o S
L < L > =
O
E. coli 6+0 | 6+0 | 6+0 | 8+04 | 8+06 | 22 | - | 5 | 25 | 125 | 125 | 032
ATCC 8739 - - = - - ' ’ ’ ’
K. pneumoniae
+ + + + 7+ 1 - 2 1,2 2 4,1
ATCC 700603 6+0 6+0 6£0 | 9+0,6 0 9 5 5 ,25 0,625 ,16
[T
‘= | P.aeruginosa
© + + + + + -
D| ATCC 27853 6+0 6+0 6+0 620 7+0 12 5 2,5 2,5 1,25 0,78
C -
c A. baumanni . . . 10+ 11+ i
S | ATCC 19606 7+0,6 | 90,6 | 60 0.6 0.7 35 2,5 2,5 1,25 0,625 | 0,78
(@]
. C. freundii
+ + + + + -
E ATCC 8090 6+0 6+00 60 60 7+0 18 5 1,25 1,25 1,25 0,19
|-
B | P.mirablis 9+ 7+ 11+ 11+
+ -
f;é ATCC 35659 8+0,8 0.9 0.4 0.6 0.9 25 2,5 5 1,25 0,625 | 0,19
S. typhimirium
+ + + + + -
ATCC 13311 6+0 60 610 60 6+0 22 5 2,5 2,5 2,5 0,65
E. cloacae
ATCC 13047 6+0 7+0,4 620 70 9+0,8 21 - 5 1,25 2,5 1,25 2,6
S. aureus 10+ 7+ 11+ 13+
+ 2 - 2 1,2 2 12 1
ATCC 6538 80,9 0,8 0,7 0,8 0,9 3 S 25 | 0,625 03 0.19
S| B cereus 650 | 6+0 | 60 | 6+0 | 620 | 20 | - | 5 | 5 | 25 | 1,25 | 019
'@ | ATCC 25921 - - - - - ' ' '
o
B. subtilis 10+ 7+ 9+ 10+
e + -
E ATCC 6633 9+0,8 0.6 0.4 0.6 0.7 22 5 1,25 1,25 0,625 | 5,20
= E. faecalis
@ : + + + + + -
o | ATCC 49452 610 7+0,8 | 6%0 620 7+04 | 21 25 2,5 1,25 0,625 | 0,78
2 -
2 : 7+ | 10%
& | monocytogenes | 7+0,8 | 80,6 04 04 9+0,6 | 22 - 5 2,5 2,5 1,25 2,21
M| ATCC 15313 ' '
M. luteus 9+ 11+ 8+ 12+ 13+ 1,2
22 - ' 1,2 2 2 12
ATCC 9341 0,9 0,4 0,6 0,8 0,9 5 25 | 0625 0625 | 0,
C. albicans 11+ 12+ 15+
ATCC 10231 70 0.8 620 0.9 0.8 - 32 | >50 | >50 50 25 -
g C. albicans 10 10
. + +
2 8+0,4 | 8+0,6 620 N N - 30 25 25 25 25 -
E 1P444 0,6 0,6
C. albicans 13+
+ + + + - > > -
ATCC26790 8+0,6 7+0 60 0.8 8+4 30 | >50 | >50 50 25
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3.2. Effet anti-adhésion bactérienne (test antibiofilm) des extraits de B. dioica et C.

colocynthis

L’effet anti adhésion des extraits des racines de B. dioica et des fruits de C. colocynthis a été
évalué vis-a-vis de trois souches bactériennes de référence Staphylococcus aureus ATCC6538,
Listeria monocytogenes ATCC15313 et E, coli ATCC8739. Ces souches ont montré une

sensibilité aux extraits, notamment les fraction acétate d’éthyle et n-butanol.

Les résultats exprimés en pourcentage d’inhibitions de I’adhésion des bactéries a la surface des
microplaques sont représentés dans les tableaux 21 et 22 Les résultats des pourcentages
d’inhibitions de I’adhésion de certaines molécules phytochimiques acide gallique, catéchine et

quercétine sont représentées dans le tableau 23.

Selon les résultats obtenus nous avons remarqué que 1’effet anti-adhésion des bactéries a la
surface des microplaques augmente proportionnellement a 1’augmentation de la concentration
des extraits, et des molécules phytochimique standards. Les extraits de B. dioica ont montré
un effet anti-adhésion tres prometteur par rapports aux extraits de C. colocynthis, en
particulier les fractions acétate d’éthyle et n-butanol, qui ont inhibé I’adhésion de S. aureus
ATCC 6538 a un pourcentage de 59,65% et 56,93%, respectivement. le taux d’inhibition
atteint 54,93% et 50% pour Listeria monocytogenes ATCC 15313 ; 49,3% et 45,26% pour
Escherichia coli ATCC 8739. Les extraits de C. colocynthis ont été moins actifs et ils ont
inhibé I’adhésion bactérienne a des pourcentage qui varient entre 33,23% et 51,29%, dont les
pourcentages les plus ont été enregistré pour les fractions acétate d’éthyle et n-butanol. S.
aureus ATCC 6538 et Listeria monocytogenes ATCC 15313 ont été plus inihibé par les
extraits de la coloquinte par rapport a Escherichia coli ATCC 8739.

Les molécules phytochimique ont présenté un effet anti-adhésion bactérienne dose-dépendant,
plus la concentration augmente plus I’effet inhibiteur augmente. La catéchine et la quercétine
ont présenté un effet inhibiteur plus important par rapport a I’effet de I’acide gallique. Ces
deux molécules ont inhibé 1’adhésion de S. aureus ATCC 6538 a 47,51% et 44,65% contre
37,92% pour 1’acide gallique. Listeria monocytogenes ATCC 15313 eté plus sensible a la
catéchine (44,77%) et a la quercétine (40,22%) et a 1’acide gallique (41,2%). Tandis que,
Escherichia coli ATCC 8739 était moins inhibé par la catéchine (41,2%) et a la quercétine
(37,3%) et a I’acide gallique (35,5%).
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Tableaux 21 : Effet anti-adhésion bactérienne des extraits des racines de Bryonia dioica

Extrait (mg/mL)

00156 0031 00625 0125 025 05 1 2

butanol 14,88+ 22,13t 32,00+ 30,02+ 5145t 65883% 59,65+ 59,33t

2 B 1,64 057 132 056 088 069 025 044

28 iatedéthule  1387F 2232t 2082+ 37,30+ 49,87t 5693f 5668+ 5593t

2 3 y 1,26 176 056 056 069 120 056 0,69

S E  Earmethanol | LL7%F 17,085 2654 3007+ 4464 5006: 48,36r 46,50¢

0,31 056 132 157 088 08 006 056

Adqueux 914= 12,61+ 19,10* 2484+ 37,64+ 4243 4218t 40t

0,32 063 069 113 044 056 018 0,37

butanol 11,18+ 19,19t 26,44+ 37,07t 48,13t 52,63t 54,56 54,93%

3 0,31 056 131 068 08 05 068 044
[

S 3 Acéate déthvle 938t 1638t 2538+ 3668+ 4506+ 4581r 4737x 50+

£9 ceate dethy’e 05 087 05 069 094 068 025 038

§§ Eaumethano 1068t 1781 2281+ 30,69+ 403l+ 4113+ 44,43+ 4506+

£ 2,18 057 057 156 0,67 1 019 0,19

i Aqueux 931+ 12,12+ 16,06% 2238t 27,25+ 36,81+ 3881t 39+

0,31 063 056 050 063 044 094 0738

butanol 16,74+ 23,19t 298+ 37,76+ 41,74+ 4286 47,36+ 493t

0,35 152 088 053 005 035 029 07

B ctate dréthule | 1698 2350r 3062+ 3600+ 3834r 387+ 4437+ 4526%

ERs y 0,81 005 064 052 053 064 047 064

WO  Eoimethanol 1341 2049t 2547+ 3326+ 3477+ 3501 4063f 41,33t

< 0,29 082 053 023 07 047 117 035

Aqueux 86+ 1534+ 2002t 20,73t 2892+ 2851t 32,85t 34,6t

0,88 059 012 035 199 041 064 064
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Tableaux 22 : Effet anti-adhésion bactérienne des extraits des fruits de Citrullus colocynthis

Extrait (mg/mL)
0,0156 0,031 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
n- 10,97+ 16,52+ 2559+ 32,18+ 46,36+ 50,80+ 51,17+ 51,29+
9 § butanol 0,12 0,74 0,68 0,99 0,73 0,74 0,62 0,67
L ©  Acetate 8,75+ 12,95+ 19,3+ 28,98+ 35,08+ 41,62+ 41,8+ 43,09+
3 8 d’éthyle 0,12 0,25 0,92 0,62 0,55 0,55 0,36 0,31
%) I:: Eau- 8,08+ 12,15+ 14,72+ 22,5+ 2891+ 3459+ 36,31+ 37,05+
méthanol 0,67 0,06 0,3 0,55 0,55 0,18 0,55 1,04
AdUEUX 8,14+ 13,0+ 16,0+ 21,89+ 24,72+ 26,81+ 31,69+ 32,18+
q 0,25 0,31 0,12 1,17 0,43 0,55 0,73 0,12
n- 10,73+ 13,35+ 18,48+ 2549+ 31,4+ 39,51+ 48,84+ 49,39+
butanol 0,37 0,3 0,42 0,37 0,67 0,97 0,3 0,12
(%]
%m Acetate 12,68+ 13,05+ 18,9+ 29,39+ 32,93+ 37,74+ 41,46+ 4152+
gvcgg' d’éthyle 0,12 0,12 0,37 0,85 0,85 0,43 0,24 0,19
s«
§8 Eau- 7,87+ 10,98+ 1549+ 19,7+ 27,13+ 33,23+ 34,63+ 35,18+
g':: méthanol 0,43 0,24 1,34 0,55 1,15 0,55 0,12 0,3
-
AdUEUX 6,85+ 8,6+ 11,65+ 17,38+ 24,45+ 27,62+ 29,81+ 30,24+
q 0,24 0,79 0,18 0,79 0,79 0,67 0,18 0,12
n.butanol 13,66+ 15,86+ 19,59+ 28,64+ 34,62+ 41,72+ 41,89+ 41,95+
' 0,18 0,95 0,3 0,12 0,77 1,24 1,18 1,0
®  Acetate 8,46+ 16,09+ 16,57+ 23,25+ 27,81+ 33,73+ 36,27+ 36,80+
=5 d’éthyle 0,06 0,83 0,11 0,53 0,82 0,36 0,3 0,35
©0
i (}3 Eau- 9,4+ 12,6+ 15,08+ 18,05+ 20,65+ 28,93+ 33,25+ 32,25+
< Mméthanol 0,3 0,3 0,41 1 0,41 0,89 1,53 0,65
AdUEUX 7,99+ 8,7+ 9,11+ 12,37+ 18,58+ 20,53+ 28,58+ 29,7+
q 0,06 0,05 0,82 0,89 0,72 1,24 0,53 0,24
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Résultats et interprétation

Tableaux 23 : Effet anti-adhésion bactérienne des molécules phytochimiques

(mg/mL)
0,0156 0,031 0,0625 0,125 0,25 0,5 1 2
3 § Catéchine 17,12+ 19,17+ 27,27+ 34,06x 36,55+ 44,02+ 46,33+ 4751+
L © 0,81 0,62 0,75 0,18 0,62 0,81 0,37 0,06
3 8 Quercétine 17,25+ 19,99+ 22,04+ 28,95+ 39,91+ 44,33+ 4452+ 44,65+
%) |<T: 0,06 1,18 0,62 0,44 13 0,12 0,06 0,19

Acide 12,64+ 13,45+ 18,49+ 24,41+ 30,7+ 34,12+ 37,61+ 37,92+
gallique 0,8 0,75 13 0,62 0,31 0,25 0,36 0,44

12,02+ 1943+ 31,32+ 35,86+ 49,25+ 53,24+ 53,11+ 52,55+

£ Catechine  nee” 062 143 149 068 081 056 087

g . 1625: 1663+ 2279+ 2671 3132+ 4209+ 44,45: 4477+

> Querceétine

S0 118 168 149 156 255 1 037 056

c

% Acide 109+ 1376 17,24¢ 226+ 30,2+ 39,66: 40,04+ 40,22+

i galigue 156 106 031 155 031 093 055 0,62

Catéching 143t 1625+ 198+ 2517+ 3135r 37,01+ 3999+ 412+

3 046 08 195 034 16 086 017 0,29

8% Quercétine 1212t 167 18026 214r 2574 357+ 307+ 373

5o 034 171 223 046 08 126 011 006
% Acide 955+ 127+ 17,16¢ 17,85 2351% 3415+ 3432+ 355¢

gallique 0,29 1,03 2,06 1,94 0,05 0,29 0,23 0,51
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Dans cette étude nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et 1’évaluation in vitro
de Pactivité antioxydante, antidiabétique et antimicrobienne des extraits aqueux et organiques
de deux plantes de la famille des cucurbitacées, Bryonia dioica Jacq(la bryone) et Citrullus

colocynthis (L.) Schrad (la coloquinte).

L’étude phytochimique consiste a la préparation a partir des racines de Bryonia dioica et du
fruit de Citrullus colocynthis des extraits bruts aqueux, hydro-méthanol et ses fractions
chloroformique, n-butanol et acétate d’éthyle. Ces extraits font I’objet d’un screening
phytochimique, un dosage de polyphénols et de flavonoides totaux, et une analyse
chromatographique RP-HPLC-PDA.

Le screening phytochimique a revelé la présence de tanins catéchiques, de flavonoides, de
saponines triterpéniques, et de quinones libres dans I’ensembles des extraits des deux plantes,

avec absence de saponines stéroidiques, d’alcaloides et de anthraquinones.

Comparativement a la bibliographie, 1I’étude de Kadhim. (2014) a révélé dans les feuilles de
B. dioica I’absence des tannins et des saponines ainsi que la présence des anthraquinones. Nos
résultats sont en accrod avec ceux de Benarba et al., (2012) et Chekroun et al., (2015) qui
ont révélé dans les extraits de B. dioica et de C. colocynthis la présence de flavonoides, de
tanins, de triterpénes, d'alcaloides, de saponines et de coumarines. De méme, nos resultats
concordent avec ceux obtenus par Najafi et al., (2010) ; Koko et al., (2009), qui ont rapporté
que I’extrait éthanolique (80%) du fruit de C. colocynthis contient des flavonoides et des

saponosides triterpéniques avec 1’absence des anthraquinones et des tanins.

Parallélement aux tests phytochimiques nous avons procédé a une détermination du taux de
polyphénols et de flavonoides totaux dans les extraits préparés. Le dosage des polyphénols et
de flavonoides a révélé des teneurs qui varient considérablement entre les différents extraits et
fractions des deux plantes étudiées dans Les fractions n-butanol (540,27+21,32 ug eq AG/mg
E ; 126,3+7,75 pg eq Cat/mgE) et acétate d’éthyle (513,63+9,30 ug eq AG/mg E ; 116+6,5ug
eq Cat/mg E) de B. dioica ont enregistré les teneurs les plus élevées en composés phénoliques
par rapport aux autres extraits, et par rapport aux extraits de C. colocynthis. Les fractions n-
butanol et acétate d’éthyle de C. colocynthis présentent des taux moins importants en
polyphénols (260,61+13,88 et 220+£5,95 ug eq AG/mg E) et en flavonoides (77,7+3,01 et
73,03+£2,05 pg eq Cat/mg E).
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Nos résultats sont en accord avec ceux de chekroun et al., (2015) qui ont trouvé une forte
teneur en polyphénols et flavonoides dans 1’extrait n-butanolique des racines de B. dioica et
des fruits de C. colocynthis 541,78 pg eq AG/mg E ; 120,60 ug eq Cat/mg E et 221,85 ug eq
AG/mg E ; 61,20 pug eqCat/mg E respectivement. Rafael et al., (2011), ont déterminé un taux
de polyphénols et de flavonoides totaux dans I’extrait méthanolique des fruits matures de B.
dioica de I’ordre de 150,12 mg eq AG/g ES et 15,77 mg eq Cat/g ES, respectivement. Ces
teneurs sont relativement plus faibles dans 1’extrait méthanolique des jeunes pousses de B.
dioica révélées par Morales et al., (2012). Les resultats obtenus par Hussain et al., (2013) sur
les extraits hexanique et éthanolique des fruits de C. colocynthis, ont affiché des teneurs
relativement faibles en polyphénols (84 mg eq AG/100g MVS ; 307 mg eq AG/100g MVS) et
en flavonoides totaux (46 mg eq Cat/100g MVS ; 51 mg eq Cat/100g MVS), respectivement.

De méme, Kumar et al., (2008) ont déterminé dans l'extrait méthanolique du fruit de C.
colocynthis une teneur élevée en polyphénols totaux (740 mg eq AG/100 g d'extrait sec) et en
flavonoides (130 mg eq Cat/100 g d'extrait sec). Benariba et al., (2013) ont également
enregistré dans les extraits du fruit de C. colocynthis des teneurs élevées en polyphénols
notamment I'extrait hydro-méthanol (1002 mg eq AG/100 g d'extrait sec) et sa fraction acétate
d’éthyle (329 mg eq AG/100 g d'extrait sec) ainsi qu’en flavonoides 620 mg et 241 eq
Cat/100 g d'extrait sec.

Les variations dans les teneurs en polyphénols et en flavonoides sont probablement liées a
plusieurs paramétres qui concerne principalement le temps, la température et la méthode
d'extraction utilisée, ainsi que le choix du solvant et méme la saison de la récolte de la plante,
et les parties choisies (feuilles, tiges, racines, graines) jouent un réle déterminant dans la
séléction et 1’extraction des composants phytochimiques (Wijngaad et Brunton, 2010 ;
Benariba et al., 2013 ; Al-Nabli et al., 2022).

L'analyse chromatographique RP-HPLC-PDA des composés phénoliques dans les fractions
n-butanol et acétate d’éthyle des especes étudiées a permis la détection d'un grand nombre de
moléecules et l'identification dans la bryone de deux flavonoides : la rutin et la quercétine ; et
trois acides phénoliques : acide syringique, acide férulique, et acide p-coumarique. Tandis que
dans les fractions de la coloquinte, nous avons détecté la présence de 1’acide férulique, et de la

rutine comme flavonoide.

Selon la bibliographie, L'analyse par HPLC en phase inverse de 1’extrait ethanolique des
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feuilles de C. colocynthis de la flore pakistanaise a révélé la présence d'acides phénoliques,
dont les acides férulique, vanillique, p-coumarique, gallique, p-hydroxybenzoique, vanillique,
p-coumarique, galliqgue et p-hydroxybenzoique, ainsi que des flavonoides, catéchine,
myricétine et quercétine (Hussain et al., 2013). Les flavonoides C-glycosylés sont les
principaux composés phénoliques identifies (HPLC-DAD-ESI/MS) dans la partie aérienne de
la bryone (jeunes pousses tiges et feuilles) en particulier apigénine 6-C-glucoside-7-O-
glucoside (saponarine); lutéoline 6-C-glucoside-7-O-glu-coside (lutonarine), lutéoline 6-C-
glucoside, Apigenine 6-C-glucoside ; kaempférol 3,7-di-O-rhamnoside et Apigénine 6-C-
gluco-side-O-rhamnosyl-hexoside (Barros et al., 2011 ; Barreira et al., 2013). Les travaux
de Ukiya etal., (2002) ont caractérisé au niveau de I’extrait méthanolique des racines de la
bryone des tritérpenes glycosides comme les bryoniosides (A a G), cabenoside et

bryoamaride.

plusieurs analayses chimiques réalisées sur différents extraits de différentes parties de C.
colocynthis (graine, pulpe, fruit, feuille et racine), ont permis la caractérisation des alcaloides
(C10H15NOs ; C20H32NO ; C16H24NO7), des stérols (C29H4s0 ; C29Hs00), des cucurbitacines (I,
E, L, J) ainsi que des flavonoides comme la quercétine, myrcétine, kaemoferol, isovitexine,
isoorientine, iso-orientine-3’- methylether et les dérivés du C-phydroxybenzyl (8-C-p
hydroxybenzoylisovitexine, 6-C phydroxybenzoylvitexine et 8-C-p-hydroxybenzoyl
isovitexine-4’-O glucoside) (Afifi et al., 1973 ; Hatam et al., 1990 ; Seger et al., 2005 ;
Nayab et al., 2006 ; Mahesh et Vidya, 2008 ; Delazar et al., 2006 ; Maatooq et al., 1997).

D’apres plusieurs auteurs, il a été bien noté que les plantes médicinales qui contiennent de
grandes quantités en composés phénoliques sont douées de potentiel antioxydant important
(Da Silva et al., 2006 ; Falleh et al., 2011 ; Dehshiri et al., 2013). Ce qui nous a poussés a
évaluer 1’activité antioxydante des extraits et fractions de B. dioica (racines) et C. colocynthis
(fruits) en utilisant le test de piégeage du radical libre DPPH, et du radical ABTS, le test du
pouvoir réducteur du fer (FRAP) et du cuivre (CUPRAC), le pouvoir antioxydant basé sur la
réduction de phénantroline, le test de la capacité antioxydante totale, ainsi que et 1’évaluation

de I’effet anti-hémolytique des extraits.

Nous avons constaté que les fractions n-butanol et acétate d’éthyle de B. dioica ont présenté le
pouvoir antioxydant le plus important par rapport aux autres extraits, et par rapport aux
extraits de C. colocynthis. Ces fractions ont assuré un piégeage des radicaux libres DPPH
(ICs0= 3,27 pg/mL) et ABTS (ICso= 3,13 pg/mL), une réduction du fer (Aos= 24,92 pug/mL),
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du cuivre (Aos= 7,38 pug/mL) et du complexe Fe?*- phénanthroline (Aos= 22,1 pg/mL).

Nos résultats sont en accord avec ceux de chekroun et al., (2015) qui a montré le pouvoir de
piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer (FRAP) de I'extrait de n-butanol de B.
dioica avec des valeurs de ICso de 2,25 et 22,68 pg/ml, respectivement. Selon Barreira et al.,
(2013), I'extrait éthanolique des fruits mdrs de B. dioica assure un piégeage du radical libre

DPPH et ABTS, une réduction du fer, ainsi une inhibition de décolorationdu -caroténe.

De nombreuses études ont démontré une corrélation positive entre les teneurs en composés
phénoliques et le potentiel antioxydant (Ghasemzadeh et al., 2012 ; Chaouche et al., 2014).
Le potentiel antioxydant des composés phénoliques en particulier les flavonoides réside dans
leur capacité a céder un atome d'hydrogene et piéger les radicaux libres. Leur activité
antioxydante dépendent de leur structure chimique, notamment la distribution des groupes
hydroxyles ou la réduction des radicaux libre est liée étroitement a groupe 3°,4’-
orthodihydroxy sur le cycle B et le groupe 4-carbonyl sur le cycle C. Les groupes3-OH et 5-
OH sur le cycle C sont également appropriés pour ’effet antioxydant (Chira et al., 2008 ;
Benariba et al., 2013 ; Chekroun et al., 2015 ; El Kadi et al., 2021). L’activité antioxydante
des flavonoides est largement influencée par le nombre des hydroxyles présents dans les
molécules (Halbwirth, 2010).

Les extraits de B. dioica et C. colocynthis notamment les fractions acétate d’éthyle ont montré
un effet cytoprotecteur des globules rouges tres puissant en inhibant I’hémolyse des hématies
soumis a une agression radicalaire par le AAPH. Les valeurs de ICso les plus intéressantes
varient entre 15,82 et 19, 11 pg/mL, ces valeurs sont parfois meilleures que 1’effet des
molécules de antioxydantes de référence acide ascorbique (16,32 pug/mL) et quercétine (18,27

pug/mL).

L'incubation d'une suspension de globules rouges avec le AAPH entraine la décomposition
thermique de ce dernier ce qui génere des radicaux libres peroxyles, qui oxydent les lipides et
les protéines de la membrane cellulaire. Lorsque les antioxydants endogénes sont consommeés,
la résistance des globules rouges diminue, la membrane éclate et c’est ’hémolyse. La
présence d’antioxydant dans le milieu diminue le taux de 1’hémolyse (Dai et al., 2006 ;

Bessada et al., 2015).

L’effet cytoprotecteur prometteur observé dans nos extraits peut étre attribué a la richesse de
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ces extraits en polyphénols totaux et en flavonoides. Ces derniers jouent un réle important
dans la neutralisation et la prévention des effets délétéres des radicaux libres qui provoquent
la peroxydation des lipides membranaires et I'némolyse des globules rouges (Sekiya et al.,
2005 ; Gali et al.,, 2019). Rramchoun et al., (2015) ont montré que les flavonoides
interagissent avec les tétes polaires des phospholipides membranaires par des liaisons
hydrogénes, ce qui engendre leur accumulation du c6té extra et intra-cellulaire et le maintien
de l’intégrité membranaire qui limite 1’intéraction des radicaux libres avec la membrane

cellulaire des globules rouges.

Parallélement a I’évaluation de 1’activité antioxydante, les extraits aqueux et organiques de B.
dioica et C. colocynthis ont été évalué in vitro pour leur activité antidiabétique, en mesurant

leur effet sur I’activité de I’a-amylase et I'a-glucosidase.

L'inhibition de ces enzymes qui régule I’hyperglycémie postprandiale est utilisée comme
aproche thérapeutique du diabéte de type 2 (Riaz etal., 2020). Actuellement, plusieurs
inhibiteurs d'a-glucosidase conventionnels prescrits sont disponibles sur le marché, 1’acarbose
est I'un des principaux médicaments utilisés pour retarder la digestion des glucides et réduire
le taux d'absorption du glucose (Holmback et al., 2020).

Dans la présente étude nous avons constaté que les extraits de B. dioica ont significativement
inhibé I’activté de I’a-amylase et 1’a-glucosidase par rapport aux extraits de C. colocynthis,
notamment les fractions n-butanol et acétate d’éthyle qui ont affiché des valeurs de ICsp de
61,91 et 105,52 pg/mL. Ces résultats restent inférieurs a celle de 1’acarbose qui a enregistré

une 1C50 de 0,04 mg/ml.

L’effet inhibiteur de nos extraits sur l’activit¢ de I’o-amylase et 1’a-glucosidase est
prinipalement lié a la teneur élevée de ces extraits en polyphénols et en flavonoides. Selon la
bibliographie, certains produits naturels ont montré un effet inhibiteur de 1’a-amylase et de
I’a-glucosidase comme les terpenoides, les alcaloides, les polysaccharides, les composés
phénoliques et les flavonoides, ces derniers sont les meilleurs inhibiteurs (Mentreddy, 2007 ;
Tundis et al., 2010 ; de Sales et al., 2012 ; Xiao et al., 2013; Sun et al., 2019 ; Adjdir S.
2022).

Des études antérieures ont signalé une corrélation entre la structure chimique des composés

phénoliques et le pouvoir inhibiteur de I’activité de 1'a-amylase et 'a-glucosidase (Gninfanni
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et al., 2019). Les groupes hydroxyle (-OH) des flavonoides sont essentiels pour I’inhibition de
l'a-amylase, en formant des liaisons hydrogene entre les groupes -OH et les chaines latérales
des acides aminés du site actif de I’enzyme tels que Asp'®’ et Glu?*® (Xiao et al., 2013 ; Ng et
al., 2015 ; Nyambe-Silavwe et al., 2015 ; Abdelli et al., 2020 ; Adjdir S. 2022). Tandis que,
le résidu GIu?® de l'a-glucosidase échange des liaisons -H avec le substituant 7-OH des
flavonoides, les résidus Asp?4, Glu276 et Arg** s'engagent dans des liaisons -H avec les
groupes hydroxyle du cycle B (Abdelli et al., 2020 ; Sohretoglu et al., 2020 ; Adjdir S.
2022).

Dans la présente étude nous nous sommes également intéressées a 1’évaluation du pouvoir
antibactérien, antifongique et antiadhésion des différents extraits de B. dioica et C.
colocynthis en utilisant la méthode de diffusion en milieu solide, et la méthode de
microdilution en milieu liquide. Les résultats obtenus ont affiché un pouvoir antibactérien,
antifongique et antiadhésif prometteur notamment les fractions n-butanol et acétate d’éthyle.
Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux extraits des deux plantes par rapport aux
bactéries a Gram négatif. S. aureus ATCC 6538 ; B. subtilis ATCC 6633 ; E. faecalis ATCC
49452 ; L. monocytogenes ATCC 15313 et M. luteus ATCC 9341 ont présenté une sensibilité a
la grande majorité des extraits de B. dioica dont le diamétre des zones d’inhibition varie entre 9
et 16 mm ; tandis que ces souches ont été moins sensibles aux extraits de C. colocynthis, et ils
ont révélé des zones d’inhibition qui varient entre 7 et 12 mm. En milieu liquide, ces souches
ont montré vis-a-vis les extraits de la bryone des valeurs de CMI variables entre 2,5 et 0,078
mg/mL ; alors que, les CMI déterminées pour les extraits de la coloquinte varient entre 5 et
0,312 mg/mL.

Concernant 1’activité antifongique, les souches C. albicans ATCC 10231; C. albicans 1P444;
C. albicans ATCC26790 ont montré une sensibilité aux fractions n-butanol et acétate d’éthyle
de la bryone par rapport aux fractions de la coloquinte, dont le diamétre des zones d’inhibition
varient entre 10 et 16 mm contre 8 et 15 mm déterminés pour les extrait de la coloquinte. En
milieu liquide, les CMI déterminés pour les fractions n-butanol et acétate d’éthyle de B. dioica
sont majoritairement de I’ordre de 12,5 mg/mL, tandis que ces mémes fractions isolées de la

coloquinte ont montré des CMI qui varient entre 25 et 50 mg/mL.

Les extraits de B. dioica ont montré un effet anti-adhésion trés prometteur par rapports aux
extraits de C. colocynthis, en particulier les fractions acétate d’éthyle et n-butanol, qui ont
inhibé 1’adhésion de S. aureus ATCC 6538 a un pourcentage de 59,65% et 56,93%,
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respectivement. Le taux d’inhibition atteint 54,93% et 50% pour Listeria monocytogenes
ATCC 15313 ; 49,3% et 45,26% pour Escherichia coli ATCC 8739.

Selon la bibliographie, I’activité antimicrobienne de C. colocynthis a fait 1’objet de plusicurs
travaux de recherches qui ont révélé que I’extrait d'acétate d'éthyle des feuilles et des tiges de
la coloquinte présente une activité antibactérienne potentielle contre les bactéries Gram positif
et négatif, dont la CMI déterminée est de 625 pug/mL contre Bacillus cereus. Par contre la
cucurbitaine E identifiée comme composant majoritaire de cet extrait été mois active et a
enregistré une CMI de 1,25 mg/mL contre Bacillus cereus et Enterococcus faecalis
(Chawech et al., 2015). De méme Shahraki-Mojahede et al., (2021), ont montré que P.
aeruginosa est plus sensible a l'extrait acétate d'éthyle que I'extrait hydro-méthanolique du
fruit de C. colocynthis, en mesurant des CMI de 620 pg/mL et 1,25 mg/mL, respectivement.
En revanche, les extraits aqueux et organiques de différentes parties de C. colocynthis
(racines, tiges, feuilles, fruits et graines) inhibent la croissance de E. coli (CMI = 6 umg/mL),
C. albicans, C. kreusei, C. glabrata, et C. parapsilosis (Merzouk et al., 2011 ; Al-Snafi,
2016). En outre, des extraits organiques de feuilles fraiches : éthanol, chloroforme et éther de
pétrole sont plus actifs contre Escherichia coli, Proteus vulgaris et Staphylococcus aureus, et
Iégerement actifs contre Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhi (Paul, 2008). Les extraits
aqueux et hydro-alcoolique des fruits et des graines de cette plante présentent une activité
antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa (CMI = 200 pug/mL), Escherichia coli (CMI
= 200 pg/mL), Staphylococcus aureus (CMI = 5 mg/mL) et Mycobacterium tuberculosis
(CMI = 31,2 mg/mL).

D’autres études ont mis en valeur le pouvoir antibactérien de B. dioica. L’étude de Chenni et
al., (2012) a révélé la capacité de I'extrait méthanolique des racines a inihiber séléctivement la
croissance des bactéries Gram-positive Enterococcus faecalis (14 mm), Staphylococcus
aureus ATCC 6538 (14 mm), Bacillus subtilis ATCC 6633 (12 mm) par rapport aux bactéries
Gram négatives Escherichia coli ATCC25922 (12 mm), Proteus mirabilis ATCC 29906 (10
mm) et Pseudomonas aeruginosa ATCC 14028 (10 mm). De méme, Dhouioui et al., (2016)
ont enregistré une forte activité antibactérienne dans I'extrait riche en lipide des racines sur les
bactéries gram positif plus que les bactéries gram négatif, principalement E. feacium (MIC
=125 pg/mL ; MBC > 250ug/mL). Cependant, I'extrait hydroéthanolique des feuilles est trés
actif contre E. coli, K. pneumoniea, et P. valgaris avec un diamétre de la zone d'inhibition qui

varie entre 22 et 60 mm (Khamees et al., 2017).
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Selon la bibliographie, le pouvoir antimicrobien des composés phénoliques de faible poids
moléculaire comme les acides phénoliques et les flavonoides est plus caractéristique par
rapport aux tanins. Leur mécanisme d’action contre différentes souches microbiennes s’exerce
de différentes maniéres; il consite a une déstabilisation de la perméabilité membranaire via
une inhibition des pompes & efflux, ou une inhibition de la biosynthese de la paroi cellulaire,
ou bien une perturbation directe du métabolisme microbien, ou I’inhibition de certaines
enzymes critiques comme [’alcool déshydrogénase, la thiorédoxine réductase, 1’uréase, la
dihydrofolate réductase, et ARN polymérase (Simdes et al., 2009 ; Daglia, 2012 ; Simdes et
al., 2012 ; Khameneh et al., 2019 ; Adjdir S. 2022). Les groupements OH du cycle B des
flavonoides peuvent établir des liaisons hydrogenes avec les bases des acides nucléiques, ce
qui explique leur action inhibitrice sur I'ADN et sur la synthése de I’ARN (Simdes et al.,
2012 ; Cushnie et al., 2014 ; Khameneh et al., 2019 ; Prakash et al., 2020 ; Adjdir S.
2022).

Selon Ghannoum et O’tool (2004), le biofilm est la forme d’existence microbienne la plus
répandue dans la nature. L’adhésion des bacteries a une surface est une premiére étape dans le
développement du biofilm. Il a été démontré que divers facteurs tels que la structure
chimique, la rugosité de surface et 1’énergie de surface libre affectent les interactions entres
les cellules bactériennes et la surface (Malhotra et al., 2019). Les extraits n-butanol et
d’acétate d’éthyle des racines de B. dioica et des fruits de C. colocynthis ont montré un effet
anti adhésion élevé vis-a-vis les trois souche bactériennes Staphylococcus aureus ATCC
6538, monocytogenes ATCC 15313 et Escherichia coli ATCC 8739. Les résultats obtenus
peuvent étre expliqués par la variation des groupement fonctionnels présentent dans les
différentes molécules de nos extraits donnant 1’effet anti adhésion des bactéries. Selon Borges
et al., (2012) I’acide gallique et 1’acide férulique influencent les caractéristiques physico-
chimiques des bactéries, telle que 1’énergie libre d’adhésion entre les cellules bactériennes et le
polystyréne. Cela rend I’attachement a la surface défavorable. De plus, plusieurs études ont
montré que le quercétine réduit I’attachement bactérien a la surface en bloquant 1’expression
des génes impliqués dans 1’adhésion bactériennes (Lee et al., 2013 ; Hasan et al., 2014 ;
Vazquez-Armenta et al., 2018). La quercétine inhibe également I’adhésion initial et la
formation de micro colonies en diminuant la production de protéines extracellulaire dans le
biofilm (41%) elle inhibe aussi 1’expression des génes d’adhésion intracellulaire des

polysaccharides chez S. aureus (Vazquez-Armenta et al., 2018 ; Lee et al., 2013).
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Il est important de souligner la contribution active des composés phénoliques, en particulier
les flavonoides et les acides phénoliques dans la définition des propriétés biologiques des
extraits des racines de B. dioica et les fruits de C. colocynthis, notamment 1’activité

antioxydante, antidiabétique et antimicrobienne.
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Conclusion

Le présent travail est une contribution a 1’étude phytochimique et 1’évaluation in vitro de
I’activité antioxydante, antidiabétique, et antimicrobienne des extraits aqueux et organiques

des racines de Bryonia dioica et du fruit de Citrullus colocynthis.

Les analyses phytochimiques ont révélé la richesse des extraits en polyphénols et en
flavonoides, notament les fractions acétate d’éthyle et n-butanol qui contient des taux
variables entre 116 a 540,27 pg eq AG/mg E; et 73,03 a 260,61 pg eq Cat/mg E,
respectivement. L’analyse chromatographique RP-HPLC-PDA de ces fractions a permis
d’identifier des acides phénoliques : syringique, férulique et p-coumarique, ainsi que des
flavonoides représentés par la quercétine et la rutine (flavonol).

Les composés phénoliques identifiés ont assuré aux extraits de B. dioica et C. colocynthis,
notamment aux fractions n-butanol et acétate d’éthyle leur pouvoir antioxydant. Ces fractions
ont assuré un piégeage des radicaux libres DPPH (ICso= 3,27 pg/mL) et ABTS (ICs0= 3,13
pg/mL), une réduction du fer (Aos= 24,92 pg/mL), du cuivre (Aos= 7,38 pg/mL) et du
complexe Fe?*-phénanthroline (Aos= 22,1 pg/mL), ainsi qu’un effet cytoprotecteur des
globules rouges contre 1’attaque radicalaire induite par le AAPH. Les composés phénoliques
sont également résponsables de I’effet antidiabétique des plantes étudiées suite a I’effet
inhibiteur de I’activité de I’a-amylase et I’a-glucosidase obesrvé dans la majorité des extraits.
Les extraits de la coloquinte et de la bryone ont enregistré un pouvoir antibactérien,
antifongique et antiadhésif prometteur notamment les fractions n-butanol et acétate d’éthyle
contre S. aureus ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC 15313 et Escherichia coli
ATCC 8739.

A la lumiére des résultats obtenus, il serait intéressant de mener d’autres études afin de

compléter et d’approfondir ce présent travail, qui s’intéressent a ;

» L’analyse structurale et ’identification des molécules phytochimiques présentes dans
les extraits des plantes étudiées, notamment les fractions acétate d’éthyle et n-butanol
qui ont assuré une activité antioxydante et antidiabétique et antimicrobienne
importantes.

» La recherche d'activité antioxydante in vivo en mesurant I’effet des extraits sur
Iactivité des enzymes antioxydantes (catalase, superoxy dismutase, gluthation
péroxydase...)

> La recherche de [lactivité antibactérienne sur d'autres souches bactériennes
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pathogénes (multirésistantes, sauvages...).

» Larecherche de I'activité antifongique sur d'autres levures et champignons.

» La recherche de I'effet antidiabétiques des extraits en mesurant leur effet sur la
régénération des cellules B pancréatiques.

» La recherche dautres éventuelles activités biologiques comme l'activité anti-

inflammatoire, anti-tumorale, et anti-Alzheimer.
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