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Abstract

The aim of this study was to evaluate antioxidant activity in vitro, using the using
the DPPH and FRAP assays, as well as the evaluation of antibacterial activity tested by
solid-state diffusion using the disc and well method of a polyherbal formulation consisting
of lemon fruit, cloves and fresh ginger, prepared ginger, and of each plant prepared
separately, prepared as a decoction under reflux for 30 min.

Determination of phenolic compound levels in the aqueous extract of the
polyherbal formulation and in the extract of each plant species prepared separately
revealed moderate levels of polyphenols (87,15 pg EGA/mg E), flavonoids (40,80 ug
EC/mg E) and condensed tannins (2,38 ug EC/mg E) in the aqueous extract of cloves. This
is the highest of the other extracts.

All the extracts showed strong antiradical activity on DPPH, particularly the clove
extract. In particular clove extract, which recorded an 1C50 = 2,12 pg/ml, followed by the
formulation extract formulation extract (ICso of 2,85 pg/ml), followed by aqueous ginger
and lemon extracts with ICso values of 5,31 pg/ml and 5,78 pg/ml, respectively. With
regard to the iron-reducing capacity, the aqueous extract of nail presented the best ECso
value of 32,37 pg/ml, compared with the other extracts, while the effect of the formulation
was very slight.

In terms of antibacterial activity, the aqueous clove extract still had the best effect,
followed by the polyherbal formulation extract on Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, while the
aqueous ginger extract has no remarkable antibacterial antibacterial effect.

In the light of the results, we found that cloves, which have an antiradical anti-free
radical, iron-reducing and antibacterial effect, has the ability to dominate this effect effect
when mixed with ginger and lemon fruit, particularly in the DPPH test. DPPH and
antibacterial activity. Whereas in the FRAP test, the effect of cloves is inhibited is
inhibited, as the formulation extract shows no interesting effect on iron reduction.
reduction.

Key words: Lemon, cloves, ginger, polyherbal formulation, polyphenol antioxidant,
antibacterial



Résumé

L’objectif de cette étude porte a 1’évaluation, in vitro, de ’activité antioxydante, en
utilisant le test du DPPH et du FRAP, ainsi que 1’évaluation de 1’activité antibactérienne
testée par la méthode de diffusion sur milieu solide en utilisant la méthode des disques et
de puits de la formulation polyherbale constituée du fruit de citron, des clous de girofle et
du gingembre frais ainsi des extraits aqueux de chaque espece végétale préparé separément
par décoction sous reflux pendant 30 min.

La détermination du taux des composés phénolique dans I’extrait aqueux de la
formulation polyherbale et dans I’extrait de chaque espéce végétale préparé séparément a
révélé un taux modéré en polyphénols (87,15 ug EAG/mg E), en flavonoides (40,80 ug
EC/mg E) et en tanins condensés (2,38 ug EC/mg E) dans I’extrait aqueux des clous de
girofle. Ce taux est le plus élevé par rapport aux autres extraits.

L’ensemble des extraits ont révélé une forte activité anti-radicalaire sur le DPPH en
particulier I’extrait aqueux des clous de girofle qui a enregistré une ICso = 2,12 pg /ml,
suivie par I’extrait aqueux de la formulation (ICso de 2,85 pg/ml) puis I’extrait aqueux de
gingembre et de citron avec des valeurs de ICso de 5,31 pg/ml et 5,78 pg/ml,
respectivement. En ce qui concerne le test du pouvoir réducteur du fer, I’extrait aqueux des
clous de girofle présente la meilleure valeur de ECsp (32,37 pug /ml) par rapport aux autres
extraits, alors que I’effet de la formulation était trés faible.

Dans I’activité antibactérienne, I’extrait aqueux des clous de girofle présente
toujours le meilleur effet, suivie par I’extrait de la formulation polyherbale sur Bacillus
cereus, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas Aeruginosa, tandis que 1’extrait aqueux du gingembre n’a aucun effet
antibactérien remarquable.

A la lumiére de ces résultats, nous avons constaté que les clous de girofle qui
présente un effet anti-radicalaire, réducteur du fer et antibactérien prometteur a la capacité
de dominer ces effets quand il est mélangé avec le gingembre et le fruit de citron en
particulier dans le test de DPPH et I’activité antibactérienne. Tandis que dans le test du
FRAP, ’effet des clous de girofle est inhiber, car 1’extrait de la formulation polyherbale ne
présente aucun effet intéressant sur la réduction du fer.

Mots clés : Citron, clous de girofle, gingembre, formulation polyherbale, polyphénols,
antioxydant, antibactérien.



Liste des abréviations

ABTS : Sel d’amonium de
I’acides 2,2-azinobis-3-
ethybenzothoazoline-6-sulfonique
ADN : Acide
désoxyribonucléique

AICl3: Chlorure d’aluminium
BHA : Butyl hydroxy anisole
BHT : Butyl hydroxy toyluene
CAT : La catalase

Cu2* : Cuivre oxyde
CUPRAC: CUPric Reducing
Antioxidant Capacity

DPPH: 2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl.

ECso: Concentration efficace
médiane

ERO : Espéces réactives de
I'oxygene

Fe2* : Fer Ferreux

Fe3* : Fer Ferrique

FeClj: Chlorure de fer

FPH : Formulation polyherbale
FRAP: Ferric Reducing
Antioxydant Power

GPx : Glutathion peroxydase
GSH : Glutathion

GSSG : Glutathion-disulfure
H*: Hydrogéne

H20:2 : Peroxyde d’hydrogene
HsO* Cl-: L’acide chlorhydrique
concentré

H3PMo012040: Acide
phosphomolybdique
H3PW12040 : Acide
phosphotungsténe

HHDP : Acide
hexahydroxydiphénique
HOONO : Peroxynitrite

ICs : La Concentration Inhibant
50%

KsFe (CN)s: Ferricyanure de
potassium

MHA : Muller Hinton Agar
MosOz2s : Molybdene MogO23
Na2COs: Carbonate de sodium
NaNOz2 : Nitrite de sodium

NaOH : Hydroxyde de sodium.
NO- : Monoxyde d'azote

NOS : Nitrique oxyde synthase
Oz2: Oxygene

Oze : Anion super oxyde

OH : Groupement hydroxyle
ORAC :Oxygen Radical
Absorbance Capacity

PBS: Tampon phosphhate salé
(Phosphat buffer salin)

pH : Potentiel en hydrogéne
R% : Rendement En %.
ROQO?* : Radicaux peroxydées
SOD : Superoxydes dismutase
TCA : Acide Trichloracétique
TCS: Les tanins condenses
THS : Les tanins hydrolysables
ug EAG/mg E : Microgramme
équivalent d’acide gallique par
milligramme d’extrait

ug EC/mg E : Microgramme
équivalent de catéchine par
milligramme d’extrait

UrHe- : Radicale urate

UV : Ultra-violet

WSsO23 : Tungsténe



Liste des figures

Figure 01 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants .................. 04
Figure 02 : Sources de production des radicaux libres ... 06
Figure 03 : structure de base des composés phénoliques ................cccoeviiiiiiiiinnn. 13
Figure 04 : Exemples des composés phénoliques. ... ..ccoevviriniiiiriiriiiiaineaneanann, 13

Figure 05 : structure générale de 1’acide benzoique (A) et de ’acide cinnamique (B).....15

Figure 06 : Exemples des acides phénoliques ...........c.ooeiiiriiiiiiiiiiiiiiiieeeena, 15
Figure 07 : Structure de base d’un flavonoide ..............cooviiiiiiiiiiii e, 16
Figure 08 : Principaux types de flavonoides .............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 16
Figure 09 : Structure générale de tanin condensé et hydrolysable ........................... 17
Figure 10 : Structure la molécule d’iSOPIENe .........c.ovviriniiriiiiiiii e, 18
Figure 11 : Exemple d’un vrai alcaloide « La lobéline » ....................oooiiin 19
Figure 12 : Exemple d’un proto-alcaloide « p-skytanthine » ............................. 20
Figure 13 : Exemple d’un pseudo-alcaloide « Mescaline » .....................ooivvinnn.. 20
Figure 14: Feuilles, fleurs et fruits de CItron ..., 22
Figure 15: Arbre giroflier ... ..., 26
Figure 16 : Les clous de girofle avant séchage (A) et apres séchage (B) .................... 26
Figure 17 : Eugénol composant majeur de I'huile essentielle des clous de girofle ...... ... 27
Figure 18: Rhizome de Zingiber officinale .............c.cccoeeueieieiecieiie e e e .. 28
Figure 19 : Description botanique de gingembre ...........ccoviiiiiiiiiiiiiceeee, 28
Figure 20 : Quelques composants bioactifs de gingembre .................cooiiiiiinni, 29

Figure 21 : Matériel végétal citron, clou de girofle et gingembre (photo prise au
[aDOFAtOIrE) ... v 33
Figure 22 : Montage d’extraction a chaud sous reflux (Photo prise au laboratoire) ........ 34
Figure 23: Schéma explicatif de la préparation des différents extraits aqueux a partir du
fruit de citron (Citrus limon), les clous de girofle (Syzygium aromaticum), les

rhizomes de gingembre (Zingiber officinale) et la formulation des trois

PlANEES Lo e 36
Figure 24 : Mécanisme réactionnel du test DPPHe entre I’espéce radicalaire DPPHe et un
antioxydant (RH) ... 44
Figure 25: Mécanisme réactionnel du test du FRAP en utilisant le K3Fe (CN) ........... 46

Figure 26 : Courbe étalon de I’acide gallique pour dosage des polyphénols ................ 53



Figure 27 : Courbe étalon de la catéchine pour dosage des flavonoides (A) et le dosage des
tanins condenSES (B)........cviveierierieiiiciieeeie e e eeee et eieeeeeaeaean . DA
Figure 28 : Effet anti-radicalaire de I’acide ascorbique surle DPPH......................... 56

Figure 29: Effet anti-radicalaire sur le DPPH des extraits aqueux du citron (A), du clou de

girofle (B), du gingembre (C) et de la formulation (D) ......................... 57
Figure 30: Les valeurs de IC,déterminées dans 1’effet anti-radicalaire sur le DPPH ...... 58
Figure 31 : Pouvoir réducteur du fer du BHA (Méthode de FRAP)................cceeei 59

Figure 32: Pouvoir réducteur du fer des extraits aqueux du citron (A), du clou de girofle
(B), du gingembre (C) et de la formulation (D), (Méthode de PFRAP)...................... 60

Figure 33 : Valeurs de ECsp sur la réduction du fer (Méthode de FRAP).................... 61

Figure 34 : Zones d’inhibition (mm) obtenues pour I’extrait aqueux du citron (Disques et

Figure 35: Zones d’inhibition (mm) obtenues pour 1’extrait aqueux des clous de girofle

(ISQUES B PUILS) ...vieeteeie et e, 65

Figure 36 : Zones d’inhibition (mm) obtenues pour 1’extrait aqueux de la formulation

polyherbale ..o 68



Tableau 01:
Tableau 02 :
Tableau 03:
Tableau 04 :
Tableau 05:
Tableau 06:
Tableau 07 :
Tableau 08 :
Tableau 09 :
Tableau 10 :

Tableau 11:

Tableau 12:

Tableau 13:

Tableau 14:

Tableau 15:
Tableau 16:

Tableau 17:
Tableau 18 :

Tableau 19

Tableau 20 :

Tableau 21:

Tableau 22:

Tableau 23:

Tableau 24

Tableau 25:

Liste des tableaux

Principales especes réactives OXYGENEES ........c.oviuieririiiriiereieaienn, 05
Exemples des Antioxydants .............coooiiniiiiiiiii e 07
Composeés phénoliques, Squelette de base et leurs propriétés ................ 14
Quelques exemples des différents types de terpénoides ........................ 18
Composition biochimique moyenne dans 100 g decitron ...................... 23
Principaux constituants phytochimiques du citron .............................. 24
Mode opératoire du dosage des polyphénols totaux ............................ 40
Mode opératoire du dosage des flavonoides totaux ............................. 41
Protocole du dosage des tanins CONAENSES ...........cevvinviniiniininineannnn. 43

Protocole d’évaluation de 1’activité antioxydante par le test de piégeage du
radical libre DPPH ... ..o
Mode opératoire pour évaluation du pouvoir réducteur du fer (FRAP) en
utilisant le réactif de ferricyanure de potassium KsFe (CN)6 ................
Caractéristiques et rendements des extraits aqueux de : citron (Citrus limon),
du clou de girofle (Syzygium aromaticum), du gingembre (Zingiber
officinale) et de la formulation ...
Screening phytochimique des extraits aqueux du Citron, Clou de girofle,
Gingembre etde laformulation ...
Taux de polyphénols totaux, de flavonoides et des tanins condensés dans les
extraits aqueux du citron, du clou de girofle, du gingembre et de la

fOormulation ........ ..o 55
Effet anti-radicalaire de 1’acide ascorbique sur le DPPH........................ 56
Effet anti-radicalaire des extraits aqueux sur le DPPH (%) ..................... 57
Le pouvoir reducteur du fer (FRAP) parle BHA ..., 58
Le pouvoir réducteur du fer (FRAP) par les extraits aqueux .................. 59

: Diamétres des zones d’inhibition (mm) d’extrait de citron ..................... 62

Diamétres des zones d’inhibition (mm) d’extrait de citron (Méthodes des
puits)
Diameétres des zones d’inhibition (mm) obtenues pour 1’extrait aqueux des
clous de girofle (Méthode des disques)
Diameétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour I’extrait aqueux des
clous de girofle (Méthodes des puits)
Diameétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour I’extrait aqueux du
gingembre (Méthode des diSQUES) ......ovvviniiriniiiiieeeeeeee e,
: Diameétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour I’extrait aqueux du
gingembre (Méthodes des puits)
Diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour I’extrait aqueux de la
formulation polyherbale (Méthode des disques)

Tableau 26: Diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour I’extrait de la

formulation polyherbale (Méthodes des puits)



Table de matiére
Introduction GENérale .......ccovviuiiieiiiiniiieiiiieieieieinetssetessscsssssascsnssssasssnsssnes 01
Syntheése bibliographique
I. Stress oxydant

1. Définition du stress OXydant ............c.oovriiiiiii 04
2. Les radicauX [IDres ..o e 04
2.1.Définition des radicaux lIDIes ..........coiiiiiiiiiiii i e, 04
2.2.Les principaux types des especes réactives d’oxygene (ERO)......................... 05
2.3.Sources de production des radicaux lHbres .............coooiiiiiiiiiiiiiii 06
3. LeS antioXYAants. . ....uet it 06
3.1.Définition des antioXydants ..........c.ooueeiiitiiiie i 06
3.2.Classification des antioXydants ............c.ooeiiiiiiiiiii e 07
3.2.1. Les antioxydants enzymatiqUes ............c.ooeiiiriirieiniiiiieeee e, 07
3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques ............c.ovviiiriiriieiieniieneannnn. 08
1) Le systéme antioxydant non enzymatique d’origine endogéne ................... 08
2) Le systéme antioxydant non enzymatique d’origine alimentaire ................ 09
3.3.Utilisation des antioXydants ...............ccoovuiiiiiiiiiii e, 09
3.4.Mode d’actions des antioXydants ..............cooeiiiiiiiiiiii e 10
3.5.Dommage oxydatif aux lipides, protéines et ADN .............ccooviiiiiiiiininnen... 10

I1. Métabolites secondaires
1. Définition des Métabolites Secondaires ...............ooiiiiiiiiiiiiiiii it 12
2. Classification des métabolites Secondaires .............covvvviiiriiiiiiiiiiiien 12
2.1. Les composes PhENOIIGUES ......o.vinirit i e e 12
1) Les acides phénoliques (Cs-C10U C6-C3) ...vuvviviniiiiiiiieieeeeeeeeeeae 14
2) FlavonOoTdes ........ooviiiii i 15
3) TaANINS Lot 17
2.2. 88 TEIPEIIES ..o ettt ettt e 18
2.3.Les alcaloides .......o.viiiniii 19

I11. Plantes étudiées

1. Citrus mon (CItrON) ... e 22
1.1. Description DOtaNIQUE ........c.oeiniit s 22
1.2, CIaSSITICAIION ...eei e 22
1.3. Composition chimique et molécules bioactives .............ccoceveviiiiiiiiiiiinnn 23
1.4, Effets thérapeutiques de Citrus imon ..., 25
1.5. Le systéme antioxydant de Citrus imon .............cooooiiiiiiiiiiiiii e, 25
1.6. Propriétés antibactériennes de Citrus imon ...............cooviiiiiiiiiiiiiiins 25
2. Syzygium aromaticum (Clous des girofles).............coooiiii i 26
2.1. DesCription DOtaniQUE ..o 26
2.2, ClasSIfICAtION ...ttt e s 27
2.3. CompPOSItION CRIMIQUE. ...t e e e 27
2.4. Propriétés thérapeutiques du Syzygium aromaticum .................ooeeiiiiiininnann.n.. 27
3. Zingiber officinale (GINGEMDIE) ... ... 28
3.1. DesCription BOtANIQUE .......oeitit e e 28
3.2. Classification du Zingiber officinale ..o 29
3.3. ComMPOSItION CRIMIQUE ... .ot e e 29
3.4. Propriétés antioxydantes et antibactérienne du Zingiber officinale ...................... 30

4. Formulation polyherbale & base des plantes végétales ...................ooeviinin. 30



Revue expérimentale
I. Matériel et méthodes

1. Etude phytoChimIQUE ... .oeei e e e, 33
1.1 Matériel VEgetal ... 33
1.2. Préparation des eXtraits @QUEUX ...........c.oueuineirinineetiniiet e eeeeeraenaas 34
1.2.1. Préparation de I’extrait aqueux du citron ...............cooevviiiiiiininiennn.n. 34

1.2.2. Préparation de I’extrait aqueux des clous de girofle ............................ 34
1.2.3. Préparation de I’extrait aqueux du gingembre .................cocoiiiiiiiiinnnn. 34

1.2.4. Préparation de I’extrait aqueux de la formulation polyherbale ................ 35

1.3. Calcul du rendement des eXtraits ...........c.ooveviiieieiii e 35

1.4. Screening PytOChIMIQUE .......oeii i e 37

1.5. Dosages des polyphénols totauX .............ooiiiiiiiiiii e, 38

1.6. Dosage de flavonoides tOtaUX ..........oevriiritiieei e, 40
1.7. Dosage des tanins CONGENSES .........c.ouririirit it 42
1. Evaluation des activités biologiqUeS ...........c.oiiriiiii e 43
2.1. Evaluation du pouvoir antioxXydant ..............coooiiiiiiiiii e, 43
2.1.1. Test de piegeage du radical libre DPPH (2,2- Diphényl-1-picrylhydrazyl)...43

2.1.2. Pouvoir réducteur de fer « FRAP » ... 46

2.2. Evaluation de ’activité antibactérienne .................cooovieiiiiiiiiiiiiiiiineeenn, 48
2.2.1. Méthode de diffusion sur milieu solide (g€10S€) ..........covvvvriiiiinininnnnn, 48

1) Préparation du milieude culture ...t 48
2) Préparation de 1’inoculum ..ot 48

3) Ensemencement des plaques par écouvillonnage .............................. 48

4) MéEthode des diSQUES ......oovirie it 49

5) MéEthode des PUILS .......ovineieii e 49

6) Lecture des plaques et interprétation des résultats ............................. 50

I1. Résultats et interprétations

1. Etude phytoChimiQUE ... ..o e 52
1.1. Rendement et propriétés des extraits .............ocoovviriiiiiiiiiiiiieea 52

1.2. Screening phytoChimIQUe ..........ooiiiiii e 52

1.3. Taux de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins condenseés ............... 53

2. ACHIVItES DIOIOGIGUES ... et 55
2.1. Pouvoir antioxydant des extraits aqueux de citron, du clou de girofle, du
gingembre et de la formulation polyherbale ... 55
2.1.1. Effet anti-radicalaire des extraits sur le piégeage du radical libre DPPH

(2,2- Diphényl-1-picrylhydrazyl) ...........coooiiiiiiiiee, 55

2.1.2. Pouvoir réducteur du fer des extraits « FRAP » ................cooooiiiini 58

2.2. Effet anti bactérien des extraits aqueux de citron, du clou de girofle, du gingembre
et de la formulation polyherbale évalué par Méthode de diffusion sur milieu
0] 0 [ PP 61
2.2.1. Effet de I’extrait aqueux du citron (Méthode des disques et des puits) ....61
2.2.2. Effet de I’extrait aqueux des clous de girofle (Méthode des disques et des

PUIES ) 1ottt 63

2.2.3. Effet de l’extrait aqueux de gingembre (Méthode des disques et des

PUIES ) oot e 65

2.2.4. Effet de ’extrait de la formulation polyherbale (Méthode des disques et des

DU . e 66

DISCUSSION ...oett e 70
CONCIUSTON ..t e 76



Introduction generale




Introduction génerale

La recherche de ressources naturelles qui peuvent étre utilisées d’une maniére
complémentaire ou alternative a I’utilisation des médicaments de synthése constitue
I’objectif principal du secteur de la santé publique. La médicine traditionnelle nous offre
plusieurs plantes endémiques qui sont considérées comme sources des principes actifs
puissants afin de lutter contre le stress oxydatif, les maladies infectieuses, les maladies

métaboliques et neuro dégénératives (Favier, 2006).

Les plantes médicinales qui constituent une source inépuisable des molécules
bioactives, sont largement exploités dans les différents domaines de la recherche
scientifiques pour le développement de nouvelles thérapeutiques, nutritives ou cosmétiques
(Eddouks et al., 2007).

Dans le domaine pharmaceutique, 60% des molécules bioactives utilisées en
thérapeutique sont d’origine végétale. Les progres de la chimie de synthése et de
I’hémisynthése ont optimisé un nombre important de nouvelles classes de molécules
anticancéreuses, anti-inflammatoires, antioxydantes, antidiabétiques et antimicrobiennes
(Bourgaud et al., 2001; Kar, 2007).

Actuellement, en Algérie la valorisation des propriétés thérapeutiques des plantes
médicinales utilisees en médecine traditionnelle a suscité un grand intérét. De nombreux

travaux scientifiques sont réalisés dans ce contexte.

Au cours de la pandémie COVID-19, la société algérienne a fréqguemment utilisé
une préparation médicinale comme reméde préventif et curatif de cette infection. Il s’agit
d’une formulation polyherbale préparée sous forme de tisane a base de trois espéces
végétales le fruit du citron (Citrus limon), les clous de girofle (Syzygium aromaticum) et le

rhizome du gingembre frais (Zingiber officinale).

Pour cela nous nous sommes intéressés a 1’évaluation in vitro de 1’activité
antioxydante et antibactérienne de I’extrait aqueux de cette formulation polyherbale et des
extraits aqueux du fruit de Citrus limon, des clous de Syzygium aromaticum et du rhizome
de Zingiber officinale. L’expérimentation de cette étude regroupe deux grandes parties.
Une étude phytochimique basée sur la préparation des extraits aqueux de la formulation
(qui regroupe le fruit du citron, le gingembre frais et les clous de girofle), et de chaque

échantillon préparé séparément, ensuite la détermination de leurs taux en composés

1
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phénoliques. La deuxiéme partie de notre étude consiste a I’évaluation in vitro de I’activité
antioxydante en utilisant le test du DPPH et du FRAP, ainsi que 1’évaluation de ’activité

antibactérienne en utilisant la méthode de diffusion sur milieu solide.
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I. Stress oxydant
1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant signifie un déséquilibre entre les processus biochimiques de
production des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) appelés encore composés pro-
oxydants, et ceux qui sont responsables de leur contréle et leur élimination et qui sont les
antioxydants, ce déséquilibre provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants,
soit d’une altération des mécanismes de défense (figure 01). Plusieurs conditions peuvent
conduire a I’apparition de ce désordre y compris I’age, 1’alimentation, 1’exposition aux
polluants ou aux métaux lourds, les infections ainsi que le déficit immunitaire (Di Meo et
Venditti, 2020).

Le stress oxydant est un processus pathologique qui intervient dans le phénomene
du vieillissement et de nombreuses maladies comme les maladies cardiovasculaire, neuro-

dégénératives (Alzheimer, parkinson,...), le cancer, le diabéte (Zahir et al., 2020).

Antioxydants
@ Radicaux libres

?t til st

Stress oxydant

Figure 01 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants

2. Les radicaux libres
2.1. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques possédant un nombre impair
d’électrons sur sa couche périphérique (externe) ce qui les rend extrémement reactif. Ces
molécules sont caractérisées par leur instabilité et leur réaction rapide avec d’autres
composants, afin de capter 1’électron nécessaire pour acquérir leur stabilité. Une réaction
en chaine débute lorsqu’un radical attaque la molécule stable la plus proche, en lui
arrachant son électron; la molécule attaquée devient alors elle-méme une molécule
instable (Bayir, 2005).



Synthése bibliographique Chapitre I : Stress oxydant

2.2. Les principaux types des espéces réactives d’oxygéne (ERO) (Tableau 01)

Tableau 01: Principales espéces réactives oxygenées (Sies, 1993)

Espéces réactives oxygénées (ERO)

Radicalaires Non radicalaires

*OH Radical hydroxyle
ROe Radical alkoxyl
ROO* Radical peroxyl
Oz Anion superoxyde
NO* Radical oxynitrique

H202 Peroxyde d’hydrogéne

ROOH Peroxyde organique

HOCL Acide hypochloreux
102 Oxygéne singulet
ONOO" Peroxynitrite

a. L’anion superoxyde (O2")

Le radicale superoxyde Oz est ’ERO qui possede la plus faible réactivité, formé
par la réduction mono électrique de 1’oxygene (addition d’un seul électron), donne
naissance au radicale hydroxyle HOe trés réactif et d’une constante de vitesse faible.
Cependant, 1’02 est capable de produire d’autres radicaux beaucoup plu réactifs. Il
s’agit de toxicité indirecte (Haioun et Hamoudi, 2015).

b. Radical hydroxyle OH*

Le radicale hydroxyle OHe est I’oxydant le plus puissant des ERO avec une
constante de vitesse ¢élevée et peut étre formé a partir de I’anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogéne en présence des métaux de transition comme le fer (Fe?*) et le
cuivre (Cu?*) qui agissent comme catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle
(Chaabi, 2008).

C. Peroxyde d’hydrogéne H;0-

L’eau oxygénée ou peroxyde d’hydrogéne (H202) est un oxydant moléculaire
(ayant tous ses électrons périphériques appariés) beaucoup moins puissant produit par la
réduction bi électronique de 1’oxygene (Halmi, 2015).

d. Monoxyde d’azote NO*

Le monoxyde d’azote radicalaire est produit de mani¢re endogeéne lors du
métabolisme de I’arginine par les nitrique oxyde synthases (NOS) dans des conditions
physiologiques et physiopathologiques. Il est caractérisé par une réactivité limitée et
une demi vie de quelques secondes (Blanc et al., 2005). Toutefois, le NOe peut former

avec I’anion super oxyde le peroxynitrite (HOONO) qui est un oxydant puissant et
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diffusible, ayant une demi-vie plus prolongée capable d’endommager de nombreuses

molécules organiques (Haleng, 2007).
2.3. Sources de production des radicaux libres

La création et ’accumulation des radicaux libres dans 1’organisme sont liées a
I’environnement et le mode de vie des individus. Plusieurs facteurs exogénes favorisent le
stress oxydatif, principalement le tabac, I’exposition aux rayons UV, les champs
¢lectriques, les polluants industriels, les pesticides, ainsi qu’une alimentation malsaine
(raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation d’alcool,..) (figure 02). La
production endogene des radicaux libres est plus importante que celle d’origine exogene, et
elle est contr6lée par les systemes de défense qui participe au bon déroulement des

réactions immunitaires (Favier, 2006).

Métaux lourds

Molécules synthétiques, Pollution
Lumiére UV Tabac Inflammation
C /T
g Traumatismes | - Infection
—, 77 S ‘. M STRESS ¥ <N
o—eo o > OXYDATIF B
5 Hygiéne de vie N e i
7 BT g, Déficit immunitaire
e déséquilibrée 4 \
Pollution Slress iti A '
o et nutrition /| g
UV / Stress physique
oy Vieillissement et psychologique
[ J
= v '4 facteurs exogénes (extérieur)
Alimentation malsaine ¥ facteurs endogénes (ntérieur)

Figure 02 : Sources de production des radicaux libres
3. Les antioxydants

Pour se protéger du stress oxydatif, les organismes vivants ont développé un arsenal
d’antioxydants, avec des enzymes (superoxyde dismutase, catalase et glutathion-

peroxydase), et des vitamines (A, E, C).
3.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des composes puissants qui peuvent neutraliser les radicaux
libres impliqués dans la dégradation cellulaire. Ces substances sont présentes a faible

concentration par rapport a un substrat oxydable, capables d’inhiber ou de prévenir son
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oxydation en limitant les radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif (Leong et al.,

2002). Les antioxydants sont des.
3.2. Classification des antioxydants

On distingue deux types d’antioxydants (tableau 02), les antioxydants
enzymatiques ou endogenes qui regroupent les enzymes (superoxyde dismutase, glutathion
peroxydase, catalase), les protéines (ferritine, aloumine), les systemes de réparation des
dommages oxydatifs comme les endonucléases ; et les antioxydants non enzymatiques ou
exogenes apportés par 1’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines,

caroténoides, ubiguinone et polyphénols.

Tableau 02 : Exemples des Antioxydants (Flora, 2009)

Antioxydants Exemples
Caroténoides B-caroténe, Lycopene, Lutéine
Enzymes SOD, Catalase, GPx
Glutathion Glutathion
Minéraux Zinc, Sélénium, Cuivre
Les composeés phénoliques Quercétine, Catéchine
Vitamines a-tocophérol, Acide ascorbique

3.2.1. Les antioxydants enzymatiques
= Catalase (CAT)

La catalase est essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les
érythrocytes, elle catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en oxygeéne et en
eau, son role principal consiste a I’élimination des peroxydes lipidiques résultants de
I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés. La réaction catalysée par
cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogéne selon la formule suivante

(Nicholls, 2012 ; Péry & Garric, 2017),

2 H202 —_— 2 H20 + O2
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= Supeoxydes dismutases (SOD)

Le superoxyde dismutase est une metalloprotéine capable d’éliminer 1’anion
superoxyde par une action de dismutation. Il catalyse la conversion de deux ions
superoxydes et deux protons en peroxyde d’hydrogéne et oxygéne selon la réaction
suivante (Haleng et al., 2007),

2H*+202" ——> H202 + O2

= Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme tétramérique a sélénium qui peut
catalyser I’oxydation des deux molécules de glutathion (GSH) aux dépens du peroxyde
d’hydrogéne H20:2 en glutathion-disulfure (GSSG) et en deux molécules d’eau (H20)

selon la réaction suivante (Halliwel et Gutteridge, 2008).
2GSH + H202 E— GSSG + 2 H20

3.2.2. Les antioxydants non enzymatiques
1) Le systéme antioxydant non enzymatique d’origine endogéne
e Glutathion
Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systemes
vivants et il est considéré comme le principal antioxydant non enzymatique
intracellulaire, aidant les cellules pour la lutte contre les radicaux libres. 1l est
également impliqué dans une grande variété de processus chimiques dans 1’organisme
(Valko, 2011).
e Acide urique
L’acide urique est un puissant piégeur de radicaux "OH, ROO"® et NOO* en produisant
le radical urate (UrH™), qui est relativement stable en raison de la délocalisation des
électrons célibataires sur son noyau purine (Halliwell et Gutteridge, 2008).
e Bilirubine
La bilirubine est un composé liposoluble et un cytoprotecteur antioxydant
physiologique majeur, elle peut protéger la cellule contre les dommages associés a un
stress oxydatif correspondant a un excés d’H202. Ce composé est capable de piéger les
radicaux peroxydes, 1’oxygéne singulet et le radical hydroxyle (Algeciras-Schimnich
et al., 2007).
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2) Le systéme antioxydant non enzymatique d’origine alimentaire
» Vitamine E
La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols. Cette vitamine étant
liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut séquestrer les radicaux libres et
empéchent la propagation des réactions de peroxydation lipidique. Son rdle biologique
est de réagir avec les radicaux peroxydés (ROO®) pour former un radical tocophéryle
(Dellatre et al ., 2005).
» La Vitamine C
La vitamine C ou I’acide L- ascorbique, est un excellent piégeur des ERO (HO* ou
0O2%). Elle inhibe la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la
forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Elle a de
nombreuses fonctions telle que la contribution au bon fonctionnement du systeme
immunitaire et la régénération d’autres antioxydants, tel que 1’a-tocophérol, le
glutathion et les a-carotenes (Carr et Frei, 1999).
» p caroténe
Le chef de file des caroténoides est le B-caroténe, également appelé provitamine A
car, aprés hydrolyse hépatique, il donne naissance a deux molécules de vitamine A. il
est capable de piéger les radicaux hydroxyles et pyroxyles et ainsi d’inhiber les chaines
de peroxydations lipidiques, il neutralise également 1’oxygéne singulet (Sarma., 2011).
» Polyphénols
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par
I’apport en fruits, en 1égumes et en céréales. Les polyphénols constituent une famille
importante d’antioxydants présents dans les végétaux. Ce sont d’excellents piégeurs
des ERO et de tres bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre
(Sarma, 2011).

3.3. Utilisation des antioxydants

En plus de leur utilisation comme des antioxydants, pour le stress oxydatif afin de
piéger les radicaux libres, les antioxydants sont largement utilisés par I'industrie comme
conservateurs pour les aliments, les produits cosmétiques, ou encore pour préserver le

caoutchouc ou l'essence.

v Dans I'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en

métallurgie pour protéger les métaux de 1’oxydation ;

9
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v Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras ;
v Dans l'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou

des colorants de cuve lors de la teinture (K. Bouhadjra, 2011).
3.4. Mode d’actions des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant (Favier, 2006):

- Le captage de I’oxygene singulier ;
- La désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente ;

- La réduction de radicaux ou de peroxydes
1.3.5. Dommage oxydatif aux lipides, protéines et ADN

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent
provoquer lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que
’altération de ’ADN (Hadj Salem J., 2009), les protéines (oxydation) et les lipides
(peroxydation), (Jacops L., 2009))....etc. Cette oxydation provoque des dommages surtout
sur I’organisme en accélérant le vieillissement, les maladies cardiovasculaires et neuro-

dégénératives, le cancer et le diabéte.

10



Chapitre Il : Métabolites
Secondalres




Syntheése bibliographique Chapitre Il :  Métabolites Secondaires

I1. Métabolites secondaires
1. Définition des Métabolites Secondaires

D’un point de vue fonctionnel, les métabolites secondaires sont généralement
opposes aux métabolites primaires (glucides, lipides et les acides aminés) qui regroupent
I’ensemble des voies anaboliques et cataboliques indispensables a la survie et a la
reproduction des cellules. Les métabolites secondaires sont définis comme I’ensemble des
voies permettant la synthése de petites molécules, non essentielles mais pouvant procurer
un avantage sélectif dans certaines conditions, et constituent la base des principes actifs
caractéristiques des plantes médicinales (Mansour, 2009).

2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés en trois grandes familles chimiques :

e Phénols et polyphénols ;
e Terpénoides ;

e Alcaloides ;

2.1. Les composés phénoliques

2.1.1. Définition des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont caractérisés par la présence d’un ou plusieurs
cycles benzéniques portants une ou plusieurs fonction hydroxyles (Figure 03).
Actuellement, plus de 8000 structures chimiques regroupent une large gamme de
molécules qui contribuent dans la croissance, la signalisation, le développement et la
défense des plantes (Urquiaga et Leighton., 2000; Chira et al., 2008).

Les polyphénols sont des micronutriments particulierement abondants dans les
fruits, les céréales et les Iégumes ainsi que dans les boissons comme le thé, le café ou le jus

de fruits.
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Groupe hydroxyle »OH

Anneau
aromatique ,

Groupe phénol

Figure03 : structure de base des composés phénoliques

2.1.2. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols peuvent étre divises en différents groupes selon le nombre de leur
cycle phénol ainsi que des éléments de structures qui lient les cycles les uns aux autres

(Figure 04 et Tableau 03). Les polyphénols ont des propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoires, anticancéreux et anti hyper glycémiantes.

T ~ Phenolic
A

N

Matairesinol

s |soflavones
Secoisolariciresinol

Umans’ Polyphenol | Favonoids

; z h Flavanones
Pinoresinol g

Flavinolignans

Lariciresinol gl

Anthocyanidins

Stilbenes

Figure 04 : Exemples des composés phénoliques (Bharadvaja et al., 2023)
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Tableau 03: Composes phénoliques, Squelette de base et leurs propriétés (Balasundram
et al., 2006; Sanogol. et Sissoko A., 2020)

Classe de polyphénols Squelette Activités Exemples
de base
Acide gallique, acide
Acide vanillique,
_ hydroxybenzoique | Cs-C1 Anti carcinogéne propyamd_me B1,
Acides Antimutagéne Théo galline
phénoliques Antioxydante Acide caféique, acide
Acide ferulique, acide
hydroxycinnamique| Cs-C3 p-coumarique, acide
rosmarinique
. R Hespéridine,
Anti carcinogene .
Flavonols . \ naringénine,
Antimutagene uercetine
Antioxydante d -
Flavones Antimicrobienne kaempferol, lutéoline
Flavonoides Flavanones Cs-C3-Cs Antifongique
Anthocyanes. Antioxydante Cyanidine,
pelargonidine
Antioxydante
Tanins (Cs)n Antitumorale

1) Les acides phénoliques (Cs-C1 ou Ce-C3)

Les acides phénoliques sont des composés organiques contiennent au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées
et liées a des sucre sous forme d’hétérosides (Figure 06). Ces acides phénoliques sont
solubles dans les solvants polaires ; présents en abondance dans les aliments (Wichtl et
Anton, 2009).

Les acides phénoliques sont divisés en deux classes :

v' Les dérivés de I'acide benzoique comme l'acide gallique ;
v Les dérivés de l'acide cinnamique comme l'acide coumarique, caféique et
férulique (Figure 05) (Pandey et Rizvi, 2009).

14
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X “OH
(A) OH (B)

Figure 05 : structure générale de 1’acide benzoique (A) et de I’acide
cinnamique (B) (Bruneton, 1993 ; Wichtl et Anton, 2009 ;
Collin et Crouzet, 2011)

. N ey R;= Ra=H Acide p- hydroxybenzoi
| /\J/ R;=OH,R>=H Acide protocatéchique
— 7 R; =0OCHs. R=H Acide vanillique
Ry R;=R>=0OH Acide gallique
R =R; =0CH; Acide syringique
™ R=H Acide sallicylique
oo R =OH Acide gentisique
R;=R;=R;=H Acide cinnamique
I R,=R;=H ,R,=0OH Acide p-coumarique
AN R;=R>=0H,R;=H Acide caféique

R; =OCH;, R>=0OH. R;=H Acide férulique
R; =R :=0CH:, R; =OH Acide sinapique

Figure 06: Exemples des acides phénoliques (Bruneton, 1999)

2) Flavonoides
La classe la plus largement répandue de polyphénols est celle des flavonoides qui
représentent dans les aliments, plus de 6000 composés naturels (Erlund, 2004). Ils se
caractérisent par 3 cycles, A, Bet C, dont seuls A et B sont des cycles phénoliques, le
cycle C étant un cycle chromane. Cette structure est géneralement noté Cs-C3-Cs. La
structure générale de cette famille présente le cycle B en position C2 du cycle C (Figure
07) (Tsao, 2010).
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Ils sont fréquents dans les fruits et les Iégumes, le thé, le café, les aliments et les
boissons d’origine végétale, tels que le cacao et le vin. Les flavonoides ont des propriétés
biologiques importantes : antioxydante, anti-inflammatoire, antiseptique, vitaminique, anti

hypertensive et anti-hyper insulinémie.

et jouent un role important dans les processus de défense contre les rayonnements UV, le
stress oxydatif et la résistance aux phytopathologies (Bors et al., 1997; Montoro et al.,
2005 ; Beretz et Cazenave, 1991).

0 0

Figure 07: Structure de base d’un flavonoide (Heller et Forkmann, 1993)

Les principales flavonoides regroupent des sous-classes, qui sont Flavones et
flavonols, Flavonones, flavanols et dihydroflavanols, et les flavan-3-ols, les isoflavones,

les flavanones et les anthocyanidines (Figure 08) (Rahmani, 2020) .

5

Flavones

Flavanols Néoflavonoides

Isoflavones

Figure 08: Principaux types de flavonoides (Luthar Z., 1992)
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3) Tanins

Les tanins sont des substances d’origine végétale, non azotées, de structure poly
phénolique, et ayant une structure complexe qui leur conferent la capacité de précipiter les
protéines et s’associer avec plusieurs molécules. Les tanins sont largement répandus dans
les organismes végétaux et plus particulierement dans les fruits, les graines de céréales,
diverses boissons, et le thé, de plus ils sont caractérisés par leurs propriétés astringentes,

anti diarrhéiques, antibactériennes et antifongiques (Chaouche, 2014).
Deux sous-classes se distinguent parmi les tannins (Figure 09) :

» Les tanins hydrolysables « THS »: sont des esters d’acide gallique ou de son
produit de condensation : I’acide éllagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible
et précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés (Jarrige R. &
Ruckebusch Y., 1995). Ces substances s’hydrolysent facilement et rapidement en
milieux acide et alcalin ou sous ’action d’enzymes, pour donner des glucides et des
acides phénoliques (Leinmuller et al., 1991).

»= Les tanins condensés « TCS » : sont des composés phénoliques hétérogenes,
I’unité de base ou monomeére de ces TCS est un flavan-3-ol (catéchine) lié par des
liaisons de type C-O-C (type A) ou C-C (Type B (Mueller-Harvey, 2001;
Schofield et al., 2001; Jean Bruneton, 2009).

condensed tannins hydrolysable tannins
(proanthocyanidins)

Figure 09: Structure genérale de tanin condensé et hydrolysable (Bruneton, 2009)
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2.2. Les terpénes

Les terpénes, également désignés sous la nomination d’isoprénoides, constituent
une vaste famille de substances naturelles. Le squelette carboné de ces composés est
formellement constitué d’un élément de base commun a un squelette ramifié, a cing atomes
de carbone et dérivé de 1’isopréne (Figure 10) (Hopkins, 2003). Selon le nombre d’unités
isopréniques qui les constituent, on distingue : Hémi (Cs), mono (Cao), sesqui (C1s) qui ont
des propriétés antipaludiques, di (Czo), tri (Cao), tétra (Caso) et poly terpénes (> Cao)
(Tableau 04) (Silva et al., 2019).

CH,

Figure 10 : Structure la molécule d’isopréne (Calsamiglia et al., 2007)

Tableau 04 : Quelques exemples des différents types de terpénoides (Belbache, 2003)

Terpénes Unités Atomes de Exemple
isoprénigue carbone
Hemiterpene 1 C5 Isopréne
-~
Menthol :
T
Monoterpénes 2 Cl0 — e |
L [ Ly
pB-Cadinéne
v [
Sesquiterpénes 3 Cl15 [ l =)
e |
Sclaréol :
i i
. .. L (=T |. T
Diterpénoides 4 C20 il H{,,f ~+
<
Lanostérol :
[ |
| | |
Triterpéne 6 C30

Tetraterpéne B 40

Polyterpéne =8 =40 Caoutchouc
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2.2.1. Activités biologiques des terpénes

Les terpénoides jouent de multiples rbles chez les plantes, certaines sont des
pigments photosynthétiques (les caroténoides) ou des hormones (I’acide abscissique),
tandis que d’autres sont utilisés tant que composants de la structure des membranes (les
stérols) ou des transporteurs d’électrons (ubiquinone) (Ravan et al., 2014). Les terpenes,
en geneéral, possedent des propriétés Antioxydantes, antimicrobiennes, antifongique,
anticarcinogéniques, antimalariales, Antidépressives et diurétiques (Sanogol. et Sissoko
A., 2020).

2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés, basiques, rencontrés principalement chez
les végétaux, mais aussi chez certains animaux et microorganismes (Kambouche N. et al.,
2008 ; Achille R. et al., 1980). IIs ont des propriétés Antioxydantes, analgésiques, anti-
inflammatoires et anti peroxydation lipidique. Ils présentent une structure complexe, leur

atome d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique (Badiaga, 2011).

Selon leur origine de biosynthése, on distingue trois types d’alcaloides :
a.Les vrais alcaloides : IIs dérivent d’acides aminés et comportent un atome d’azote
dans un systéeme hétérocyclique. Ils sont présents dans les plantes, soit sous forme
libre, soit sous forme de sel (Figure 11). Ces alcaloides sont toxiques et disposent

d’un large spectre d’activités biologiques (Badiagua, 2011).

Figure 11 : Exemple d’un vrai alcaloide « La lobéline » (Badiagua, 2011)
b.Les proto-alcaloides : Les proto-alcaloides présentent le plus souvent toutes les

caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés
(Figure 12) (Badiaga, 2011).
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Figure 12 : Exemple d’un proto-alcaloide « g-skytanthine » (Badiagua, 2011)

c. Les pseudo-alcaloides : Les pseudo-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote
n’est pas inclus dans un hétérocycle, ils ont un caractére basique et sont élaborés in

vivo a partir d’acides aminés. Ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont

solubles dans 1’eau (Figure 13) (Badiaga, 2011).

@) NH
HaC™ 2
HSC“\O

0
HsC”™

Figure 13 : Exemple d’un pseudo-alcaloide « Mescaline » (Badiagua, 2011)
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1. Citrus limon (Citron)
1.1. Description botanique

Le citronnier, un membre de la famille des Rutacées, est un petit arbre (arbuste)
vert et aromatique dont la taille peut varier de 2 a 10 metres de haut, porte 5 a 6 branches
charpentiéres trés fournies en rameaux, les racines superficielles forment un réseau dans
les 80 premiers centimétres de sol. Les feuilles des citronniers sont des feuilles vertes,
alternatives et persistantes, trés adurantes en raison des multiples poches a essence qu’elles

contiennent, qui sont visibles a I’ceil nu (P. Goetz 2014).

Le fruit de citronnier est une baie cortiquée selon les espéces, la fleur se transforme
en fruit mur, de forme ronde, allongée ou ovale (8 a 12 cm de long sur 5 a 6 cm de
diametre), présentant un téton a une extrémité et quelque fois a chaque extrémité (Figure
14) (Espirad, 2002). 1l existe sous deux formes : le citron doux, fruit décoratif de cultivars
a jus peu ou pas acide néanmoins classé Citrus limon (L); et le citron acide, le plus

commun de nos jours, dont le jus a un pH d’environ 2,5.

Figure 14: Feuilles, fleurs et fruits de citron (Espirad, 2002)

1.2. Classification

Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification de Citrus limon dans la

systématique est comme suit ;
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Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous —classe Rosidae
Ordre Sapindale
Famille Rutaceae
Genre Citrus

Espéce Citrus limon

1.3. Composition chimique et molécules bioactives

Comme les autres agrumes, les feuilles et les fruits trés juteux de citron sont des
sources de composés naturels, tels que 90% d’eau, fortement acide (pH inférieur a 3), dont
I’acidité est due essentiellement a I’acide citrique accompagné de faibles quantités d’acide

malique, caféique et férulique (Tableau 05).

Tableau 05: Composition biochimique moyenne dans 100 g de citron (Souci et al., 2008)

Constituant Teneur moyenne | Constituant Teneur moyenne
Eau (g) 89,2 Béta-Caroténe (ug) 3
Protéines (g) 0,8 Vitamine E (mg) 0,8
Glucides (Q) 2,45 Vitamine C (mg) 53
Lipides (g) 0,3 Vitamine Bl (mg) 0,05
Sucres (9) 2,2 Vitamine B2 (mg) 0,02
Fibres (g) 2 Vitamine B3 (mg) 0,2
Sodium (mg) <3 Vitamine B5 (mg) 0,19
Magnésium (mg) 8,93 Vitamine B6 (mg) 0,08
Potassium (mg) 149 Vitamine B9 (mg) 11
Calcium (mg) 18 Phosphore  (mg) 15,5

Le citron est un fruit remarquable par sa haute teneur en vitamine C et d’un large
éventail de vitamines du groupe B avec des quantités considérables de flavonoides et des

polyphénols. Les citrons frais sont faibles en calories et en sucres, mais les fibres
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(cellulose, hémicellulose et pectines) représentent 2,1 % du poids total. La teneur en
protéines ne dépasse pas 1g /100g. Diverses substances minérales ont été identifiées dans
le citron, il est riche en calcium, magnésium et potassium qui est le minéral le plus
abondant (Tableau 06) (P. Goetz, 2014).

Tableau 06: Principaux constituants phytochimiques du citron (P. Goetz, 2014)

Matiére Famille de Constituants chimigues

constituants

de naringine et d’hespéndine (faite d’une
Flavanones flavanone 1"hespéretine et le disaccharide-
Citroflavonoides rutinose)
ertodictyol 7-rutinoside, citroflavonoides,
caroténoides, nobilétine
Acides organiques d'acide citrique
d’acide malique

Jus
Hydrates de carbone de saccharose, de glucose, lévulose, etc
de vitamine C (acide ascorbique)
R de vitamines A et bétacaroténe (provitamine A)
Traces de vitamines B1, B2 et B3 ou P, P
Minéraux et matieres | Scdium, calcium ; phosphore; silicium, cuivre,
générales phosphore : manganése, zinc
Protéines ; lipides ; glucides ; sucres simples
90 % D-limonéne (monoterpéne cyclique
Ip L]
0.4 %o, bétapinéne
(11,58 %).gammaterpinéne
Peau de -
Huile essentielle (9,28 %), sabinéne
citron

(1,83 %), alphapinéne
(1,75 % 3 a 5 %) citronellal, alphaterpineol,
linalyl-acétate, acetate de géranyl, coumarine

et autres constituants mineurs
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1.4. Effets thérapeutiques de Citrus limon

Diverses études expérimentales ont montré ’existence d’une relation importante
entre les flavonoides du citron et la diminution de 1’oxydation (Gonzalez-Molina et al.,
2010).

» Les ecorces et les graines sont employées pour renforcer les défenses immunitaires
indispensables, et traiter les maladies dégénératives telles que 1’hypertension
(Oboh, 2012) ;

» La consommation du citron frais ou leurs jus semble é&tre associée a une
amélioration des profils lipidiques sanguins, la survie chez les personnes agées,

moins de risque de cancers.

1.5. Le systéeme antioxydant de Citrus limon

Le citron est important en raison de ses propriétés nutritionnelles et antioxydantes.
Les antioxydants les plus connus sont les caroténoides (surtout le B-caroténe), 1’acide
ascorbique, les tocophérols (vitamine E) et les polyphénols. Ces derniers incluent les

flavonoides, les tanins et les acides phénoliques (Hercberg et al., 2004).

Les resultats de Parhiz et al., 2015 ont montré que l’activité antioxydante des
flavonoides de Citrus limon est basée sur ’activité de piégeage des radicaux libres afin
d’augmenter les défenses cellulaires antioxydantes, et selon Xavie et al., (2007), la
vitamine C de C. limon empéche la formation des radicaux libres et protége I’ADN des

mutations.

1.6. Propriétés antibactériennes de Citrus limon

Les études de Espina et al., (2012) et Hamdan et al., (2013) ont montré que
I’huile essentielle de C. limon présente une activité antibactérienne vis-a-vis les bactéries
Gram (+) comme Bacillus subtilis, Staphylococcus capitis , Micrococcus luteus, et sur les

bactéries Gram (-) : Pseudomonas fluorescens et Escherichia coli.
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2. Syzygium aromaticum (Clou de girofle)
2.1. Description botanique

Le giroflier est un arbre de la famille des Myrtacées, qui pousse uniquement dans
les pays tropicaux, qui peut vivre jusqu’a 150 ans (Cechini, 2003 ; Sophie, 2015). C‘est un
grand arbre en forme conique, et au tronc gris clair, d’une hauteur moyenne de 10 a 12
meétres, qui peut atteindre jusqu’a 20 metres de haut. Elancé, trés touffu, a feuilles
persistantes, coriaces, opposees et entieres (Figure 15) (Max et Robert, 2003). Ses
feuilles persistantes sont ovales et coriaces. Les fleurs & quatre pétales blanc rosé sont
caractérisées par leurs sépales rouges persistants. Avant 1’épanouissement, les boutons
floraux sont nommés « Clous de girofle ». C’est a cette époque qu’on les récolte avant de
les laisser sécher plusieurs jours, au soleil jusqu’a ce qu’ils perdent leur couleur rose et

prennent une teinte brun fonce (Figure 16) (Auzis, 2007).

Le fruit est une baie appelée « anthofle » allongée de 2,5 cm de long sur 1 a 1,5 cm
de large, de couleur rouge foncé a maturité (G.-J., Chavanne M., Flamand E., Jullien A.,
1986).

Figure 16 : Les clous de girofle avant sechage (A) et aprés séchage (B) (Auzis, 2007)
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2.2. Classification (Ghedira et al., 2010)

Reégne Plantae

Embranchement Magnoliophyta (= phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (= angiospermes)
Classe Magnoliopsida (= dicotylédones)
Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Espéce Syzygium aromaticum

2.3. Composition chimique

Les clous de girofle sont riches en substances bioactives principalement en huiles
essentielles (18 a 20%) riches en eugénol (85 a 95%) (Figure 17), en acétate d’eugénol (5
a 10%), a- et B-caryophyllene (5 a 12%) ; en huile fixe (16%) et de faibles teneurs
d’amidon et des fibres cellulosiques (Ghedira et al., 2010 ; Paul et Ferdinand, 2005). lls
contiennent également des flavonoides (0,5%), des tanins (12%), acide phénolique, stérols
et des triterpenes (Max et Robert, 2003).

OH

H.C™ OCHs

Figure 17: Eugénol composant majeur de I'huile essentielle des clous de girofle
(Ghedira et al., 2010 ; Paul et Ferdinand, 2005)

2.4. Propriétés thérapeutiques du Syzygium aromaticum

Les clous de girofle possedent des propriétés qui sont dues essentiellement lié a
I’eugénol qu’il est rapidement métabolisé et caractérisé par ses propriétés, antioxydante,
antimicrobienne et antifongique, antivirale, anti-inflammatoire qui soulage les douleurs
musculaires ou les rhumatismes, son effet anesthésiant local dans le soin des plaies et dans

les odontalgies, sa propriété antiseptique permet de désinfecter les plaies. Il traite les
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troubles digestifs en atténuant les maux d’estomac, il est utilis¢ égale comme
antidépresseur.

L’eugénol est un puissant inhibiteur de la croissance des bactéries Gram (+) comme
Bacillus cereus ; Bacillus. subtilis ; Staphylococcus aureus et Gram (-) telles que:

Escherichia coli ; Salmonella typhi et Pseudomonas aeruginosa. (Singh et al., 2009).

3. Zingiber officinale (Gingembre)

3.1. Description botanique

La famille des Zingiberaceae est une importante famille botanique qui regroupe
plus de 1000 especes différentes. Zingiber officinale est une plante vivace, tropicale et
herbacée. Originaire des régions tropicales d’Asie tropicale et subtropicale, et mesure
environ 1,30 métre de haut. Il s’agit d’une plante stérile c’est-a-dire n’entraine pas de
reproduction sexuée. La multiplication de la plante se fait grace aux bourgeonnements de

son rhizome a I’origine de nouvelles plantes (Figure 18) (Gigon, 2012).

Figure 18: Rhizome de Zingiber officinale (Zerrouk, 2017)

Le Zingiber officinale est divisé en deux parties, la partie souterraine représente le
rhizome et les racines et, le rhizome de Zingiber officinale constitue la partie active de la
plante (Faivre et al., 2006). La partie aérienne regroupe les feuilles et les tiges (Figure 19)
(Gigon, 2012).
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Partie aérienne

Partie souterraine

Ovaire infere

Figure 19: Description botanique de gingembre (Gigon, 2012)

3.2. Classification du Zingiber officinale : Classification botanique du gingembre (Faivre
et al., 2006 ; Gigon, 2012) :

Régne Plantae
Sous-régne Trachéobionta
Embranchement Spermatophyte
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe Zingiberidae
Ordre Zingibérales
Famille Zingibéracées
Sous-famille Zingibéroidées
Genre Zingiber
Espéce Zingiber officinale

3.3. Composition chimique

La composition chimique du gingembre est complexe: outre 1’amidon qui
représente une grande partie du poids de la plante environ 60%, il contient des protéines et
des lipides (10%), et des huiles essentielles, on distingue I’oléorésine, il est riche en
composés phénoliques piquants, des vitamines et des minéraux sont également présents
(Bruneton J., 2009). Il contient également quelques flavonoides comme la quercétine, la
rutine, 1’acide gallique, I’acide férulique et 1’acide vanillique (Figure 20) (Ghasemzadeh
et al., 2010).
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Figure 20: Quelques composants bioactifs de gingembre (Banerjee et al., 2011)
3.4. Propriétés antioxydantes et antibactérienne du Zingiber officinale

Le gingembre contient jusqu’aux 12 composés importants qui lui offrent une
excellente propriété antioxydante 40 fois plus élevée que la vitamine E (Singh et Kaur,
2012). Ce dernier protége les cellules contre les facteurs responsables du vieillissement
cutané (causés par les radicaux libres). L’action antioxydante du gingembre a été proposée
comme un agent protecteur contre la toxicité et les rayonnements (Haksar et al., 2006), et

comme un médicament antiulcéreux.

Cette propriété antioxydante de Zingiber officinale est liée au gingérol qui est un
agent tres efficace pour la prévention contre les rayonnements ultra-violets, et aussi contre
les affections de la peau induites par ces rayonnements. Ce composeé inhibe la synthese de
NOe et prévient les dommages de NOO+" dépendantes, et serait capable aussi d’inhiber la

NADPH oxydase (Topic et al., 2002 ; Ippoushi et al., 2003).

Selon la bibliographie les huiles essentielles du gingembre sont de puissants antibactériens
notamment les souches Bacillus subtilis et Pseudomonas sp (Ficker et al., 2003 ; Sabulal
et al., 2003).

4. Formulation polyherbale a base des plantes végetales

La préparation de formulation polyherbale (FPH) est une recette traditionnelle de
I’usage des plantes médicinales pour le traitement de certaines maladies, généralement elle
est préparée ou prescrite par les herboristes ou les gens ayant une bonne connaissance des

plantes médicinales. L’objectif de 1’usage des formulations est 1’augmentation de 1’effet
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thérapeutique du mélange des plantes en essayant de créer un effet synergique entre les
principes actifs des plantes choisis pour la préparation de FPH.

Récemment certains tests ont été réalisé sur I’effet thérapeutique des FPH, comme
I’activité antidiabétique de FPH & base de Citrullus colocynthis, Punica granatum L,
Coriandrum sativum, Juniperus thurifera L., Foeniculum vulgare, et Artemisia herba-alba,
qui a révélé une amélioration de I’hyperglycémie et I’hypertriglycéridémie chez les rats
rendus diabétiques par la streptozotocine (Barouki A., Mouchahana S. et Bouid C.,
2022).

Dans la société algérienne et pendant la période du COVID-19, une FPH a été
largement utilisée comme une tisane préventive et curative de cette infection, elle est

constituée du fruit du citron, des clous de girofle et le rhizome frais du gingembre.
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La partie experimentale de cette étude a éte réalisée au niveau du laboratoire de
recherche: Antibiotiques Antifongiques Physico-chimie, Synthese et activité biologiques
(LAPSAB), Département de biologie, Faculté des sciences de la Nature et de la Vie et des
sciences de la Terre et de 1’Univers, Universit¢ Abou-Bakr Belkaid-Tlemcen. Elle

comporte deux grandes parties :

= Partie phytochimique qui consiste a la préparation des extraits aqueux du citron
(Citrus limon), du clou de girofle (Syzygium aromaticum), du gingembre (Zingiber
officinale) et de la formulation polyherbale (mélange) des trois échantillons ; un
criblage phytochimique et le dosage de polyphénols totaux, flavonoides et de tanins
condensés dans les extraits préparés.

= Partie activités biologiques qui porte sur la recherche in vitro de I’activité antioxydante
des extraits en utilisant le test de DPPH et du FRAP, ainsi que [l’activité

antibactérienne.

1. Etude phytochimique
1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé pour cette étude est le fruit du citron, les clous de
girofle, et les rhizomes frais du gingembre. Ces echantillons ont été achetés chez
I’herboriste du centre-ville de Tlemcen, a 1’exception du citron qui a été acheté du

marché.

Au laboratoire, le jour de ’extraction les échantillons ont été nettoyés par I’eau de

robinet, séchés avec du papier ensuite pesés pour lancer les extractions (Figure 21).

Figure 21 : Matériel végétal citron, clou de girofle et gingembre (photo prise au
laboratoire)
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1.2. Préparation des extraits aqueux

La préparation des extraits aqueux a été réalisée par décoction (50°C) pendant 30

minutes, en utilisant 1’eau distillée (Figure 22).

Réfrigérateur

'SR

Entrée

d’eau
Chauffe

ballon

Figure 22 : Montage d’extraction a chaud sous reflux (Photo prise au laboratoire)

[ Sortie d’eau

[ Ballon rodé

1.2.1. Préparation de I’extrait aqueux du citron

Une quantité de 25g du fruit du citron a été coupé en petits morceaux et
mélangée avec 100 ml d’eau distillée, I’ensemble est porté a extraction par décoction
pendant 30 minutes.
1.2.2. Préparation de I’extrait aqueux des clous de girofle

Une quantité de 2,59 des clous de girofle a été mélangée avec 100 ml d’eau
distillée, I’ensemble est porté a extraction par décoction pendant 30 minutes.
1.2.3. Préparation de I’extrait aqueux du gingembre

25g des rhizomes frais du gingembre ont été coupés en petits morceaux et
mélangée avec 100 ml d’eau distillée, I’ensemble est porté a extraction par décoction

pendant 30 minutes.
1.2.4. Préparation de I’extrait aqueux de la formulation polyherbale

La formulation polyherbale est basée sur le mélange des trois échantillons

précédents en quantités appropriées. La préparation a été réalisée comme suit :
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25¢ de citron (coupés en petits morceaux), 2,5g des clous de girofle, et 25g du gingembre
(coupés en petits morceaux) ont ét¢ mélangées avec 200 ml d’eau distillée. L.’ensemble est

porté a extraction par décoction pendant 30 minutes.

Apres 30 min d’extraction, les différents extraits ont été filtrés sur papier filtre,
ensuite séchés a 1’étuve a 37 °C pendant 24 h. Les extraits obtenus sous forme de poudre
sont conservés dans des tubes a température ambiante jusqu’au jour d’utilisation. La

Figure 23 résume le protocole d’extraction.
1.3. Calcul du rendement des extraits

Le rendement indique le rapport entre la masse du produit sec récupéré apres
extraction et la masse du matériel végétal initiale ayant servi pour I’extraction multiplié

par cent (100) selon la formule suivante:

R (%) =M / Mo x 100

v R (%) : Rendement exprimé en %;
¥' M: Masse en gramme de [’extrait sec résultant,
v Mo : Masse en gramme du matériel végétal initial.
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Citrus limon
Citron (259)
(Petits morceaux)

Matériel végétale l

) !

Syzygium Zingiber officinale v ]
aromaticum Gingembre (259) trois échantillons

Clou de girofle (Petits morceaux) Citron (259) +
(2,50) Clous de girofle

(Clous) l (2,50) +

Formulation des

Gingembre (259)
Extraction sous reflux dans I’eau distillée
Pendant 30 min

v

FILTRATION

Evaporation a sec

(Etuve 37°C pendant 24h) \l/

!

Extrait aqueux
du
Citron
EC

Extrait aqueux
des Clous de
girofle
ECG

Extrait aqueux
du Gingembre

EG

Extrait aqueux de
la formulation
polyherbale
EFPH

Figure 23: Schéma explicatif de la préparation des différents extraits aqueux a partir du

fruit de citron (Citrus limon), les clous de girofle (Syzygium aromaticum), les rhizomes de

gingembre (Zingiber officinale) et la formulation des trois plantes
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1.4. Screening phytochimique
Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les différents extraits aqueux
récupérés. La mise en évidence de la présence des métabolites secondaires dans les extraits
de plantes est assurée par des tests phytochimiques basés sur des réactions de coloration et
de précipitation, réalisés selon les techniques décrites par Bruneton, (1999); Harbone
(1998).
1.4.1. Les alcaloides
Dans deux tubes a essais, 0,5 ml de I’extrait est acidifi¢ par quelques gouttes de
HCI (1%), ensuite 0,5 ml du réactif de Mayer est ajouté dans le premier tube, et 0,5 ml du
réactif de Wagner est ajouté dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,
respectivement, révéle la présence des alcaloides.
1.4.2. Les composés phénoliques
= Les tanins
Dans un tube a essai introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une
solution aqueuse de FeCls (1%). Le mélange est incubé pendant 15 minutes a
température ambiante. La présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre
ou bleu noiratre.
= Les flavonoides
Dans un tube a essai, mélanger 1 ml d’extrait avec 1 ml de HCIl concentré et
quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose, rouge ou jaune
révéle la présence des flavonoides.
= Les quinones libres
Un volume de 1ml d’extrait est mélangé avec 0,1 ml d’hydroxyde de sodium
(NaOH a 1%). L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la
présence des quinones libres.
= Anthraquinones
Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de NH4OH
(10%), les tubes sont mélangés au vortex. L’apparition d’une coloration violette indique
la présence des anthraquinones.
1.4.3. Les composés terpéniques

e Les terpénoides (Test de Slakowski)
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Dans un tube a essai, 1 ml de I’extrait a analyser est mélangé avec 0,4 ml de
chloroforme et 0,6 ml de I’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et

une couleur marron a I’interphase indique la présence des terpénoides.

e Lessaponosides (test de mousse)

Dans un tube a essai, 10 ml de ’extrait a analyser est fortement agité pendant 15
secondes, puis le tube est laissé au repos pendant 15 minutes. La persistance d’une
mousse de 1 cm ou plus de hauteur indique la présence de saponosides.

1.4.4. Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml
réactif B) a 1 ml d’extrait a analyser et incuber I’ensemble 08 minutes dans un bain marie
bouillant. L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés
réducteurs.
1.5. Dosages des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols totaux dans les différents extraits a été
réalisée par la méthode de dosage décrite par Vermerius et Nicholson, (2006) en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu.
1.5.1. Principe

Cette méthode colorimétrique est basée sur la réduction des constituants du réactif
de Folin-Ciocalteu : I’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040), par les phénols présents dans 1’échantillon en un
complexe d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdene (M0gO23). L’intensité de
la coloration bleue développée est proportionnelle aux taux de composés phénoliques

présents dans le milieu présente un maximum d’absorption a 700 nm.

1.5.2. Mode opératoire : résumé dans le tableau 07 (Benariba et al., 2013 ; Gheffour et
al., 2015)

v' Mélanger 0,1ml de chaque extrait a concentration connue (1mg/ml) avec 2 mi
d’une solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 2% fraichement préparée;
Agitation des tubes;

1% incubation pendant 5 minutes & température ambiante;

Ajouter 0,1ml de réactif de Folin-Ciocalteu a 0,2 N;

Agitation des tubes;

AR N N N

2™ jncubation pendant 30 minutes & température ambiante et & 1’abri de la lumiére;
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v' La lecture de I’absorbance (DO) est effectuée contre un tube blanc au
spectrophotométre a une longueur d’onde (A) de 700 nm.

Une gamme étalon est réalisée, en paralléle, dans les mémes conditions opératoires

en utilisant l'acide gallique comme témoin positif a différentes concentrations

initiales croissantes (50 ; 100 ; 200 ; 300 ; 400 ; 500 ; 600 ; 700 ; 800 ; 900 ; 1000

pg/ml).

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits sont

déterminées a partir de 1’équation de la courbe étalon de 1’acide gallique. Elles sont

calculées selon la formule suivante, et exprimées en microgramme équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait sec (Ug EqQ AG/mg E).

[Polyphénols] = a.f/ C

A : concentration finale des polyphénols déterminée a partir de la courbe
d’étalon;

f : facteur de dilution (22);

C : concentration de I’extrait (Img/ml).

Tableau 07 : Mode opératoire du dosage des polyphénols totaux

La gamme d’Acide gallique [pg/ml] Extraits [Lmg/ml]
e o ) =
t_vj o o o o o o o o o o (@) (&) (O] o
m| 8| 8| & 8| §| 8| 8| R| &| 8| €| w| w Y T
A. gallique
(ml) -- 01 01 010101010101 (01|01 {01 |- -- -- --
Extrait (ml) | -- -- -- e i Rt T A AR S - 0101 |01 |01
Eau distillée 01 | - _ I A R e e _ ] _ _
(ml)
[0)
Na:COs2% | » 2 2 2 (2 |2 (2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 2 2
(ml)
1% Incubation pendant 5 min & température ambiante
Folin-
ciocalteu 012 (01 {01 (0101|0101 (01|01(0101 (0101|021 0,1 0,1
0.2 N (ml)

2¢me Incubation pendant 30 min A température ambiante et a I’abri de la lumiére

Mesure de I’absorbance a 700 nm
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1.6. Dosage de flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides contenus dans les extraits des plantes étudiées a été
réalisé par la méthode colorimétrique décrite par Zhishen et al., (1999).

1.6.1. Principe :

La détermination du taux de flavonoides a été effectuée par la méthode utilisant le
chlorure d’aluminium (AICI3s). Ce dernier en milieu alcalin réagit avec les atomes
d’oxygéne du groupement hydroxyle (OH) libre des flavonoides en entrainant la formation
d’un complexe stable de couleur jaune. Le complexe formé absorbe dans le visible a 510

nm.
1.6.2. Mode opératoire : résumé dans le tableau 08 (Benariba et al., 2013)

v Mélanger 250 ul (0,25 ml) de chaque extrait a concentration connue (1mg/ml) avec
1 ml d’eau distillée, et 75 ul d’une solution de nitrite de sodium (NaNOz) & 15 % ;

v Incubation pendant 6 minutes a température ambiante;

v" Ajouter 75 pl de chlorure d’aluminium (AIClz) a 10 % au mélange;

v" Incubation pendant 6 minutes a température ambiante;

v" Ensuite, 1 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4%, sont ajoutés aux tubes;

v" Le volume final est ajusté a 2,5 ml avec de I’eau distillée;

v' Aprés 15 minutes d’incubation a température ambiante, la mesure de 1’absorbance

est réalisée a 510 nm contre un blanc au spectrophotométre.

Une courbe étalon de la catéchine utilisée comme contrble positif avec des
concentrations initiales croissantes (20 ; 50 ; 100 ; 200 ; 300 ; 400 ; 500 pg/ml), a été

réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires.
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Tableau 08 : Mode opératoire du dosage des flavonoides totaux

Blanc La gamme de la Catéchine [ug/ml] Extraits [Lmg/ml]
Volume 20 50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 o T
B | & | & | &
Catéchine (ul) | - 250 250 | 250 250 | 250 | 250 | 250 | --- - -
Extrait (ul) - - - - - - - - 250 250 250 250
E.D (ml) 1,250 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
NaNO:2 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
15% (ul)
1¢¢ Incubation pendant 6 min a température ambiante
AICI310% 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
(1)
2¢me Incubation pendant 6 min a température ambiante
NaOH 4% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(ml)
Eau distillée | 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 100
(k)
Volume final | 25 | 2,5 25 |25 25 |25 |25 |25 |25 2,5 25 25
(ml)

3¢me Incubation pendant 15 min a température ambiante

Mesure de I’absorbance a 510 nm

Les concentrations des flavonoides

totaux contenues dans les extraits sont

déterminées a partir de 1’équation de la courbe étalon de la catéchine selon la formule
suivante, et sont exprimées en microgramme équivalent de catéchine par milligramme
d’extrait sec (ng Eq C/mg E)

[Flavonoides]= a. f/C

a : concentration des flavonoides déterminée a partir de la courbe étalon;
f : facteur de dilution (10);
C : concentration de I’extrait (1 mg/ml).
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1.7. Dosage des tanins condensés
1.7.1. Principe

Le dosage des tanins condensés a été realise par la méthode a la vanilline en milieu
acide. Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les tanins
condensés en milieu acide en formant un complexe de couleur rose caractérisé par un

maximum d’absorption & 500 nm.

1.7.2. Mode opératoire : résumé dans le tableau 09 (Benariba et al., 2013 ; Gheffour et
al., 2015)

v" Un volume de 50ul de chaque extrait a concentration connue (10 mg/ml) est mélangée avec

1500 pl de vanilline/Méthanol (4%, P/V) ;

v Un volume de 750ul de I’acide chlorhydrique concentré (HzO" CI) concentré est
ajouté dans chaque tube.

v Aprés homogénéisation, le mélange est incubé a température ambiante pendant 20
minutes

v L’absorbance de cette préparation est mesurée a 500 nm contre un blanc au
spectrophotometre.

Une courbe étalon a été réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine comme contrdle positif a différentes
concentrations initiales croissantes (50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000 pg/ml).

Les concentrations des tanins condensés totaux contenus dans les extraits sont
déterminées a partir de I’équation de la courbe étalon de la catéchine selon la formule suivante.
Elles sont exprimées en microgramme équivalent de catéchine par milligramme d’extrait (png
Eq C/mg E).

[Tanins]=a. f/C

a : concentration finale des Tanins déterminée a partir de la courbe d’étalon;
f: facteur de dilution (46);
C : concentration de l’extrait (I mg/mL).
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Tableau 09 : Protocole du dosage des tanins condensés

La gamme de la Catéchine [pug/ml] Extraits [10mg/ml]
e o 10) =
s ls|8/g8lg|g|glglslglglg|elglaln
m o — N ™ < Yo} © ~ 0 [} — | W L L L
Catéchine - 50 |50 |50 |50 |50|50|50|50|50|50/|50 |- |- |- |-
(ul)
E.D (ul) 50 |- i A N N I o e N I R E i
Extrait - - S R A R A AT A N R 50 | 50 | 50 | 50
(ul)
Vanilline s|g|g/glgls|g|g|s|g|g|g|g/8/8|8
(K1) S e e e e A e e A T
Acide Chlorhydrique
concentre (ul) B |8 B33 3|33 B/ 3|3 3|33 3|3
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Incubation pendant 20 min a température ambiante

Lecture de ’absorbance a 500 nm

2. Evaluation des activités biologiques

2.1. Evaluation du pouvoir antioxydant

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro, le pouvoir antioxydant des
molécules des métabolites secondaires des plantes, comme la méthode utilisant le radical
libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle), les ions ferriques pour le FRAP (Potassium
Ferricyanide Antioxydant Power) ainsi que par la méthode de blanchiment de B-caroténe
(Sanchez-Moreno et al., 1998 ; Karagozler et al., 2008; Bourkhiss et al., 2010). Dans

cette étude nous nous sommes intéressés au test du DPPH et la méthode de FRAP.

2.1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH (2,2- Diphényl-1-picrylhydrazyl)
* Principe
L’évaluation de Dl’activité antioxydante des extraits est réalisée par le test anti-

radicalaire sur le DPPH, en mesurant la capacite des extraits a piéger les radicaux libres.

Cette méthode utilise un radical relativement stable le DPPHe (2,2-Diphényl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette, qui en présence des antioxydants est réduit en un
composé de couleur jaune, le diphényl picryl hydrazine (Figure 24), dont la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants donneur de proton présents dans
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I’échantillon. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage

d’inhibition du piégeage du DPPH (Sanchez Moreno, 2002; Parejo et al., 2003).

| N—N NO. i |
So-t@e— D)@
& L, i -

DPPH DPPH-H

 Rose.St7am Jaune

& - H represents antioxidant

R 5 ? 5
N o N o 3
N OH NH HO (o)
NO. NO NO; _A_NO HO 0
+ HO o} - s + - "
v~ OH [ Y ™ 0. O-H
NO, OH O NO. OH O H

Figure 24 : Mécanisme réactionnel du test DPPHe entre 1’espéce radicalaire
DPPH?e et un antioxydant (RH) (Ababsa, N et Boukaous, H., 2018)

* Mode opératoire : résumé dans le tableau 10 (Benariba et al. 2013)
L’effet de chaque extrait sur le DPPH a été réalisé en triplicata selon le protocole

suivant :

v" Préparation du DPPHe a la concentration de 0.0025mg/ml dans du méthanol,

v' Préparation des extraits dans de 1’eau distillée a différentes concentrations (20, 40,
60, 80, 100, 120, 140, 150, 180, 200, 250, 500, 650, 1000, 1500 pg/ml);

v" 50 pl de chaque solution d’extrait a été ajouté a 1950 pl de la solution méthanolique
du DPPH ;

v" Préparation du tube blanc pour chaque concentration d’extrait : 1950 pl du méthanol
et 50 ul de Pextrait ;

v" Préparation du tube controle négatif : 1950 pl de la solution méthanolique du DPPH
avec 50 pl du méthanol. Le tube blanc du contrle négatif renferme 2 ml du
méthanol,

v Incubation des tubes pendant 30 min a I’obscurité et a température ambiante;

v Mesure de I’absorbance a 517 nm contre le tube blanc au spectrophotométre;
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v' L’acide ascorbique a été utilisé comme un contréle positif testé selon le méme mode
opératoire a différentes concentrations initiales (20, 40, 80, 120, 160 ; 200 pg/ml);
Tableau 10 : Protocole d’évaluation de I’activité antioxydante par le test de piégeage
du radical libre DPPH.

La gamme de I’acide ascorbique Extraits [1.5 mg/ml]
[Lmg/ml]
Acide —_ =5 o
: 20 40 80 120 | 160 | 200 0] I |2 = e §T 5 B
ascorbique 1ol @&l & g g2 £ 3
w bl 2 m 28 § @
(ng/ml) O slm ©
Acide
ascorbique | 50 50 50 50 50 50 - - - - - - -
(k1)
Les
extraits - - - - - - 50 | 50 | 50 | 50 - 50 -
(k1)
Méthanol
- - - - - - - - - - 50 1950 2000
(k1)
oPPHG) | 2 |8 |2 |8 |8 B |28\ |8 & - :
- — — — - - — - — i i
Incubation pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité
Mesure de ’absorbance a 517 nm

Les résultats de la réduction du DPPH exprimés en pourcentage sont calculés selon
la formule ci-dessous. Les résultats sont également exprimés en termes de valeur de 1Cso,
qui représente la concentration du substrat responsable de la réduction du 50% de la forme
radicalaire du DPPH. Cette valeur, qui est inversement proportionnelle a 1’activité
antioxydante de 1’échantillon, a été déterminée a partir de 1’équation des graphes du DPPH
(%) = f (C).

DPPH % = A controle—A extrait % 100

A controle

DPPH% : Pourcentage de réduction du DPPH;
A. contr : Absorbance du témoin négatif ;
A. ext : Absorbance de [’extrait.
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2.1.2. Pouvoir réducteur de fer « FRAP »
* Principe

Le pouvoir réducteur du fer des extraits aqueux a été évalué par le test de
ferricyanure de potassium. Cette technique colorimetrique est basée sur la mesure de la
capacité des extraits testés a réduire de fer ferrique (Fe®") présents dans le ferricyanure de
potassium en fer ferreux (Fe?*). Cette réaction est révélée par 1’addition de FeCls dans le
milieu qui forme un complexe de couleur bleu-vert avec le fer ferreux (Fe?*) appelé le bleu
de Prussian caractérisé par un maximum d’absorbance a 700 nm (Figure 25). Une
augmentation de I'absorbance indique une augmentation de I'activité antioxydante du
I’extrait testé (Daouda, 2015, bougandoua et al. 2013).

Fe(CN)g> + ArOH » Fe(CN)g* + AtOH

FQ(CN)64_ “‘4F€3+ —_— Fe4[Fe(CN)6]3

Bleu de Prussian a
700nm

Jaune

Figure 25: Mécanisme réactionnel du test du FRAP en utilisant le K3Fe (CN).
* Mode opératoire : résumé dans le tableau 11

L’évaluation de I’activité antioxydante par la réduction du fer a été réalisée selon le

protocole suivant (Karagozler et al. 2008) :

v/ 100 pl de chaque extrait a différentes concentrations (150, 250, 500, 650, 1000, 1500
pg/ml) est mélangé avec 250 ul d’une solution tampon phosphate 0,2N (pH = 6,6) ;

v Ajouter 250 pl de ferricyanure de potassium KsFe (CN)sa 1% ;

v" Incubation des tubes dans 1’étuve a 50° pendant 20min ;

v" Apres refroidissement des tubes a température ambiante pendant 10 minutes;

v' 250 ul d’acide trichloracétique TCA (10%0) a été ajouté pour arréter la réaction ;

v 500 ul de chaque tube est mélangé avec 500 ul d’eau distillée et 100 pl d’une
solution de chlorure de fer FeCls (0,1%) ;
La mesure des absorbances se fait contre un tube blanc a 700 nm au

spectrophotometre.
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L’antioxydant de référence le BHA (Butyl hydroxyanisole) est utilisé
comme  controle positif a différentes concentrations initiales (60, 80, 100, 120,
140, 160, 180, 200 pg/ml).

Tableau 11: Mode opératoire pour évaluation du pouvoir réducteur du fer (FRAP) en
utilisant le réactif de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s

Concentrati Extraits o
on BHA o o o =] o o c
(Hg/ml) 3 = = S 3 S 9 8 o o o I =

e Q w L
BHA (ul) 100 100 100 100 100 100 100 100
Extraits 100 100 100 100
(%)
Eau

distillée (ul) 100

PBS (0,2N ;
pH=6,6) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250

(1)
KsFe(CN)s
1% (ul) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250

Incubation dans I’étuve pendant 20 min a 50°C

TCA 10% 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
(1)

Volume 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
pris de
chaque tube

(u1)

Eau
distillée (ul) | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500

FeCl3 0,1%
(uh 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Mesure de I’absorbance a 700 nm

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 de la courbe d’absorbance en fonction des concentrations des

extraits Absorbance = f (C).
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2.2. Evaluation de ’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des extraits de citron, de clous de girofle, du gingembre
ainsi que la formulation a été évaluée par la méthode des disques et la méthode des puits

sur milieu solide.

Cette étude a été realisee sur des souches bactériennes de référence disponibles au
niveau du laboratoire de recherche LAPSAB. Nous avons choisis des bactéries Gram
positif : Bacillus cereus ATCC 10876 (BC), Enterococcus faecalis ATCC 49452 (EF),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (ST), et des bactéries Gram négatif : Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 (KPM), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (PS) et
Escherichia coli ATCC 8739 (EC).

2.2.1. Méthode de diffusion sur milieu solide (gélose) (Clsi; 2015)
1) Préparation du milieu de culture
v’ Préparer le Muller Hinton Agar (MHA) a partir d'une poudre de gélose Mueller
Hinton déshydratée ;
v Apres 2 heures de stérilisation a 1’autoclave, la gélose refroidis et versée dans des

boites de Pétri devant les becs (zone sterile).

2) Préparation de I’inoculum

e Réaliser une pré-culture au préalable des bactéries a tester sur gélose nutritive
pendant 24h a 37 °C.

e Cing colonies sont prélevées a partir de la pré-culture, et mises en suspension dans
2 ml d’eau physiologique (9 g/1de NaCl);

e La suspension obtenue est vortexée pendant 15 secondes, sa turbidité est ajustée au
colorimétre & 625 nm pour obtenir d’un inoculum ajusté & (1-2 x108 CFU/ml) (0,5
Mc Farland), dont sa turbidité est équivalente a une norme de 0,5 Mc Farland et
une absorbance entre 0.08 et 0.13.

3) Ensemencement des plaques par écouvillonnage

+ Trempez un écouvillon stérile dans la suspension ajustée ;

+ Inoculer la surface séchée des boites de pétri MHA en étalant I'écouvillon sur toute
la surface de la gélose stérile ;

+ Répétez cette procédure en stries 3 fois, en tournant la plaque d'environ 60 ° a
chaque fois pour assurer une distribution uniforme de I'inoculum ;

+ Tamponner le bord de la gélose.
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4) Méthode des disques

Dans une boite Pétri stérile (vide) imbiber un disque en papier buvard par 1’extrait
(20 pl) et déposer-le a I’aide d’une pince stérile dans la boite préalablement
inoculée par la souche et compléter la procédure pour toutes les concentrations ;
Appuyez par la pince sur chaque disque pour assurer un contact complet avec la
surface de la gélose.

Ne pas déposer les disques a la proximité du bord de la plaque. Si les disques sont
placés trop pres du bord de la plaque, les zones peuvent ne pas étre completement
arrondies.

Les plagues sont inversées et placées dans un incubateur a 37° C pendant 18 heures

a 24 heures.

5) Méthode des puits

Des boites de Pétri contenant du milieu Mueller Hinton gélose sont ensemencées
aseptiquement par une suspension bactérienne de 2 x 102 cellules/ml, qui provient
d'une culture jeune.

L'ensemencement de l'inoculum se fait par écouvillonnage sur la gélose par des
stries serrées tout en tournant la boite a 60°C a trois reprises.

Apreés solidification du milieu (10 a 15 minutes), la gélose est perforée a l'aide de la
partie supérieure d'une pipette Pasteur stérile. Les puits ainsi formés sont remplis
des extraits aqueux a tester (environ 30 pl par puits) a différentes concentrations
(200, 100, 50, 25 et 12.5 mg/ml) (Valgars et al., 2007).

Les boites sont mises a incubées dans une étuve a 37 °C pendant 18 a 24heures et la
lecture des résultats se fait par mesure des diametres des zones d'inhibition
uniformément circulaire (mm). Un extrait est considéré actif, si le diamétre de la

zone d'inhibition est supérieure a 9 mm (Lee et al., 2007).

6) Lecture des plaques et interprétation des résultats

Dans la methode de diffusion sur milieu solide (Méthode des disques ou des puits)
le résultat est exprimé en diametre de zone d’inhibition autour de chaque disque ou
puits ;

Si la plaque a été ensemencée de maniére satisfaisante et que l'inoculum était

correct, les zones d'inhibition résultantes seront uniformément circulaires ;
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- Mesurez le diametre (D) de la zone d’inhibition au millimétre dont 1’échelle de

classification est comme suit :

= D <8 mm : Souche résistante ;
= 9mm<D< 14 mm : Souche sensible ;
= 15 mm <D <19 mm: Souche trés sensible ;

= D >20 mm : Souche extréme sensible.
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1. Etude phytochimique
1.1. Rendement et propriétés des extraits

Aprés extraction et récupération des extraits, le rendement calculé a été exprimé en
pourcentage. Le tableau 12 résume les caractéristiques ainsi que les rendements des
différents extraits aqueux. On remarque que les extraits sont récupérés sous forme de

produit solide de couleur marron. Leur solubilité est totale dans I’eau distillée.

L’extrait aqueux des clous de girofle présente le meilleure rendement 9,03 % par
rapport aux autres extraits, suivi par ’extrait de citron, la formulation polyherbale et le

gingembre, qui présentent des rendements de 5,81 % ; 4,12 % et 1,62 %, respectivement.

Tableau 12: Caractéristiques et rendements des extraits aqueux de : citron (Citrus
limon), du clou de girofle (Syzygium aromaticum), du gingembre (Zingiber officinale)
et de la formulation

Extraits Couleur Aspect Rendement (%) Solubilité
Citron Marron Pateux 5,81 Eau distillée
Clou de girofle Marron Pateux 9,03 Eau distillée
Gingembre Marron Poudre 1,62 Eau distillée
Formulation Marron Pateux 4,12 Eau distillée

1.2. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les différents extraits aqueux préparés.
Le tableau 13 résume les résultats qualitatifs, qui révélent la présence des métabolites
secondaires dans chaque extrait.

Les tests phytochimiques ont montré la présence des flavonoides et des terpénoides
dans I’ensemble des extraits, et 1’absence des alcaloides ainsi que les anthraquinones. Les
quinones libres sont présentes au niveau de ’extrait du gingembre et de la formulation
polyherbale, tandis que les saponosides sont détectés dans 1’extrait du citron et du clou de
girofle. Ce dernier avec I’extrait de la formulation ont partagé la présence des tanins. Les
sucres réducteurs sont observés dans la majorité des extraits a 1’exception de 1’extrait de

clou de girofle.
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Tableau 13: Screening phytochimique des extraits aqueux du Citron, Clou de girofle,

Gingembre et de la formulation

Extrait aqueux | Extrait aqueux | Extrait aqueux Extrait
. 1 . aqueux de
Citron Clou de girofle Gingembre -
Formulation
Réactif de Mayer - - - -
Alcaloides —— Y
Réactif de Wagner - - - -
Tanins - + - +
Flavonoides ++ + + + + + +
Quinones libres - - + + +
Anthraquinones - - - -
Saponosides + + + - -
Terpénoides : test de Slakowski + + + + + + ++ +
Composés réducteurs ++ + - + + +

(-) : Absence ; (+) : Faiblement présent ; (++) : Moyennement présent; (+++) : Fortement

présent
1.3. Taux de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins condensés

Le taux de polyphénols, de flavonoides et des tanins condensés dans les différents
extraits a été déterminé a partir des équations de la régression linéaire des courbes étalons
en utilisant ’acide gallique pour la détermination des taux des polyphénols et la catéchine

pour déterminer le taux des flavonoides et des tanins condensés (Figure 26, Figure 27).

250 9 v = 0.0464x
R* = 0.9904

Absorbance i 700nm

0.00 20.00 40.00 60.00
Acide gallique (ng/ml)

Figure 26 : Courbe étalon de I’acide gallique pour dosage des polyphénols
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Figure 27 : Courbe étalon de la catéchine pour dosage des flavonoides (A)

et le dosage des tanins condensés (B)

Le tableau 14 représente les résultats obtenus concernant le taux de polyphénols
totaux, de flavonoides et des tanins condensés dans les extraits aqueux du fruit de citron,
des clous de girofle, des rhizomes de gingembre et de la formulation (des trois échantillons
précédents ensembles), dont les résultats sont exprimés en microgramme Equivalent de
I’acide gallique par milligramme d’extrait (U g EAG/mg E) et en microgramme Equivalent

de la catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/mg E), respectivement.

L’extrait aqueux des clous de girofle a révélé un taux élevé en polyphénols, en
flavonoides et en tanins condensés avec des taux de 87.15 ug EAG/mg E ; 40,80 ug
EC/mg E et 2,38 pg EC/mg E, respectivement par rapport a 1’extrait aqueux du
gingembre qui renferme un taux de polyphénols de 43,07 uyg EAG/mg E et 27,95 ug

EC/mg E de flavonoides avec un taux non déterminé en tanins condensés.

L’extrait aqueux du citron a révélé le taux le plus faible en polyphénols 25,45 ug
EAG/mg E par rapport aux autres extraits. La formulation renferme un taux de
polyphénols de 33,50 ug EAG/mg E. Cette derniere présente le plus faible taux en
flavonoides 10,14 pg EC/mg E et en tanins condensés 1,26 ug EC/mg E.
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Tableau 14: Taux de polyphénols totaux, de flavonoides et des tanins condensés dans les
extraits aqueux du citron, du clou de girofle, du gingembre et de la formulation

Espéces Polyphénols Flavonoides Tanins condensés
P (ug EAG/mg E) (ug EC/mg E) (ug EC/mg E)
Citrus limon 25,45 + 0,011 14,05 + 0,019 Non déterminé
Syzygium 87,15+ 0,015 40,80 % 0,022 2,38+0,010

aromaticum

Zingiber officinale 43,07 £ 0,013 27,95 = 0,027 Non déterminé
Formulation

33,50 + 0,003 10,14 + 0,004 1,26 + 0,0002
polyherbale

3. Activités biologiques
3.1. Pouvoir antioxydant des extraits aqueux de citron, du clou de girofle, du

gingembre et de la formulation polyherbale

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant des extraits et de la formulation a été testée
par le test du DPPH et du FRAP.

2.1.1. Effet anti-radicalaire des extraits sur le piégeage du radical libre DPPH (2,2-
Diphényl-1-picrylhydrazyl)

Les résultats obtenus a propos des extraits du fruit de Citrus limon, les clous de
Syzygium aromaticum, les rhizome de Zingiber officinale et la formulation polyherbale,
ainsi que du contrdle positif ’acide ascorbique sur le piégeage du radical libre DPPH,
exprimés en pourcentage de réduction du DPPH en fonction des concentrations, sont

représentés dans les tableaux 15 et 16, et les figures 28 et 29.

Selon les résultats obtenus (Figures 28 et 29), et a partir de 1’équation de la
régression logarithmique nous avons calculées la concentration inhibitrice moyenne (ICso)
qui correspond au piégeage de 50% du DPPH (figure 30). Dans le tableau 15, on
remarque une augmentation du pourcentage de réduction du radical DPPH proportionnelle
a la concentration de I’acide ascorbique (contrdle positif), ce dernier a la concentration de

5ug/ml arrive a réduire 95,12 % du DPPH avec une ICsode 1,51 pg/ml.
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Tableau 15: Effet anti-radicalaire de 1’acide ascorbique sur le DPPH

Concentrations d’acide ascorbique (ug/ml) 1Cs0

0,5 2 3 4 5 (Hg/ml)

Réduction de 14,37 58,76 66,29 83,16 95,12 01,51
DPPH (%) +0,019 | £0,008 | +0,010 | £0,012 | £0,046 | £0,080

100 1 v —33.607In(x) + 36.026 *
80 | R = 0.981
2
=
= 60 -
=
= 40 -
20 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Acide ascorbique (ug/ml)

Figure 28 : Effet anti-radicalaire de ’acide ascorbique sur le DPPH

L’effet anti-radicalaire des extraits aqueux du citron, des clous de girofle, du
gingembre et de la formulation sont représentés dans le tableau 16 et la figure 28. Le
meilleur effet a été observé dans 1’extrait aqueux des clous de girofle qui arrive a réduire
90,58% du DPPH a la concentration de 37,5 pug/ml, suivi par ’extrait aqueux de la
formulation (85,94 %), et du gingembre (68,59 %). Tandis que I’extrait aqueux du citron
arrive a 64,53 % de la réduction du DPPH.

Plus la valeur de ICso est faible plus 1’activité anti radicalaire sur le DPPH des
extraits est efficace. Dans nos résultats, les extraits des plantes étudiées présentent des
valeurs de ICsg trés intéressantes qui sont de I’ordre de 2,12 pg/ml pour 1’extrait aqueux
des clous de girofle, 2,85 pg/ml pour I’extrait aqueux de la formulation, 5,31 pg/ml pour

I’extrait aqueux du gingembre et 5,78 pg/ml pour I’extrait aqueux du citron (Figure05).
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Tableau 16: Effet anti-radicalaire des extraits aqueux sur le DPPH (%)

Concentrations des extraits (ug/ml) IC 50
Extraits | 0.5 1 15 2 3 35 | 375 | 625 | 125 | 1625 | 25 | 375 |(ug/ml)
) 37,21 41,92 51,26 | 59,32 | 64,53 5,78
Citron
-- - |£0,029( -- +0,021| -- |+0,000(+0,008|+0,021 -- - |+0,034
Clou de 35,45 | 41,03 45,43 | 52,78 58,65 | 61,32 77,11 | 90,58 | 2,12
girofle [+0,004|+0,011| -- |+0,003(+0,018 - |+£0,007|+0,025[ -- - |%£0,157|% 0,000+ 0,010
) 25,87 | 36,30 47,59 58,21 63,24 | 68,59 | 5,31
Gingembre
+0,017 (£ 0,182 -- - - - |+0,038] -- +0,003 - |+£0,014|+£0,017|+ 0,043
) 16,20 | 25,29 | 28,97 52,70 | 58,87 73,49 | 78,67 | 8594 | 2,85
Formulation - - - -
+ 0,051 |+ 0,014|+ 0,006 + 0,004 |+ 0,031 +0,083|+ 0,004 |+ 0,005 | + 0,062
80 ~ 100 -
¢
60 - 80
® o £ 60 -
&y . 2o,
= % 40
20 +
20 A
0 T T T 1 0 T 1 1 |
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
A Citron (ng/ml) B Clou de girofle (ng/ml)
80.00 - 100.00
60.00 - 80.00
60.00
i 40.00 N i
= y= 9.3637[[[(X) +34.366 o 40.00 y= 16.652[[[(X) +26.502
0.00 . . . 1 0.00 + . . . |
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
C Gingembre (ng/ml) D Formulation (ug/ml)

Figure 29: Effet anti-radicalaire sur le DPPH des extraits aqueux du citron (A), du clou de

girofle (B), du gingembre (C) et de la formulation (D)

Selon les résultats obtenus, on remarque une augmentation du pourcentage de

réduction de DPPH proportionnelle aux concentrations des extraits, dont les extraits

aqueux des clous de girofle et de la formulation présentent le meilleur effet anti radicalaire

sur le DPPH avec des valeurs de 1Csp trés proche de celle de I’acide ascorbique (1Cs0=1,51

png/ml). Pour cela, on constate que le clou de girofle par son effet anti-radicalaire puissant
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sur le DPPH est responsable de 1’effet anti-radicalaire de la formulation, ce résultat est
probablement lié a I’effet dominant du clou de girofle et non pas ’effet synergique dans la

formulation, qui renferme en plus du clou de girofle le citron et le gingembre.

5,78

531

2,12
1,51

1B

Al Clou de Formulation Gingembre Citron
Ascorbique girofle

IC 50 (ug / ml)
(=] = N w = w (a2}

Extraits

= A. Ascorbique ® Clou de girofle = Formulation ® Gingembre = Citron

Figure 30: Les valeurs de IC;déterminées dans 1’effet anti-radicalaire sur le DPPH

2.1.2. Pouvoir réducteur du fer des extraits « FRAP »

Le potentiel antioxydant sur la réduction du fer des extraits aqueux du fruit de
Citrus limon, des clous de Syzygium aromaticum, des rhizomes de Zingiber officinale, et de
la formulation a été déterminé en utilisant comme contréle positif le BHA (Butyl
Hydroxyanisole) dont les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 17 et la figure
31.

Le tableau 17 montre que le BHA présente un pouvoir réducteur du fer élevé dont
la concentration efficace moyenne (ECsp), qui correspond a une absorbance de 0,5 , arrive
a15.92 pg/ml (Figure 30).

Tableau 17: Le pouvoir réducteur du fer (FRAP) par le BHA

Concentrations de BHA (ug/ml) EC s0
(Mg /mL)

10 13,33 | 16,67 20 23,33 30
Absorbances | 0,36 0,44 0,50 0,56 0,63 0,69 15,92

(700nm) |+0,010/+0,000| +0,001 | +0,014 +0,021| £0,003 | +0,050
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Absorbance i 700 nm

0.80
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

y = 0.3073In(x) - 0.3505
R*=0.9939

10 15 20 25 30

BHA (ng/ml)

Figure 31 : Pouvoir réducteur du fer du BHA (Méthode de FRAP)

L’effet des extraits aqueux étudiés sur le pouvoir réducteur du fer est représenté

dans le tableau 18 et la figure 32. A partir de ces résultats, on remarque un pouvoir

réducteur du fer élevé de I’extrait aqueux du clou de girofle, qui présente une ECsp de

32,37 pg/ml. Cette valeur est nettement plus faible que celles des extraits du citron, du

gingembre et de la formulation, qui ont montré des valeurs de ECso de 115,65 pg/ml ; 250

pg/ml et 522,30 pg/ml, respectivement.

Tableau 18 : Le pouvoir réducteur du fer (FRAP) par les extraits aqueux

) Concentrations des extraits (ug/ml)
Extraits ECso (ng/ml)
25 41,67 83,33 108,33 166,67 250
0,25 0,31 0,49 0,57 0,63 115,65
Citron -
+0,014 +0,011 +0,037 +0,023 +0,114 +0,074
Clou de 0,38 0,61 0,89 0,91 1,06 32,37
gingembre + 0,006 + 0,009 + 0,000 +0,030 + 0,046 +0,12
] 0,04 0,11 0,15 0,21 0,51 250
Gingembre ---
+0,007 +0,008 +0,034 +0,086 +0,011 +0,080
0,23 0,26 0,33 0,38 0,45 522,30
Formulation
+0,021 +0,011 + 0,008 +0,002 + 0,004 +0,039
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Figure 32: Pouvoir réducteur du fer des extraits aqueux du citron (A), du clou de girofle
(B), du gingembre (C) et de la formulation (D), (Méthode de PFRAP)

Selon les résultats obtenus dans la figure 33, on observe que I’extrait aqueux du
clou de girofle présente le meilleur pouvoir réducteur du fer avec une ECso de 32,37ug/ml,
qui est proche de celle du BHA (15,92ug/ml), contrairement aux autres extraits qui ont
présenté des valeurs élevées de ECso, citron 115,65pg/ml, gingembre 250pg/ml, la
formulation 522,3ug/ml. Pour ce test, et contrairement au test du DPPH, ’effet du clou de
girofle a été masqué dans la formulation par les autres extraits d’ou on remarque que le

pouvoir réducteur du fer par la formulation était le plus faible.

60



Revue expérimentale Résultats et interprétations

600 522,3

500

400
300 115,65

250

BHA (ug /ml)

200 1502 3237
100

R
K & §°& Extraits
CJ\Q

EBHA mClou de girofle m Citron m Gingembre m Fomulation

Figure 33 : Valeurs de ECsg sur la réduction du fer (Méthode de FRAP)

2.2. Effet anti bactérien des extraits aqueux de citron, du clou de girofle, du gingembre

et de la formulation polyherbale évalué par Méthode de diffusion sur milieu solide

Cette étude est basée sur la mesure du diamétre des zones d’inhibition aprés 18 a 24
heures d’incubation déterminés pour les extraits aqueux du Citrus limon, de Syzygium
aromaticum, de Zingiber officinale et de leur formulation polyherbale. Les diamétres des
zones d’inhibition sont mesurés a I’extérieur des boites de pétri fermées qui ont

développés des zones claires autour de chaque disque ou puits.

Les bactéries sont définies sensibles ou résistantes selon une échelle de classement

basée sur le diametre (D) mesuré en millimetre (mm) de chaque zone d’inhibition

(Atmani et Baira ; 2015).

» D <8 mm : Souche résistante (-);
» 9mm <D <14 mm : Souche sensible (+);
» 15 mm <D < 19 mm: Souche trés sensible (++);

» D >20 mm : Souche extréme sensible (+++)

2.2.1. Effet de ’extrait aqueux du citron (Méthode des disques et des puits)

Les résultats du pouvoir antibactérien de I’extrait aqueux du citron sur les souches

bactériennes étudiées figurent dans les tableaux 19 et 20.

Pour la méthode des disques, la souche Enterococcus faecalis ATCC 49452 est la
plus sensible (11 mm) a I’extrait aqueux du citron notamment a la forte concentration 200
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mg/ml. Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 sont
les souches les plus résistantes a cet extrait. Concernant la méthode des puits, cet extrait
présent un effet antibactérien sur la totalité des souches qui sont sensibles avec un diametre
maximal de 13 mm, a I’exception de Enterococcus faecalis ATCC 49452 qui est tres

sensible avec un diamétre d’inhibition de 17 mm.

La comparaison des résultats des deux méthodes (des puits st des disques) nous a
permis de constater que la méthode des puits permet d’obtenir des diamétres de zones

d’inhibition supérieurs a ceux obtenus par la méthode des disques.

Tableau 19 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) d’extrait de citron

(Méthode des disques)

Extrait du citron (mg /ml)
200 100 50 25 12,5
Bacillus cereus
ATCC 10876 10 8 R R R
Bactéries Enterococcus faecalis
Gram ATCC 49452 11 R R R R
positif Staphylococcus aureus
ATCC 25923 R R R R R
Klebsiella pneumoniae
Baciirios ATCC 700603 R R R R R
Pseudomonas aeruginosa
Gram ATCC 27853 9 9 8 8 R
négatif — -
Escherichia coli 9 9 R R R
ATCC 8739

R : Résistante

Tableau 20 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) d’extrait de citron
(Méthodes des puits)

Extrait de citron (mg /ml)
- 200 100 50 25 12,5
Bactéries BAa'CFICIIIgislcggsgs _ 12 12 10 R R
con | e | g [ w | s | n | o
e s | 1w [ u | R | R | R
Bactéries Kletiil_le_ﬁlcl:%p?n(;e(;gr(\)%n|ae 11 10 R R R
SR s B I L A
Eiqeégrgsscgml 13 11 R R R
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Selon la figure 34 qui montre le diamétre maximal des zones d’inhibition (mm) de
I’effet antibactérien de 1’extrait aqueux de citron sur les souches étudiées, Enterococcus
faecalis ATCC 49452 est la souche la tres sensible par rapport aux autres souches dans les

deux techniques utilisées.

Disques

Diamétr (mm)

Puits

Souches bactériennes

Figure 34 : Zones d’inhibition (mm) obtenues pour 1’extrait aqueux du citron (Disques et

puits)

2.2.2. Effet de I’extrait aqueux des clous de girofle (Méthode des disques et des puits)

L’extrait aqueux du clou de girofle révele un effet antibactérien trés important
exprimé par la sensibilité de la majorité des souches bactériennes étudiées. Les résultats

obtenus sont représentés dans les tableaux 21 et 22.

Dans la méthode des disques, la souche extrémement sensible 1’extrait aqueux du
clou de girofle est Bacillus cereus ATCC 10876 avec un diamétre d’inhibition de 20 mm.
Les souches désignées sensibles sont Enterococcus faecalis ATCC 49452, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 qui présentent des
diameétres variables entre 11 et 12 mm. Tandis que, Escherichia coli ATCC 8739 et

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 sont les deux souches résistantes.

Dans la méthode des puits, certaines souches sont sensibles a 1’extrait de clous de
girofle comme Enterococcus faecalis ATCC 49452 et Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 et Bacillus cereus ATCC 10876 ayant présentés des diametres de 19,18 et 15 mm,

respectivement. D’autres souches sont extrémement sensibles comme Staphylococcus
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aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec des diametres de 27
et 22mm, respectivement. Escherichia coli ATCC 8739 est la seule souche résistante.

Tableau 21: Diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenues pour I’extrait aqueux des

clous de girofle (Méthode des disques)

Extrait de clou de girofle (mg/ml)
_ 200 100 50 25 12,5
Bactéries B:‘T'Iggslcgg%s . 20 17 15 10 10
el IV N N N I B
st |y | 0 | | 8 | s
S, | P | |0 | o | R | o
Eir}%gg?;go“ R R R R R

Tableau 22: Diametres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour 1’extrait aqueux des

clous de girofle (Méthodes des puits)

Extrait de clou de girofle (mg /ml)
_ 200 100 50 25 12,5
e | = | u | m | o | 7
G;Bachtg(l)i?tif Ente;\%:gcc::ci; Z%ezcalls 19 15 12 10 9
Stap%%g"gg;;; reus 27 21 20 18 16
Bactéries K'etﬁﬁg"icp;(fgg)%’_"ae 18 15 12 11 10
ri g:;?f Pseudgn%?gs;ggusgmosa 99 20 17 R R
et R R R | R | ow

La figure 35 montre le diamétre maximal des zones d’inhibition (mm) qui résume
I’effet antibactérien de I’extrait aqueux de clou de girofle sur les différentes souches
bactériennes étudiées. Dans cette figure on remarque que Bacillus cereus ATCC 10876 est

la souche extrémement sensible dans la méthode des disques, tandis que dans la méthode
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des puits on remarque due Staphylococcus aureus ATCC 25923 est la souche extrémement

sensible. Escherichia coli ATCC 8739 la souche la plus résistante dans les deux méthodes.

’E‘ 30

<0

3

£ 10 Disques
=

20 — W Puits

BC FF ST KPM

PS EC

Souches bactériennes

Figure 35: Zones d’inhibition (mm) obtenues pour 1’extrait aqueux des clous de girofle

(disques et puits)

2.2.3. Effet de ’extrait aqueux de gingembre (Méthode des disques et des puits)

L’extrait aqueux du gingembre n’a aucun effet antibactérien sur les souches

bactériennes étudiées qui ont montré une résistance en utilisant les deux méthodes. Les

résultats obtenus sont montrés dans les tableaux 23 et 24.

Tableau 23: Diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour I’extrait aqueux du

gingembre (Méthode des disques)

Extrait de gingembre (mg/ml)
200 100 50 25 12,5
B e BN EEERE
Gzarﬁtir(i;?ﬂf Ente;?lgg(éczsé Eezcalls R R R R R
™ | R | R R | R | &
Klebsiella pneumoniae
Bacteries PseudAo-er):gazz(ﬁgzinosa : : : : :
Gram négatif ATCC 27853 R R R R R
ok R R R R R
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Tableau 24: Diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour 1’extrait aqueux du

gingembre (Méthodes des puits)

Extrait de gingembre (mg /ml)
200 100 50 25 12,5
e BN ERE
o E‘ar;t;r;i?ﬁf Ente;?gccczsé ;%anl is R R R R R
™ | R | R | R | R |
r% ;(;Tf Pseudgr?%ngszigrstggmosa R R R R R

2.2.4. Effet de D’extrait de la formulation polyherbale (Méthode des disques et des
puits)

L’extrait aqueux de la formulation a montré un effet antibactérien sur 1’ensemble
des souches étudiées par les deux méthodes utilisées. Les résultats observes sont regroupés

dans les tableaux 25 et 26.

Pour la méthode des disques, I’ensemble des souches sont sensibles a 1’extrait
aqueux de formulation dont Bacillus cereus ATCC 10876 semble la souche la plus

sensible avec un diamétre de 13 mm.

Pour la méthode des puits, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli
ATCC 8739 sont les souches tres sensibles avec des diametres de 17 et 16 mm,
respectivement. Le reste, sont des souches sensibles avec des diametres qui varient entre
10 et 13 mm.
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Tableau 25: Diameétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour I’extrait aqueux de la

formulation polyherbale (Méthode des disques)

Extrait de formulation (mg /ml)
200 100 50 25 12,5

e | ©® | s | s | 1 |-
. iﬁtir(i)i?ﬁf Ente;\g;:gccczsé Zasezcalls 10 9 7 R R
e | 0 | s | R | R |

Klebsiella pneumoniae
T e e
Gram négatif ATCC 27853 12 9 R R R
et | s R | R | R | oW

Tableau 26: Diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus pour 1’extrait de la

formulation polyherbale (Méthodes des puits)

Extrait de formulation (mg /ml)

200 100 50 25 12,5
el s e | w | s | R
. iﬁtggﬁﬁf Ente;\gl?ggczsé Eezcalls 12 9 8 R R
R I . B N L
Bactéries Kletﬁlﬁg%%n;(;]&gmae 10 R R i i
Gram négatif Pseudzﬁ?gsza;esgggmosa 13 10 R R R
o s | s | R | R | &

La figure 36 montre les diamétres des zones d’inhibition (mm) qui sont obtenus
pour I’extrait aqueux de formulation vis-a-vis les différentes souches bactériennes étudiées.
La figure montre que la totalité des souches sont sensibles dans la méthode des disques.
Tandis que Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 8739 semblent

les souches les trés sensibles dans la méthode des puits.
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Figure 36 : Zones d’inhibition (mm) obtenues pour 1’extrait aqueux de la formulation

polyherbale

En conclusion, I’effet antibactérien différe d’un extrait a autre selon la sensibilité
ou la résistance des souches bactériennes a ces extraits. Les résultats obtenus ont montré
une résistance de I’ensemble des souches bactériennes étudiées vis-a-vis 1’extrait aqueux
du gingembre. Les autres extraits ont marqué la sensibilité des souches bactériennes a
I’exception d’Escherichia coli ATCC 8739 qui est résistante a 1’extrait aqueux du clou de
girofle. Ce dernier a le diamétre de zone d’inhibition le plus élevé 27 mm pour la souche
Staphylococcus aureus ATCC 25923 qui est extrémement sensible a cet extrait, tres
sensible a I’extrait aqueux de la formulation (17 mm), et qui reste sensible a l’extrait

aqueux du citron (13 mm).

Deux méthodes ont été utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des
extraits etudies, la méthode des disques et des puits, dont la méthode des puits a permis

I’obtention de meilleurs résultats que ceux de la méthode des disques.
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Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a I’évaluation de 1’activité
antioxydante (DPPH et FRAP) et antibactérienne (méthode de diffusion sur milieu solide)
d’une formulation polyherbale fréquemment utilisées comme une tisane curative et
préventive au cours de la pandémie du COVI-19. Cette formulation polyherbale est un
mélange de trois especes végeétales le fruit du citron (Citrus limon), les clous de girofle

(Syzygium aromaticum) et le rhizome du gingembre frais (Zingiber officinale).

Quatre extraits aqueux ont été préparés dans cette étude, un extrait du fruit de
citron, un extrait du gingembre, un extrait des clous de girofle, et un extrait de la
formulation qui regroupe les trois espéces ensemble. Apres extraction, ’ensemble des
extraits ont été récupérés sous forme de poudre de couleur marron, avec des rendements
variables. L’extrait aqueux des clous de girofle a donné le rendement le plus élevé 9,03%
par rapport aux autres extraits, ce rendement est inférieur a celui de 1’extrait méthanolique
des clous de girofle qui a présenté un rendement de 14,99 % (Aidaoui R., Kamouche A.,
Menani 1., 2021). L’extrait aqueux du citron, a présenté un rendement de 5,81%, qui est
tres faible par rapport a 1I’étude de Tigrine Nadir, (2016), qui a déterminé un rendement de
18% dans I’extrait de 1’écorce du citron. L’extrait aqueux du gingembre a montré un tres
faible rendement 1,62% qui reste inférieur a celui obtenu par Meghezzi S. et Dali M.,
(2018) dans I’extrait méthanolique du gingembre 15,46 %. L’extrait aqueux de la
formulation polyherbale récupérée sous forme de poudre a donné un rendement de 4,11%.

Le dosage des composés phénoliques dans I’extrait des clous de girofle a révélé une
teneur ¢élevée en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés qui sont de 1’ordre de
87,15 pg EAG/mg E ; 40,80 pg EC /mg E et 2,38 pg EC /mg E, respectivement. Ces
résultats sont supérieurs aux taux déterminés par Aidaoui R., Kamouche A., Menani 1.,
(2021) dans I’extrait méthanolique des clous de girofle préparés par macération et qui

renferme 15,174 mg EAG /g E de polyphénols totaux, et 0,503 mg EQ /g E de flavonoides.

L’extrait aqueux du citron montre une teneur en polyphénols de 25,45 ug EAG/mg
E et 14,05ug EC/mg E en flavonoides avec un taux non déterminé en tanins condensés.
Ces teneurs restent inférieures par rapport au taux déterminé par Tigrine N., (2016), qui a
montré que 1’extraits éthanolique de 1’écorce du citron a un taux de polyphénols de 108 pg

EAG/ g ES et un taux de flavonoides de 23,3 ug EQ/ g ES, tandis que I’extrait éthanolique
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de pulpe de citron a présenté un taux de 67,65 pug EAG/ g ES pour les polyphénols et un
taux de flavonoides de 13,35 pg EQ/ g ES.

Le taux de polyphénols déterminé dans I’extrait aqueux du gingembre en
polyphénols (43,07 pg EAG/mg E) et en flavonoides (27,95 pg EC /mg E). Ces valeurs
sont inférieures aux résultats présents dans I’extrait méthanolique du gingembre avec un
taux de 417,888 mg AG/g E pour les polyphénols, tandis que les flavonoides ont révélé un
taux de 83,036 mg EQ/ g E (Meghezzi S. et Dali M., 2018).

En ce qui concerne ’extrait aqueux de la formulation polyherbale, la teneur en
polyphénols totaux est de 33,50 ug EAG/mg E, 10,14 EC /mg E pour les flavonoides et
1,26 pg EC /mg E pour les tanins condensés. Pour la formulation aucun travail

scientifique n’a été réalisé sur la détermination du taux des composés phénoliques.

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée in vitro en utilisant la méthode de
piégeage des radicaux libres le DPPH et la méthode de réduction du fer FRAP. Les
résultats obtenus concernant le test du DPPH ont révélé un pouvoir anti-radicalaire
prometteur des extraits testés. Nous avons déterminé une tres faible valeur de ICso dans
’extrait aqueux des clous de girofle 2,12 pg/ml. Cette valeur est nettement inférieure a la
valeur 0,1mg/ml déterminée dans I’extrait méthanolique des clous de girofle préparé par
Aidaoui R., Kamouche A., Menani I., (2021). L’extrait aqueux du gingembre a
également présenté une faible valeur de 1Cso qui est de 1’ordre de 5,31 pg /ml et qui reste

inférieure a 0,22 mg/ml obtenus dans 1’extrait méthanolique de rhizome du gingembre
(Meghezzi S. et Dali M., 2018).

Tigrine N., (2016) a enregistré un faible effet antiradicalaire du citron avec des
valeurs élevées de ICso; 5,72 mg/ml dans I’extrait éthanolique de 1’écorce de Citrus, et
10,35 mg/ml pour I’extrait éthanolique de pulpe de citron. Par contre la valeur de 1Cso
déterminée pour notre extrait aqueux du fruit du citron est nettement inférieure, elle est de

5,78 pg/ml ce qui signifie une forte activité anti-radicalaire du fruit entier du citron.

L’extrait aqueux de la formulation polyherbale, a donné le meilleur effet anti
radicalaire sur le DPPH avec une valeur de I1Cso de 2,85 pg/ml, cette valeur reste trés proche
de celle de I’acide ascorbique (ICs0=1,51 pg/ml). En fonction de nos résultats, on constate
que le clou de girofle par son effet anti-radicalaire puissant sur le DPPH est responsable de
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I’effet anti-radicalaire de la formulation, ce résultat est probablement expliqué par un effet
dominant des clous de girofle et non pas un effet synergique des constituants de la
formulation. En conclusion, I’extrait de la formulation testé pour la premiére fois a un

activité anti radicalaire puissante par rapport aux travaux antérieurs.

En ce qui concerne le test du FRAP, les résultats de I’absorbance obtenus des
extraits révelent un pouvoir réducteur du fer proportionnel a 1’augmentation de la
concentration avec une ECsp de 15,95 pg/ml pour le BHA. Les extraits aqueux montrent
une activité remarquable dans 1’extrait de clou de girofle avec une ECso de 32,37 pg/ml,
qui présente le meilleur effet par rapport a I’extrait aqueux du citron (ECso= 115,65ug/ml),
I’extrait aqueux du gingembre (ECso= 250 pg/m) et I’extrait de la formulation (ECso=
522,30ug /ml). Ces résultats sont supérieurs aux résultats obtenus par Droui F. et al.,
(2015) qui ont testé le pouvoir réducteur du fer des extraits des clous de girofle et du
gingembre en déterminant des ECso de 3,05 mg AAE/100g et 2,95 mg AAE/100g,
respectivement. Tandis que 1’étude de Hamidi F. et Limam F., (2018) a montré un tres
faible potentiel réducteur du fer par I’extrait de 1’écorce du citron qui a enregistré une

valeur de ECso trop élevée 49939 mg/ml.

Contrairement au test du DPPH, le pouvoir réducteur du fer des clous de girofle par
rapport aux autres extraits n’a pas été dominant dans 1’extrait de la formulation, mais il a
été probablement inhibé ou masqué par les autres constituants présents dans la formulation,

ou il peut étre inhibé par le mécanisme réactionnel du test du FRAP.

Au cours de notre étude, nous avons choisi la méthode de diffusion sur milieu
solide en utilisant la méthode des disques et la méthode des puits pour tester le pouvoir
antibactérien des extraits aqueux de trois especes végétales (Citrus limon, Syzygium
aromaticum et Zingiber officinale) sur des souches bactériennes disponibles au niveau du
laboratoire LAPSAB. La méthode des puits mous permis d’obtenir de meilleurs résultats
par rapport a la méthode des disques. Nous avons testé des bactéries Gram positif :
Bacillus cereus ATCC 10876 (BC), Enterococcus faecalis ATCC 49452 (EF),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (ST), et des bactéries Gram négatif : Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 (KPM), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (PS) et
Escherichia coli ATCC 8739 (EC).
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Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait aqueux des clous de girofle présente
une forte activité antibactérienne par rapport aux autres extraits. Les diametres des zones
d'inhibitions obtenus pour les extraits de clous de girofle et de la formulation varient entre
16-27 mm et 09-17 mm, respectivement. Cependant, I’extrait aqueux de gingembre a

montré aucun effet antibactérien remarquable sur les souches testées.

La majorité des souches bactériennes testées ont été sensible a I’extrait aqueux du
clou de girofle. Dans la méthode des disques, la souche extrémement sensible est Bacillus
cereus ATCC 10876 avec un diameétre d’inhibition de 20 mm, ensuite les souches
désignées sensibles sont Enterococcus faecalis ATCC 49452, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 qui présentent des diameétres
variables entre 11 et 12 mm. Tandis que, Escherichia coli ATCC 8739 et Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 sont les deux souches resistantes. Dans la méthode des puits,
certaines souches sont sensibles a I’extrait de clous de girofle comme Enterococcus
faecalis ATCC 49452 et Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 et Bacillus cereus ATCC
10876 qui ont présenté¢ des diameétres de 19, 18 et 15 mm, respectivement. D’autres
souches sont extrémement sensibles comme Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec des diametres de 27 et 22 mm,
respectivement. Escherichia coli ATCC 8739 est la seule souche résistante. Selon la
bibliographie, I’eugénole, le constituant majeur des clous de girofle est un puissant
inhibiteur de la croissance des bactéries Gram (+) comme Bacillus cereus ; Bacillus.
subtilis ; Staphylococcus aureus et Gram (-) telles que : Escherichia coli ; Salmonella typhi

et Pseudomonas aeruginosa. (Singh et al., 2009).

Les résultats du pouvoir antibactérien de 1’extrait aqueux du citron sur les souches
étudiées montrent que, pour la méthode des disques, la souche Enterococcus faecalis
ATCC 49452 est la plus sensible (11 mm) a I’extrait aqueux du citron notamment & la
forte concentration 200 mg/ml. Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 sont les souches les plus résistantes a cet extrait. Tandis que
dans la méthode des puits, cet extrait présent un effet antibactérien sur la totalité des
souches qui sont sensibles avec un diamétre maximal de 13 mm, a I’exception de

Enterococcus faecalis ATCC 49452 qui est trés sensible (17 mm).

Les études de Espina et al., (2012) et Hamdan et al., (2013) ont montré que

I’huile essentielle de C. limon présente une activité antibactérienne vis-a-vis les bactéries
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Gram (+) comme Bacillus subtilis, Staphylococcus capitis , Micrococcus luteus, et sur les
bactéries Gram (-) : Pseudomonas fluorescens et Escherichia coli.

L’extrait aqueux de la formulation polyherbale a montré un effet antibactérien sur
I’ensemble des souches étudiées par les deux méthodes utilisées. Pour la méthode des
disques, 1’ensemble des souches sont sensibles a I’extrait aqueux de formulation dont
Bacillus cereus ATCC 10876 semble la souche la plus sensible avec un diamétre de 13
mm. Tandis que dans la méthode des puits, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Escherichia coli ATCC 8739 sont des souches trés sensibles avec des diamétres de 17 et
16 mm, respectivement. Le reste, sont des souches sensibles avec des diamétres qui varient

entre 10 et 13 mm.

L’extrait aqueux du gingembre fait I’exception, et n’a aucun effet antibactérien sur
les souches bactériennes étudiées qui ont montré une résistance en utilisant les deux
méthodes. Par contre, dans la bibliographie c’est les huiles essentielles du gingembre qui
ont le pouvoir antibactérien notamment sur les souches Bacillus subtilis et Pseudomonas
sp (Ficker et al., 2003 ; Sabulal et al., 2003).

En conclusion, I’effet antibactérien différe d’un extrait a autre selon la sensibilité
ou la résistance des souches bactériennes a ces extraits. Les résultats obtenus ont montre
une résistance de I’ensemble des souches bactériennes étudiées vis-a-vis 1’extrait aqueux
du gingembre. Les autres extraits ont marqué la sensibilité des souches bactériennes a
I’exception d’Escherichia coli ATCC 8739 qui est résistante a 1’extrait aqueux du clou de
girofle. Ce dernier a enregistré la zone d’inhibition la plus élevée 27 mm de diamétre pour
la souche Staphylococcus aureus ATCC 25923 qui est extrémement sensible a cet extrait,
trés sensible a ’extrait aqueux de la formulation (17 mm), et qui reste sensible a I’extrait

aqueux du citron (13 mm).

Le potentiel antibactérien prometteur de 1’extrait aqueux des clous de girofle n’a
pas été dominant dans I’extrait de la formulation polyherbale, peut-étre qu’il a ét¢ masqué
ou freiné par les autres constituants de la formulation, ce qui a révélé des zones
d’inhibition moins importantes que celles mesurées pour I’extrait aqueux des clous de

girofle.
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Conclusion

L’objectif général de ce travail porte a I’évaluation de 1’activité antioxydante et
I’activité antibactérienne d’une formulation polyherbale largement utilisée en Algérie
comme reméde curative et préventive du COVID-19, elle est constituée du fruit du citron,
des clous de girofle, et du gingembre frais. Chaque espéce a €été également testée

séparément.

Les extraits préparés ont montré une teneur considérable en composés phénoliques
notamment en polyphénols et en flavonoides dans ’extrait des clous de girofle et dans la
formulation. Ces composes sont probablement les molécules responsables du pouvoir anti
radicalaire et réducteur du fer observé dans les clous de girofle et de la formulation par
rapport a 1’extrait du citron et du gingembre. De méme, ces extraits ont présenté un
pouvoir antibactérien prometteur Bacillus cereus, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas Aeruginosa et Escherichia coli.

Cette étude préliminaire, nécessite des études antérieures approfondis qui

s’intéressent a :

v Choisir d’autres tests pour I’évaluation de I’activité antioxydante comme le test
de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Activity), ABTS (Sel d’ammonium de
I’acides 2,2 azinobis-3- ethybenzothoazoline-6-sulfonique), CUPRAC (réduction
de cuivre) et le teste de blanchissement de p-carotene ;

v' Tester in vivo D’effet de ces plantes sur les paramétres du stress oxydatif en
mesurant ’activité des enzymes antioxydantes le superoxyde dismutase et la
catalase ;

v' Tester ’activité antibactérienne par la méthode de dilution pour déterminer la
CMI;

v' Chercher d’autres activités biologiques comme D’activité antidiabétique, anti

inflammatoire, antifongique, anticancéreuse ... .
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Abstract
The aim of this study was to evaluate antioxidant activity in vitro, using the using the DPPH and FRAP assays, as well as the
evaluation of antibacterial activity tested by solid-state diffusion using the disc and well method of a polyherbal formulation consisting of
lemon fruit, cloves and fresh ginger, prepared ginger, and of each plant prepared separately, prepared as a decoction under reflux for 30 min.

Determination of phenolic compound levels in the aqueous extract of the polyherbal formulation and in the extract of each plant
species prepared separately revealed moderate levels of polyphenols (87,15 pg EGA/mg E), flavonoids (40,80 pg EC/mg E) and condensed
tannins (2,38 ug EC/mg E) in the aqueous extract of cloves. This is the highest of the other extracts.

All the extracts showed strong antiradical activity on DPPH, particularly the clove extract. In particular clove extract, which
recorded an 1C50 = 2,12 pg/ml, followed by the formulation extract formulation extract (I1Cs, of 2,85 pg/ml), followed by aqueous ginger and
lemon extracts with 1Cs, values of 5,31 pg/ml and 5,78 pg/ml, respectively. With regard to the iron-reducing capacity, the aqueous extract of
nail presented the best ECs, value of 32,37 pg/ml, compared with the other extracts, while the effect of the formulation was very slight.

In terms of antibacterial activity, the aqueous clove extract still had the best effect, followed by the polyherbal formulation extract
on Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, while the aqueous
ginger extract has no remarkable antibacterial antibacterial effect.

In the light of the results, we found that cloves, which have an antiradical anti-free radical, iron-reducing and antibacterial effect,
has the ability to dominate this effect effect when mixed with ginger and lemon fruit, particularly in the DPPH test. DPPH and antibacterial
activity. Whereas in the FRAP test, the effect of cloves is inhibited is inhibited, as the formulation extract shows no interesting effect on iron
reduction. reduction.

Key words: Lemon, cloves, ginger, polyherbal formulation, polyphenol antioxidant, antibacterial

Résumé

L’objectif de cette étude porte a I’évaluation, in vitro, de I’activité antioxydante, en utilisant le test du DPPH et du FRAP, ainsi
que I’évaluation de Dactivité antibactérienne testée par la méthode de diffusion sur milieu solide en utilisant la méthode des disques et de
puits de la formulation polyherbale constituée du fruit de citron, des clous de girofle et du gingembre frais ainsi des extraits aqueux de
chaque espece végétale préparé séparément par décoction sous reflux pendant 30 min.

La détermination du taux des composés phénolique dans I’extrait aqueux de la formulation polyherbale et dans 1’extrait de chaque
espece végétale préparé séparément a révélé un taux modéré en polyphénols (87,15 pg EAG/mg E), en flavonoides (40,80 pg EC/mg E) et en
tanins condensés (2,38 ng EC/mg E) dans I’extrait aqueux des clous de girofle. Ce taux est le plus élevé par rapport aux autres extraits.

L’ensemble des extraits ont révélé une forte activité anti-radicalaire sur le DPPH en particulier Iextrait aqueux des clous de
girofle qui a enregistré une ICso = 2,12 pg /ml, suivie par Pextrait aqueux de la formulation (ICso de 2,85 pg/ml) puis Iextrait aqueux de
gingembre et de citron avec des valeurs de ICsy de 5,31 pg/ml et 5,78 pg/ml, respectivement. En ce qui concerne le test du pouvoir
réducteur du fer, I’extrait aqueux des clous de girofle présente la meilleure valeur de ECsp (32,37 pg /ml) par rapport aux autres extraits, alors
que D’effet de la formulation était trés faible.

Dans ’activité antibactérienne, 1’extrait aqueux des clous de girofle présente toujours le meilleur effet , suivie par I’extrait de la
formulation polyherbale sur Bacillus cereus, Enterococcus Faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
Aeruginosa, tandis que ’extrait aqueux du gingembre n’a aucun effet antibactérien remarquable.

A la lumiere de ces résultats, nous avons constaté que les clous de girofle qui présente un effet anti-radicalaire, réducteur du fer et
antibactérien prometteur a la capacité de dominer ces effets quand il est mélangé avec le gingembre et le fruit de citron en particulier dans le
test de DPPH et D’activité antibactérienne. Tandis que dans le test du FRAP, I’effet des clous de girofle est inhiber, car 1’extrait de la
formulation polyherbale ne présente aucun effet intéressant sur la réduction du fer.

Mots clés : Citron, clous de girofle, gingembre, formulation polyherbale, polyphénols, antioxydant, antibactérien.



