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Résumé

Ce travail vise I’étude de la composition chimique et de quelques activités
biologiques des extraits d’une plante endémique Jasonia rupestris récolté dans
la région Tlemcen.

L’¢étude phytochimique a montré que les extraits des fleurs et des feuilles de
J. rupestris sont riches en extractibles que les tiges et les racines dont des
flavonoides, terpenes, tanins, quinones, coumarines et des stéroides avec
I’absence des alcaloides. Les quantités en polyphénols et en flavonoides sont
faibles chez J. rupestris dont I’analyse par HPLC a révélé la présence de rutine,
myricétine et 1’acide cinnamique.

Le test antioxydant au DPPH a montré que les extraits éthanoliques des fleurs
et des feuilles ont un fort pouvoir antiradicalaire. Concernant 1’activité
antibactérienne, les extraits des fleurs (étherique, butanolique et acétate
d’éthyle) et les extraits des feuilles (butanolique et acetate éthyle) sont tres
actifs sur des souches de référence de Bacillus subtilis, Echerichia coli
et Pseudomonas aeruginosa mais pas contre Stapylococcus aureus. Quant a
I’activité cytotoxique, estimée en mesurant la capacité de I’extrait a détruire les
globules rouges, une concentration de 0,5mg/ml des extraits testés provoque une
hémolyse inférieure a 35% aprés 30min mais avec 20 ug/ml tous les extraits
montrent une trés faible hemolyse.

Mots clés: Jasonia rupestris, analyses, polyphénols, activités biologiques,
pouvoir antioxydant.




Abstract

This work aims to study the chemical composition and some biological
activities of the extracts of an endemic plant Jasonia rupestris harvested in the
Tlemcen region.

The phytochemical study showed that the extracts of the flowers and leaves of
J. rupestris are rich in extractables than the stems and roots including
flavonoids, terpenes, tannins, quinones, coumarins and steroids with the absence
of alkaloids. The amounts of polyphenols and flavonoids are low in J. rupestris
whose HPLC analysis revealed the presence of rutin, myricetin and cinnamic
acid.

The DPPH antioxidant test showed that the ethanolic extracts of the flowers
and leaves have a strong antiradical power. Concerning antibacterial activity,
flower extracts (etheric, butanol and ethyl acetate) and leaf extracts (butanol
and ethyl acetate) are very active on reference strains of Bacillus subtilis,
Echerichia coli and Pseudomonas aeruginosa but not against Stapylococcus
aureus. As for the cytotoxic activity, estimated by measuring the ability of the
extract to destroy red blood cells, a concentration of 0.5mg/ml of the extracts
tested causes hemolysis of less than 35% after 30min but with 20 pg/ml all
extracts show a very weak hemolysis.

Keywords: Jasonia rupestris, analyses, polyphenols, biological activities,
antioxidant power.
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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

Malgré le grand progrés de la chimie de synthése des meédicaments, la
phytothérapie ou la médecine par les plantes occupe une place trés importante
dans la pharmacopée traditionnelle et elle reste toujours une source precieuse

pour améliorer et guérir la santé de 1’étre humain [1].

Les grands problemes provoques par les medicaments synthétiques a savoir
leurs effets secondaires, la toxicité et la résistance des microorganismes a ces
molécules peuvent expliquer le retour a la phytothérapie. Donc I’intérét est accru
pour eprouver scientifiquement les effets de ces plantes médicinales qui sont
considérées comme une usine des molécules douées d’activités biologiques

pouvant servir I’industrie pharmaceutique.

Les molécules d’origine végétale, principalement les terpénes, les composés
phénoliques et les alcaloides, sont utilisees comme des agents antioxydants,
antiinflammatoires, antimicrobiens et antivirales pour traiter des maladies
émergentes comme le cancer et le COVID 19. C’est pourquoi, beaucoup de
laboratoires de recherche sur les substances naturelles d’origine végétale se sont
penchés sur I’étude de la composition chimique deS plantes et I’évaluation de

leurs activités biologiques et pharmacologiques.

La flore algérienne par sa diversite environ 4449 espéeces dont 6.5%
endémiques [2] est trés peux éetudiée et par conséquent trés peu exploitée.
Cependant, nous remarquons derni¢rement 1’intérét porté par le ministére de
I’agriculture et de la péche a la valorisation des plantes aromatiques et
médicinales en accordant des crédits aux jeunes diplémeés pour la création de

petites entreprises.
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Dans le cadre d’évaluation des plantes a parfum médicinales et aromatiques

de I’Ouest Algérien et plus précisément de Tlemcen, nous nous sommes
intéressés a 1’examen phytochimique et a 1’évaluation de quelques activités
biologiques des extraits de la plante Jasonia rupestris Pomel. A notre
connaissance, il n’y a pas d’étude sur cette plante suite a notre recherche
bibliographique. Ce travail vient compléter 1’étude réalisée par M®"® Daoudi
Fatiha [3] sur la composition chimique et les propriétés biologiques de I’huile

essentielle de Jasonia rupestis.
Ce travail sera présenté en deux parties principales :

v’ La premiere partie traite une revue bibliographique sur la plante Jasonia
rupestris, les travaux antérieurs et les principales familles chimiques
étudiées (les flavonoides, les tanins et les huiles essentielles).

v' La deuxiéme partic concerne 1’étude expérimentale a savoir 1’examen
phytochimique, 1’étude de quelques activités biologiques et la présentation

des résultats trouveés avec discussion.




Revue bibliographique
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1. Généralités sur la plante Jasonia rupestris

1.1. Le genre Jasonia

Le genre Jasonia est un petit genre appartenant a la famille des Asteraceae.
Les plantes de cette famille sont vivaces, ligneuses avec des arbrisseaux a tétes
discoides et fleurs jaunes [4]. Le genre Jasonia est synonyme de Chiliadenus

qui comporte plusieurs espéeces [4]:

Jasonia antiatlanticus (Emb. & Maire) Gomiz (nord du Maroc).

J. bocconei (Brullo) Pardo de Santayana & Morales (Malte).

J. candicans (nord-est de la Libye et nord-ouest de I'Egypte).

J. hesperia Maire & Wilczek (sud marocain).

J. lopadusana (Brullo) M.Pardo & R.Morales (Italie).

J. iphionoides (Boiss. & C.l.Blanche) Botsch (la Palestine, Egypte et Liban).
J. montana (Egypte, Jordanie).

J. rupestris Pomel (nord-est du Maroc et nord-ouest de I'Algérie).

J

J

. saxatilis (Espagne, France et nord du Maroc).

YV V V V V V V V V V

. sericea Batt. & Trab (Algérie).

Les especes de ce genre font partie de la flore méditerranéenne,

principalement le long de la rive sud.

Figure 1. Distribution géographique du genre Jasonia [4].
1 J. saxatilis, 2 J. rupestris, 3 J. antiatlanticus, 4 J. hesperia, 5 J. sericea, 6 J. lopadusana,

7 J. bocconei, 8 J. candicans, 9 J. iphionoides, 10 J. montana.

3
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1.2. Taxonomie de Jasonia rupestris

La classification de I’espéce Jasonia rupestris est comme suit [5] :

e Regne : Plante

e Embranchement : Trachéophyte
e Classe : Magnoliopsida

e Ordre : Asterales

e Famille : Asteraceae

e Genre : Jasonia

e Espece : Jasonia rupestris Pomel
1.3. Description botanique de Jasonia rupestris

Jasonia rupestris est une plante vivace aromatique entiérement couverte de
glandes dorees, a tiges ligneuses, dressees, rigides et rameuses. Ses feuilles sont
sessiles, ovales ou elliptiques et penninervées. Elle a des fleurs pourpres pales.
Les akénes sont mollement velus et glanduleux ; ’aigrette extérieure est a soies

libres et I’intérieure rousse constituée par 20 a 30 soies deux fois longues que

I’akéne [6].

<
| % I~
E 6#!!@!{1“ ARBVS

Photo 1. J.rupestris de Maghnia [7]. Photo 2. Photographie J.rupestris [8].
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1.4. Répartition géographique de Jasonia rupestris

Jasonia rupestris est une plante endémique au nord du Maroc et au nord-ouest
de I'Algérie (Tlemcen, Garrouban et Maghnia) [9].

®20 ¢ ;'\ L:M

?

Figure 2. Aire de distribution de la plante Jasonia rupestris [9].

1.5. Etudes antérieures

L’analyse des travaux réalisés sur les différentes espéces du genre Jasonia est
résumée comme suit :

» Jasonia candicans : L’hydrodistillation de la partie aérienne a donné un
faible rendement en huile essentielle (0.1%) dont 1’intermediol était le composé
majoritaire (84.70%). Cette huile a montré une activité contre Bacillus subtilis,
Trichophyton mentagrophytes, Cryptococcus neoformans et Candida albicans
[10]. 24 composés sont été identifiés dans I’extrait éthanolique de cette plante,
les principaux sont panaxatriol (25.88%), acide (Z,Z)-9,12-octadécadiénoique
(25.65%), acide cis-9-octadécénoique (7.60%) et 1-heptatriacotanol (5.21%).
Cet extrait a montré des quantités importantes en composés phénoliques et
flavonoides avec une grande activité antioxydante [11].

» Jasonia montana : L’analyse de I’huile essentielle par CPG/SM a montré la
présence des composés : camphre (21.70%), bornéol (9.40%), l'acétate de
bornyle (8,80%), chrysanthemol (7.26%) intermediol (5.80%) et 1,8-cinéol

5
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(4.60%) avec d’autres composés en faibles quantités [10]. Dans une autre étude,

trois nouveaux diterpenes ont été isolées de la partie aérienne a savoir la
jasonine-a, la jasonine-b et la jasonine-c. Les extraits d'éther de pétrole et
d'éthanol présentent une activité hypoglycémique et antidiabétique, et les
extraits d'éther de pétrole et de chloroforme ont montré une activité
antimicrobienne [12].

» Jasonia iphionoides : L’analyse par CPG/SM de I’huile essenticlle a révélé
la présence de bornéol comme principal constituant (49,3%) suivi du 1,8-cinéol
(8,4%), a-terpinéol (3,8%), camphre (3,7%), formiate de bornyle (3,6%),
terpinene-4-ol (3,0%) acétate de bornyle (2,9%) et selin-11-én-4-a-ol (2,4 %)
[13]. Elle posséde diverses propriétés pharmacologiques telles que I’activité
anticancéreuse, antidiabétique, antimicrobienne, antioxydante, antispasmodique
et antiplaquettaire qui pourraient étre dues a la présence des flavonoides et des
composes phenoliques [14].

» Jasonia rupestris : L’analyse de I’huile essentielle par CPG/SM a révélé la
présence de borneol (31.2%), nerolidol (4.1%) et bornyl acétate (3.0%) comme
composés majoritaires. Cette huile a provoque une lyse des globules rouges
aprés 30min et elle a montré une modeste activité antimoisissure et un faible
pouvoir antioxydant [3].

» Jasonia sericea : L’étude de la plante a montré un pouvoir antioxydant di
principalement aux composés phénoliques (les flavonoides) et un pouvoir
anticancéreux [15]. Les différents extraits de cette plante ont révélé la présence
des coumarines, alcaloides et tanins avec une activité antidiabétique et
antioxydant [16]

» Jasonia antiatlanticus : L’huile essenticlle obtenue a partir des parties
aériennes seches de la plante et analysée par CPG/SM a montre la présence des
composes : Camphre (35.7%), intermedeol (19.9%), a-pinéne (15.5%), bornéol
(4.9%), camphéne (4.2%), E-pinocarveol (4.1%) avec d’autres composés

minoritaires. Une activité antibactérienne de cette huile a été constatée contre

6
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24 souches (toutes a Gram positif) et un pouvoir cytotoxique significatif vis a

vis les lignées cellulaires tumorales [17].

» Jasonia saxatilis: L’étude phytochimique a montré 1’abondance des
composés phénoliques et des flavonoides, parmi les composés identifiés : acide
3,4-Dihydroxy-5-prényl cinnamique, acide 3,3'-di-O-méthylellagique, acide 1,3-
dicaffeoylquinique, honokiol, quercetin-3-O-glucuronide et 4'-ydroxylwogonine.
Une bonne activité antioxydante, un faible pouvoir cytotoxigue et aucune

activité antimicrobienne ont été constatéee [18].

2. Geéneralites sur les flavonoides et les huiles essentielles
2.1. Les flavonoides

2.1.1. Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires appartenant a la classe des
substances phénoliques. Ils sont largement répandus dans toutes les plantes
vasculaires. Plus de 4000 flavonoides ont éteé identifies a ce jour [19].
La structure chimique des flavonoides est constituée de deux cycles benzéniques
A et B liés entre eux par un troisieme cycle pyrene hetérocyclique contenant de
I'oxygene. Ainsi, cette structure est également appelée C6-C3-C6 étiquetée A, B
et C [19].

Figure 3. Structure chimique des flavonoides [19].

Les flavonoides sont subdivisés en plusieurs sous-groupes en fonction du
carbone du cycle C sur lequel le cycle B est attaché et du degré d'insaturation
et d'oxydation du cycle C, donc on constate : les flavones, les flavonols, les

flavanones, les flavanonols, les flavanols, les anthocyanidines, les isoflavones,
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les neoflavonoids et les chalcones. Les flavonoides se présentent sous forme

d'aglycones, de glycosides et de dérivés méthylés [19].

o~ oo o~ o

O

nnnnnnnnnn Flavanones Flavamonols

D e PP Qf

Flavanclls Anthocyanidins Isoflavones

@fﬁl

Ch al cones

e ofl BV'CIHOIdS

Figure 4. Les sous-groupes des flavonoides [19].

2.1.2. Propriétés biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont des substances phytochimiques ayant de nombreuses
propriétés biologiques importantes pour la santé humaine telle que 1’activité
antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne, antivirale, antivieillissement

et surtout anticancéreuse [19].
2.2. Les tanins
2.2.1. Définition

Les tanins sont les principaux composes phénoliques fabriqués par les plantes,
ils représentent entre 5% a 10% d’une matiere végétale seche. Ils sont trouvés
principalement dans les tiges, les feuilles, les écorces, les racines, les bourgeons

et les graines [20].

Il existe deux grands types des tanins : les tanins condensés contenant de
flavonoides (flavan 3-ol ou flavan 3, 4-diol) sans attachement a un sucre et les
tanins hydrolysables composés d'acides ellagique et gallique avec un sucre

géneralement du glucose [20].
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Figure 5. Tanin hydrolysable [20]. Figure 6. Tanin condenseé [20].

2.2.2. Application

Les tanins sont des agents antioxydants, antimicrobiens, antiviraux et
antiparasitaires, cela explique leurs applications dans le domaine
pharmaceutique. IIs sont utilisés également dans 1’industrie alimentaire,

alimentation animale, industrie du tannage et de fabrication du papier [21].
2.3. Les huiles essentielles
2.3.1. Définition

Les huiles essentielles sont des extraits liquides volatiles concentres,
lipophiles, rarement colorés, ayant une forte odeur et une densité généralement
inférieure a celle de ’ecau. Elles sont synthétisées par les plantes aromatiques
comme un metabolite secondaire stocke au niveau des cellules sécrétoires, Les
trichomes glandulaires ou les cellules épidermiques. Elles sont extraites par
plusieurs méthodes a savoir 1’hydrodistillation, par CO, supercritique et par

micro-onde [22].
2.3.2. Composition chimique

Les huiles essentielles sont généralement connues comme des métabolites
secondaires des plantes contenant des mélanges complexes de composes
organiques comme les terpenes, les alcools, les éthers, les esters, les cétones, les

aldéhydes, les phénols et les lactones [23]. La quantité et la composition
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chimique des huiles essentielles varient en fonction de la partie de la plante
utilisée et de son stade végétatif, de la période de récolte, de la nature du sol, du

climat, de I’altitude et du mode d’extraction utilisé.
2.3.3. Utilisation

Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles sont dans plusieurs

domaines :

» Industrie pharmaceutique : L’implémentation des huiles essentielles dans
le domaine pharmaceutique est de grande importance grace a leurs diverses
propriétés thérapeutiques comme [Dactivité antimicrobienne, antivirale,
antioxydante, antiinflammatoire et anticancéreuse [23].

» Cosmétique : Les huiles essentielles recoivent beaucoup d'attention dans la
production des produits cosmetiques et des parfums dont plusieurs des plantes
aromatiques sont recherchées [24].

» Industrie alimentaire : Ou les huiles essentielles sont utilisées comme des
arbmes permettant de rehausser le golt des préparations culinaires et des
boissons et en tant que des conservateurs naturels pour ses propriétes

antioxydantes, antimicrobiennes et insecticides [24].

2.3.4. Toxicité

La toxicité d’une huile essentielle est en relation directe avec sa composition
chimique. Les huiles essentielles peuvent étre phototoxiques comme 1’huile
essentielle du citron et d’orange, certaines sont irritantes pour les peaux
sensibles. Elles peuvent aussi provoquer des allergies cutanées ou respiratoires.
L’ingestion accidentelle d’une huile essentielle peut étre hautement toxique. Les
huiles essentielles peuvent étre sans danger a faibles concentrations mais
présentent une toxicité a des concentrations élevées, représentées par des valeurs
létales[25].
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1. Matériel végétal

La récolte de 1’espéce Jasonia rupestris a été faite en moi de Juin 2022 (avant
floraison) et en moi d’Octobre 2022 (pendant la floraison) dans la région de
Beni Snous wilaya de Tlemcen. La plante a été identifiée par le Pr B. Medjahdi

du département de foresterie selon la nomenclature de Quézel et Santa [26].

Le matériel végétal récolté est séché a ’abri de la lumiere et a la température
ambiante, puis séparer en quatre parties : fleurs (fr), feuilles (fl), tiges (tg) et
racines (rn). Enfin, le matériel est broyé dans un moulin électrique

(IKa-WERKE M20) et conservé dans des sachets en papier jusqu’a ’analyse.
2. Préparation des extraits bruts

Chaque partie de la plante a été soumise a une macération a froid par trois
solvants de polarités différentes (eau, EtOH 70° et Et,0).

» ExtrAqueux ou ExtEtOH 70°: 5g du matériel végetal est macéré dans
55ml d’eau (ou dans I’EtOH 70°) pendant 24h sous agitation. L’opération
est repétée 2 fois.

> EXtEt;0: 2g du matériel végétal est macéré dans 25ml d’Et,O pendant 24h

sous agitation. L opération est répétée 2 fois.

Les extraits obtenus sont filtrés sur papier filtre puis concentrés sous vide a

I’évaporateur rotatif et conserves a + 4°C.
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3. Tests phytochimiques

Les différents extraits sont soumis aux tests récapitulés dans le tableau 1.

Tableau 1. Tests phytochimiques.

Test Protocole Observations
-Ajouter 1ml d’acide sulfurique Une coloration rose ou
Shinoda | concentré a S5ml de I’extrait. rouge apres 3min.
[27] - Ajouter 0.5g de Mg.

Flavonoides -Ajouter 2ml de solution de NaOH | Une couleur jaune
Réactif 2% a I’extrait brut. apres I’ajout de
alcalin -Ajouter quelques gouttes d’acide | I’acide.

[28] dilué.
-Ajouter huit gouttes d’une solution | Une coloration
diluée de chlorure ferrique 1 % a 1ml | verdatre pour les
d’extrait. tanins catechiques ou
Tanins [29] bleus noiréatres pour

des tanins galliques.

Alcaloides [29]

-Ajouter 2ml HCl a 1 % a 1 ml
d’extrait et chauffer au bain-marie.
-Diviser I’extrait en deux volumes
égaux. le réactif de Mayer est ajouté
au premier volume et le réactif de
Wagner est ajouté a 1’autre.

Un précipité blanc
jaunatre par le réactif
de Mayer ou rouge
orangé a brun pour le
réactif Wagner.

Terpénoides [29]

-Ajouter a 1 ml d’extrait 0.5 ml de
chloroforme.

-Ajouter 0.7 ml d’acide sulfurique
concentre.

Une couleur vert-bleu
pour les hétérosides
stéroidiens et une
couleur vert-violet
pour les hétérosides
terpéniques

Saponosides [29]

-Ajouter 3ml de I’eau distillée a 2ml
de I’extrait.
-Agiter 15s et laisser reposer 20min.

Une hauteur de la
mousse supérieure a
1 cm indique la
présence des
saponosides.

Anthocyanines
et bétacyanines [30]

-Ajouter 1 ml de solution de NaOH
2N a 2 ml de D’extrait et chauffer
pendant 5 min a 100°C.

Une couleur vert
bleuatre pour les
anthocyanes et une
couleur jaune pour les
bétacyanine.

Glycosides [30]

-Ajouter 3ml de du chloroforme et 1
ml de solution d’ammonium a 10 % a
2ml de I’extrait.

Une couleur rose.

Quinones [30]

-Ajouter 1 ml d’acide sulfurique
concentré a 1ml de Iextrait.

La couleur rouge.
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-Prendre 1 ml de I’extrait dans un Une fluorescence
tube a essai et recouvrir avec papier | jaune.

filtre imbibé du NaOH 1N.
Coumarines [30] -Placer le tube dans eau chaude
pendant quelques minutes. -Retirer le
papier filtre et examiner sous UV.
-Ajouter 2 ml de chloroforme et 1 ml | Un anneau brun

Steroides [30] d’acide sulfurique a 1 ml de ’extrait. | rougeatre a ’interface.
Carbohydrate -Mélanger 2 volumes égaux de Un précipité jaune
Test de Fehling [31] réactifs A et B de Fehling. puis rouge brique.

-Ajouter quelques gouttes de 1’extrait
et chauffer au bain-marie bouillant
pendant 5-10 min.

4. Extraction sélective et dosage des flavonoides
4.1. Extraction sélective

Afin d’extraire les composés phénoliques sous les formes libres, esters et

hétérosides, nous avons appliqués deux méthodes (figure 7) :
4.1.1. Premiére methode [32]

v’ 2g du matériel végétal (des feuilles et des fleurs) sont mis en contact avec
160ml HCI 2N sous agitation a 40°C pendant 40min.

v Apres refroidissement, le filtrat est soumis a une extraction avec 20ml
d’Et,0 puis avec 20ml du BuOH.

v' Les extraits sont filtrés, concentrés sous vide a I’évaporateur rotatif et

conserveé au réfrigérateur.

4.1.2. Deuxieme méthode [33]

v’ 2g du matériel végétal (des feuilles et des fleurs) sont mélangés avec 40ml
d’EtOH 70° chaud et laisser sous agitation pendant 24h (x2) a la

température ambiante.
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v" Le filtrat est évaporé a sec a 1’évaporateur rotatif. Le résidu est repris dans

100ml de I’eau bouillante et soumis a des extractions successivement par

2x20 ml de chaque solvant : hexane, CHCls;, ACOEt et BUuOH.

Les différents extraits sont filtrés, concentrés sous vide a I’évaporateur rotatif

et conservés au réfrigérateur.

40ml EtOH 70°
Agitation 43hiTmubian1&‘ [ Agitation 40min 3 40°C

Filtrat Filtrat

[ 2g du matériel végétale ] 160m! HCIIN

Reécupération dans I'eau bouillante :
Décantation 4% Extraction par E0
Phase limpide
Extraction par hexane [ Phase éthérique ] [ Phase aquense ]
1 l Concentration a sec Fxtraction par BuOH
[ Phase aqueuse ] [ Phase d hexane ] [ ExtEt,0 gy ] [ Fraction BuOH ]
Extraction par CHCl;, AcOEt et BuOH Concentration a sec

! Concentration asec | | ExtBuOH
HCl
ExtCHC, [ ExtAcOEt ] [ ExtBuOH g,on

[ Résidu aqueux ]

Figure 7. Extraction sélective des flavonoides.
4.2. Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols des différents extraits a été determinée selon la
méthode de Singleton et Ross [34]. Le dosage est fondé sur I’oxydation des

composés phénoliques par le réactif ‘Folin-Ciocalteu’ [29].

v' 200 pl de chaque extrait ont été mélangés avec 1 ml de réactif Folin-
Ciocalteu dilu¢ 10 fois et 800 ul d’une solution de carbonate de sodium a
7,5 %.

v Aprés 30 min a la température ambiante, 1’absorbance a été lue contre un
blanc a I’aide d’un spectrophotometre (UV/Visible de type Optizen POP)
a 765nm.
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v' Une gamme d’étalonnage a été préparée a partir d’acide gallique (AG)

(0 a Img/ml) dans les mémes conditions opératoires pour déterminer les
teneurs en polyphénols totaux de chaque extrait ( exprimé en mg EAG/g
MS) [35].

4.3. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides est faite en suivant le protocole décrit par
Dewanto et al., [36]. Ce dosage est basé sur la formation d’un complexe stable

entre les flavonoides et le chlorure d’aluminium [35].

e 0.5ml de chaque extrait est mélangé avec 2.5 ml d’eau désionisée et 0.15

ml de NaNO2 a5 %
e Apres 5 min, 0.3 ml de 10% AICI3.6H20 a été ajoute.

e 1ml de solution NaOH a 1M a été additionné apres 5 min puis le volume a
¢té complété a 5 ml avec de I’eau désionisée.

e [’absorbance a été mesuré a 510 nm.

e La courbe d’étalonnage de catéchine (C) a différentes concentrations
(0 @ Img/ml) a été réalisée dans les mémes conditions que les échantillons
pour déterminer les teneurs en polyphénols totaux de chaque extrait (en mg
EC/g MS).

5. Chromatographie sur couche mince CCM

La variabilité de la composition des ExtAcOEt (fr et fl), ExtBuOH gion (fr et
fl), EXtEtOH (fr et fl), ExtEt,0O nci (fr) et CHCI3 (fr) a été évaluée sur une plaque
CCM (20x10, support- aluminium, phase stationnaire-gel de silice) en utilisant
un systéeme de solvant BuOH/CH3;COOH/eau 6 :1:2 (v /v /v). La révelation a

¢été faite a ’aide d’une lampe UV a 366nm.
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6. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Les extraits secs ont été préparés dans le méthanol puis filtrés a travers des
filtres PTFE/PVDF 0.45um. L’analyse HPLC des extrait de J.rupestris a eté
effectuée a 1’aide d’un appareil de type YL9100 HPLC System équipé d’un
dégazeur sous vide, une pompe quaternaire, un compartiment colonne et un
détecteur UV/Visible. Un volume de 20 pl de chaque extrait a été injecté a
travers une colonne C18 avec un débit de 1ml/min selon un mode gradient
comme suit : 95% eau acidifier et 5% acétonitrile & Omin, 5 % eau acidifier et
95% acétonitrile a 50 min et finalement 95% eau acidifiée et 5% aceétonitrile a
60 min. La phase mobile a été mélangée a de 1’eau acidifiée (1% de I’eau dans
I’acide formique) et ’acétonitrile. L’analyse a été opérée a 25 C° et a 245 bar.
L’absorbance est mesurée a 254nm et présentée par un pic ou la surface est
proportionnelle avec la quantité du constituant. Le temps de rétention de chaque
pic est comparé avec des étalons afin d’identifier les différents composes

chimiques.

7. Activité antioxydante par la méthode au DPPH

Dans ce test le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) de couleur violette est
réduit par un composé antioxydant donneur de protons en
diphénylpicrylhydrazine de couleur jaune, donc la diminution de 1’absorbance
provoquée par les piégeurs de radicaux libres est mesurée a 517nm pour évaluer

le pouvoir antioxydant d’échantillon testée (figure 8) [28].
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DPPH’ DPPH-H

Figure 8. Réaction du test DPPH [28].
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Le pouvoir antioxydant au DPPH est évalué selon la méthode décrite par
Prieto et al., [37]. 1950 ul de la solution du DPPH ont été ajoutés a 50 ul de
chaque extrait et les standards (BHT et I’acide ascorbique). Le control négatif
est préparé en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1950 ul de la solution du
DPPH. Aprés 30min d’incubation a la température ambiante et a 1’obscurité, la

densité optigue de chaque concentration a été lue a 517nm contre le blanc.

Le pourcentage d’inhibition (PI) du DPPH est calculé par :

DO _—DO i
PI _ controle Extrait % 100

D ocontrole—

DO contrale - absorbance du témoin négatif.
DO exirait : absorbance de 1’extrait.

Pour évaluer le pouvoir antioxydant, 1Cso pour chaque extrait est déterminée
qui correspond a 50 % d’inhibition a partir de la courbe PI=f(C) et comparée

avec celle du contréle positif [28].
8. Activité antibactérienne

Les différents extraits ont été testés sur quatre souches de réferences :
Staphylococcus aureus (Sa) ATCC 25923, Bacillus subtilis (Bs) ATCC 6633,
Pseudomonas aeruginosa (Pa) ATCC 27853 et Escherichia coli (Ec) ATCC
8739 selon la méthode de Vincent [38].

Des puits ont ét¢ formés a I’aide d’une pipette pasteur dans les boites de Pétri
coulées en gélose Muller-Hinton préalablement ensemencées par écouvillonnage
avec de la suspension bactérienne standardisée a 0.5 McFarland. 50ul de chaque
extrait ont été déposes dans ces puits. Un disque de contr6le positif
(gentamicine) a été mis au centre de la boite de Pétrie. Apreés incubation a 37°C
(30°C pour Bs) pendant 18h, le diamétre de la zone d’inhibition a été mesuré

pour évaluer la sensibilité comme suit [39]:
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o (J<8mm : Non sensible

e 8mm <@<14mm : Sensible

e 15mm <@<19mm : Tres sensible

e  (3>20 mm : Extrémement sensible

9. Activité hémolytique
Le pouvoir hémolytique a été évalue selon la méthode de Kumar et al., [40].

e Preparation de la suspension érythrocytaire :
v’ Le sang est prélevé d’un donneur sain dans des tubes d’héparine et
centrifugé pendant 10min a 3000 tours/min.
v" Aprés élimination du plasma, le culot est lavé 3 fois puis dilué 20 fois
dans le PBS (pH=7.4).

e Test hémolytique :

v"Un volume de 0.2ml de la suspension érythrocytaire a été ajouté a
0.8ml de chaque extrait a différentes concentrations.

v La centrifugation a été faite 10min a 3000 tours/min aprés une
incubation a 37°C pendant 30min.

v Le contréle positif et négatif ont été préparés dans les méme
conditions en remplacant 1’extrait par [’eau distillée et le PBS
respectivement.

v’ La densité optique a été mesurée a 540nm contre le tube contenant le
PBS.

v" Le taux d’hémolyse est déterminé a partir de la formule :

DO . — DO+ , , .
Taux d'hémolyse _ Extrait Témoin négatif « 100

DOTémoin positif
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1. Rendements des extraits bruts

consignés dans le tableau 2 et illustrés par la figure 9.

Les résultats des rendements des différents extraits bruts de J. rupestris sont

Tableau 2. Rendements des extraits bruts.

Matériel végétale Masse (g) Rendement (%)

Fleurs 0.655+0.075 13.090+1.490
ExtAqueux Feuilles 0.791+0.005 15.810+0.090
Tiges 0.477+0.033 9.540+0.660

Racines 0.539+0.022 10.770+0.430

Fleurs 0.841+0.001 16.820+0.020

ExtEtOH 70° Feuilles 0.776+0.020 15.510+0.390
Tiges 0.433+0.005 8.650+0.090

Racines 0.421+0.034 8.420x0.680

ExtEt,0 Fleurs 0.173+0.012 8.650+0.600
Feuilles 0.064+0.011 3.175+0.525

Rendements (%)
H
o

fleurs feuilles tiges
La partie extraite

m ExtAqueux = ExtEtOH ExtEt20

15

racines

par rapport aux organes (tige et racines).

Figure 9. Rendements (%) des extraits bruts de J. rupestris.

Nous constatons que les ExtEtOH et ExtAqueux enregistrent de forts
rendements par rapport aux ExtEt;O. Selon les organes, nous remarquons que

les extraits des fleurs et des feuilles ont enregistrés les plus grands rendements
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En comparaison avec d’autres especes du méme genre, nous remarquons les
rendements des ExtAqueux et ExtEtOH bruts de la partie aérienne de la plante
J.iphionoides sont de 18.5% et de 2.4% respectivement [41]. Par contre,
I’ExtEtOH (80%) des feuilles de la plante J.candicans présente un rendement de
1.6% [11]. Ces différences de rendements peuvent étre attribuées a ’espéce, au

mode d’extraction et a la nature des solvants utilisés.
2. Tests phytochimiques
Les résultats des tests phytochimiques sont regroupés dans le tableau 3.

Tableau 3. Différents classes phytochimiques de la plante J.rupestris.

Extraits agqueux EtOH 70° Ether diéthylique
Tests Fleurs | Feuilles | Tiges Racines |Fleurs | Fenilles | Tiges Racines |Fleurs | Feuilles
Shinoda | - - - - + + - - + +
Flavonoides
Réactif + + - - + + - - + +
alcalin
Tanins + + + + + + + + + +
Alcaloides
Terpénoides - - - - + + + + + +
Saponosides + + + + +
Anthocyanines - - + + + +
bétacyanines + + - - - - + + n +
Quinones + + + + + + + + + +
Coumarines + + + + + + + + + +
Stéroides + + + + + + + + + +
Carbohydrates + + + + + + + + +

- . Test negatif ; + : Test positif ; EtOH : extrait éthanolique

Selon le tableau 3, on note 1’absence des alcaloides alors que les quinones,
les coumarines, les stéroides et les carbohydrates sont présents. Selon le type de

solvant utilisé, les ExtAqueux et ExtEtOH renferment presque tous les
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composés recherchés sauf les terpenes absents dans I’ExtAqueux mais en

fonction des organes de la plante, les feuilles et les fleurs sont les plus riches en
composés en particulier pour ceux recherches a savoir les polyphénols et les

terpénes.

Les travaux de Dehimat et al., ont montré la présence des tanins, des
coumarines, des alcaloides, des terpénoides dans les extraits des feuilles de

J.sericea [16].
3. Rendements de I’extraction sélective

N.B : Nous rappelons que I’extraction sélective a été appliquée uniquement aux

organes feuilles et fleurs vu leurs richesses en polyphénols.

Les résultats des rendements bruts de 1’extraction sélective sont reportés dans

le tableau 4 et illustrés par la figure 10.

Tableau 4. Rendements (%) de I’extraction sélective.

Systeme Extrait Matériel | Masse (Q) Rendement
vegétale (%)
ButOH ¢ Feuilles 0.064 3.200
1#*Méthode Fleurs 0.090 4.500
Apres .
hydrolyse acide Et20 nal Feuilles 0.032 1.600
Fleurs 0.041 2.050
CHCl; Feuilles 0.078 3.900
Fleurs 0.021 1.050
AcOEt Feuilles 0.022 1.100
2°meMéthode Fleurs 0.022 1.100
Sans hycrolyse BUtOH Eton Feuilles 0.027 1.350
Fleurs 0.041 4.100
Résidu aqueux Feuilles 0.071 3.55
Fleurs 0.129 6.45
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Rendements (%0)

Extraits EFeuilles BFleurs

On

Figure 10. Rendements (%) de I’extraction sélective de J. rupestris.

remarque que quel que soit la méthode utilisée les rendements des

extractions sont variables. Par contre, les rendements des extraits des fleurs

enregistrent de forts rendements.

4. Dosage des polyphenols et des flavonoides

Les

teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des différents extraits de

la plante J.rupestris sont illustrées par les figures 11, 12 et annexe 1.

Teneur en polyphénoles (mg
EAG/g MS)

0,15
0,1
0,05

Extraits @ Feuilles @fleurs

Figure 11. Teneurs en polyphénols totaux des extraits de J.rupestris.
(Exprimées en mg équivalent acide gallique par g de la matiére végétale seche).
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K o
o °
a = o

Teneur en flavonoides
(mg EC/g MS)
o
o

Extraits @Feuilles @fleurs

Figure 12. Teneurs en flavonoides totaux des extraits de J.rupestris.
(Exprimées en mg équivalent catéchine par g de la matiére végétale séche).

On remarque que les extraits ACOEt (fr), Et;Onc (fr) et BUOH gon (fr) sont
les plus riches en polyphenols et en flavonoides. Ces résultats montrent et
confirment 1’utilisation du BuOH et de I’AcOEt pour [D’extraction des
polyphénols.

Les teneurs de nos extraits de J. rupestris en polyphénols et en flavonoides
sont beaucoup inférieurs a ceux trouvées par Diab et al., chez J.candicans
(119 £ 7.6 mg EAG/100g MS et 96.2 = 1.4 mg EQ/100g MS) respectivement
[11]. Les mémes résultats sont obtenus pour J.sericea , les quantités les plus
importantes de polyphénols totaux et flavonoides sont observées respectivement
dans I’extrait méthanolique (283.61 + 0.58 pug EAG/mg) et ’extrait acetate
d’éthyl (fl) (54.48 + 1.29 ug EQ/mg) [15].

5. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Le but de la CCM est de mettre en évidence la variabilité de la composition
des extraits. Les résultats de la CCM de I’empreinte flavonique des différents

extraits sont illustrés par la photo 3 et présentés dans le tableau 5.
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S1 S S3 S4Ss5 S¢S7 Sg

Photo 3. CCM des extraits de J.rupestris.
S1: ExtACOEt (fl); S2: ExtACOEt (fr); Ss: EXtBuOHEewon (fl); S4: EXtBUOH gon

(fr); Ss: EXtEtOH (fl) ; Se: EXtEtOH (fr) ; S7: ExtEt,0 (fr) ; Ss: ExtCHCI3 (fr).

Tableau 5. Résultats de la CCM des extraits de J.rupestris.

Extrait Rf, couleur des spots
AcOEt (f1) 0.74, J-V
AcOEt (fr) 0.59,J-V/0.74, J-V
BuOH (fl) 0.44,J-V /0.55,J-V /0.60, J-V /0.73, J-V /
0.80, J-VV /0.86, J-V
BuOH (fr) 0.35,J-V/0.43,J-V/0.53, J-V/0.60, J-V /
0.73,J-vV/0.81,J-V /0.86, J-V
EtOH (fl) 0.38,J-V/0.45,J-V/0.55,J-V/0.73,J-V /
0.81,J-V/0.89, R
EtOH (fr) 0.45,J-V /0.55, J-V /0.60, J-V /0.73, J-V /
0.82,J-V/0.89, R
Et20 nei (fr) 0.73,J-vV/0.83,J-V/0.89, J-V
CHCl; (fr) 0.82,J-v/0.89,J-V/0.93 R

J-V : Jaune-vert / R : Rouge

En absence de témoins, nous ne pouvons pas attribues les spots observés aux
familles chimiques polyphénoliques. Cependant, on remarque que les extraits
ExtBUuOHEwon (fl); EXtBUuOHEewon (fr); ExtEtOH (fl) et ExtEtOH (fr) ont presque
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la méme empreinte flavonique. Selon les couleurs des spots, les groupements

des composés présents sont susceptibles d’appartenir aux flavonols (jaune et

vert) [42],[43].
6. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

N.B : Pour des raisons techniques et pour les résultats d’activités obtenus
(paragraphe 8) nous avons analysés par HPLC que les ExtEtOH (fr), ExtAcOEt
(fr) et ExtBuOH (fr).

Les résultats de I’analyse par HPLC des différents extraits de J.rupestris sont

consignés dans le tableau 6 et ceux des témoins sont illustrés par annexe 2.

Tableau 6. Résultat de la HPLC des extraits analyses (%).

Constituant Ext EtOH | Ext AcOEt Ext BuOH
(fr) (fr) (fr)
NI ND ND 1.113
Acide cinnamique | 0,252 ND 66,935
Nicotinamide 0,727 0,610 ND
Acide ascorbique 0,154 0,110 3,665
Acide gallique 0,163 tr ND
Résorcinol 5,635 ND ND
NI 1,852 ND ND
Rutine 34,995 60,013 ND
Myricétine 20,192 6,064 ND
Coumarine - 0,549 ND
Epicatéchine 6,478 3,110 ND
NI 2,535 ND ND
Geénistéine 3,745 ND ND
NI 4,902 ND ND
NI 2,959 ND ND
NI ND 29,545 28,038
NI 13,895 ND ND
Catéchine 1,517 ND 0,200

NI : Non identifié ; ND : Non détecte
Ty : Temps de rétention ; tr : trace
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On remarque que les pics des trois chromatogrammes sont mal séparés avec

une mauvaise ligne de base. Mais avec une approche des temps de rétention des
témoins analysés dans les mémes conditions opératoires, nous pouvons attribués
quelques pics aux produits connus. Ainsi, les extraits EtOH (fr) et AcOEt (fr)
sont riches en rutine (34,99%), myricétine (20,19%) et deux composés non
identifies (13,89% ; 29,54%) respectivement. Alors que 1’ExtBuOHgion (fr) est

riche en acide cinnamique (66,93%) et un autre composé non identifié (28,03%)

L’étude phytochimique de J.saxatilisa montré 1’abondance des composés
phénoliques et des flavonoides dont les acides 3,4-Dihydroxy-5-prényl
cinnamique, 3,3'-di-O-méthylellagique, 1,3-dicaffeoylquinique et la quercetin-

3-O-glucuronide et 4'-ydroxylwogonine [18].
7. Activité antiradicalaire par la méthode au DPPH

Les résultats au DPPH des différents extraits des feuilles et des fleurs de

J. rupestris sont présentés par la figure 13 et exprimés en 1Cs par la figure 14.
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par les différents

extraits (fl : feuilles, fr :fleurs)
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Figure 14. ICso des différents extraits de la plante J.rupestris.

D’apres la figure 13, on constate que le pourcentage d’inhibition de chaque
extrait est proportionnellement dépendant de sa concentration. A 1.5mg/ml La
majorité des extraits a 1’exception de I’ExtAqueux (fr) et I’Ext Et,O(fr)

enregistrent de fortes inhibitions qui dépassent 80%

Selon les 1Csp, les ExXtEtOH des fleurs et des feuilles expriment un pouvoir

antioxydant élevé de 0, 499 mg/ml et 0,534 mg/ml respectivement.

En comparaison avec I’ HE de J.rupestris de Maghnia (Tlemcen), celle-ci a
montré un faible pouvoir antioxydant (ICso= 2.624mg/ml) par rapport aux
standards  ’acide  ascorbique  (ICso=  0.024mg/ml) et le BHT
(ICs0= 0.0063mg/ml) [3]. Par contre, I’extrait aqueux et éthanolique de la partie
aérienne de la plante J. iphionoides ont montré une forte activité antioxydante
avec ICsp = 0.05mg/ml [41]. Un bon pouvoir antiradicalaire est enregistré pour
I’extrait éthanolique des feuilles de J. candicans (ICsp=22.1ug/ml) comparer a

I’acide ascorbique (ICso =15ug/ml) [11].
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8. Activité antibactérienne

Les résultats de D’activité antibactérienne des extraits retenus par la méthode

sur milieu solide sont illustrés par la figure 15 et ’annexe 3.

DMSO

Et20_HCI (fr)
BUuOH_EtOH (fr)
£ BuOH_EtOH (fl)

!

<

E AcOEt (fr)

L AcOEt (fl)
Gentamicine

o

5 10 15 20 25 30
diameétres de la zone d'inhibition

ESa OBs mEc mPa

Sa: Stapylococcus aureus ATCC 25923; Bs: Bacillus subtilis ATCC 6633;
Ec : Echerichia coli ATCC 8739 ; Pa : Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Figure 15. Diamétres des zones d’inhibition des extraits de J.rupestris.

par la méthode de Vincent.

D’aprés la figure 15, on remarque que les extraits retenus (ExtEt,Oncr (fT),
ExtBUOH gion (fr), EXtBUOH gon (fl), EXtACOEL (fr) et EXtACOEL (fl) sont trés
actifs par rapport a la gentamicine sur les trois souches (Bs, Ec et Pa) dont les
diameétres des zones d’inhibitions varient de 15-25 mm. Par contre la souche Sa

s’est révélée résistante.

Au vu des travaux antérieurs, 1’huile essentielle de J. rupestris obtenue par
hydrodistillation s’est révélée active contre Listeria monocytogenes ATCC
19115, Stapylococcus aureus ATCC 25923 et Eenterococcus foecalis ATCC
29212 dont les diametres des zones d’inhibitions sont 16mm, 12mm et 12mm

respectivement mais inactive sur Pa ATCC 27853 et Ec ATCC 25922 [3].

30




l RESULTATS ET DISCUSSION \

Au regard des especes du méme genre, 1’extrait d’acétone de la partie

aérienne de J. montana possede une forte activité contre Staphylococcus aureus
et Streptococcus spp avec des diameétres d’inhibitions de 25.60+0.59mm et
20.66+0.59mm respectivement [44]. Aussi, les extraits méthanolique, d’acétone
et d’hexane de J. iphionoides ont produit une zone d’inhibition contre
Staphylococcus aureus de diamétre 14mm, 11lmm et 11mm respectivement,
alors que I’extrait aqueux est actif contre Shigella sonnie avec une zone
d’inhibition de 20mm de diamétre [45].

Les résultats obtenus montrent que les extractibles favonoidiques éthérique,
butanoliques et de 1’acétate d’éthyle des feuilles et des fleurs de J. rupestris
exercent de fortes activités sur les bactéries G- en particulier Pa reconnue pour
sa resistance aux antibiotiques et aux substances naturelles. Cette activité
antibactérienne des flavonoides est due probablement a I’interaction au moyen
des ponts hydrogenes aux enzymes ou aux protéines membranaires des

microorganismes [46].
9. Activité hemolytique

Les résultats de D’activité hémolytiques des extraits de J. rupestris sont

représentés par la figure 16.
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Figure 16. Taux d’hémolyse des extraits de J.rupestris aprés 30min.
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On remarque que le te taux d’hémolyse est proportionnellement dépendant de
la concentration. L’hémolyse maximale est obtenue avec I’ExtEtOH (fl) a la
concentration de 1,5 mg/ml. A la concentration de 0,5mg/ml, les extraits testés
provoquent une hémolyse inférieure a 35% aprés 30min. Mais a 20 pg/ml tous

les extraits montrent une trés faible hémolyse.

Daoudi, a montré que 5 pl de I’HE de J.rupestris provoquent une hémolyse
de I’ordre de 6.18% aprés 30min [3].
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Conclusion générale

Les plantes médicinales sont une source inappréciable qui mérite des études
plus approfondies pour découvrir de nouvelles molécules bioactives comme les
composés phénoliques et les huiles essentielles douées des vertus thérapeutiques

et qui peuvent étre bénéfiques pour la santé publique.

Cette étude a été effectuée en vue d’examiner la composition chimique et
d’évaluer D’activité antioxydante, antibactérienne et cytotoxique de quelques
extraits de la plante Jasonia rupestris. Au vu des résultats obtenus, on

remarcque :

e Plusieurs familles phytochimiques sont mises en évidence dans la plante
J.rupestris a savoir les flavonoides, les tanins, les coumarines, les
quinones, les stéroides et les carbohydrates.

e D’aprées I’analyse HPLC, I’ExtEtOH (fr) et ’ExtAcOEt (fr) sont riches en
rutine (34,99% et 60,01% respectivement) alors que 1’acide cinnamique
était le composé majoritaire chez ExtBUOH gon (fr) (66,93%).

o L[’ExtAcOEt (fr), ExtEt;0 wer (fr) et ExXtBUOH gon (fr) ont montré les
plus fortes teneurs en flavonoides et en polyphénols de I'ordre 0.101,
0.086 et 0.077 mg EAG/g MS respectivement pour les polyphénols et
0.137, 0.132 et 0.111 mg EC/g MS respectivement pour les flavonoides.

e L’activité¢ antioxydante évaluée par la méthode du DPPH a révélé que la
majorité des extraits possedent un bon pouvoir antioxydant dont les
ExtEtOH des fleurs et des feuilles sont les plus importants (0.499mg/ml et
0.534mg/ml respectivement).

o L’ExtEt;0 na(fr) , ExtButanol ewon (fr), ExtButanol gwon (fl) , EXtACOEL
(fr) et ExtAcOEt(fl) sont tres actifs sur les trois souches Bacillus subtilis
ATCC 6633, Echerichia coli ATCC 8739 et Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 par rapport a la gentamicine.
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e Le pouvoir hémolytique le plus élevé a ¢été signalé pour I’ExtEtOH (fl)
qui a provoqué une hémolyse totale a 1.5mg/ml apres 30min. Tous les
extraits testés provoquent une hémolyse inférieure a 4% a 0.02mg/ml.

e Cette étude n’est qu’une ébauche de recherche des substances naturelles
bioactives et il est souhaitable de poursuivre ce travail par une analyse
chimique approfondi et la réalisation des tests biologiques in-situ et in

Vivo.
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Annexe 1
Tableau 7. Les densités optiques du dosage des polyphénols et des flavonoides.
Extraits Les polyphénols | Les flavonoides

BUuOH ¢ () 0.802 0.277
BuOH ¢ (fr) 0.992 0.384
Et,O (fl) 1.304 0.488
Et,O (fr) 2.422 1.170
CHCI; (fl) 1.889 0.847
CHCI; (fr) 1.264 0.375
AcOEt (fl) 2.065 0.878
AcOEt (fr) 2.840 1.214
BuOH (fl) 1.954 0.873
BuOH (fr) 2.181 0.993
Résidu aqueux (f) | 1.809 0.467
Résidu aqueux (fr) | 1.024 0.806
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Figure 17. Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Figure 18. Courbe d’étalonnage du catéchine .

Annexe 2

Tableau 8. Temps de rétention des étalons pour analyse HPLC.

Etalons Temps de rétention (min)

Acid cinnamique 2.2
Nicotinamide 3.4
Acide ascorbique 3.9
Acide gallique 7.8
Resorcinol 10

Rutine 15

Myricétine 17.1
Coumarine 18.7
Epicatéchine 20.1
Génistéine 22.2
Catéchine 30
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Annexe 3

Figure 19. Effet de ExXtAcOEt sur Figure 20. Effet de ExtAcOEt sur
Bacillus subtilis ATCC 6633. Escherichia coli ATCC 8739.

Figure 21. Effet de xBuOH sur
Bacillus subtilis ATCC 6633. Escherichia coli ATCC 8739.




