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Résumé 

Les plantes sont utilisées depuis l’antiquité par l’homme pour traiter diverses maladies. 

Dans le cadre de la découverte de nouvelles molécules actives à partir des sources naturelles, 

nous nous sommes intéressés dans ce travail à la plant Echium horridum Batt. , qui appartient 

à lafamille des Borraginacées. Cette espèce végétale présente des caractéristiques biologiques 

grâce à sa concentration en métabolites secondaires. 

 Dans un premier temps, nous avons procédé à la préparation de l’extrait aqueux à chaud , puis 

le dosage des différentes familles des métabolites secondaires prédominants (phénols totaux , 

flavonoïdes et tanins). Par la suite nous avons testé le pouvoir antioxydant, antimicrobien par 

la méthode de diffusion sur disque et hémolytique . 

Les résultats obtenus ont montré que les feuilles de la plante sont riche en eau. Les dosages des 

composées phénoliques ont été réalisés sur l’extrait aqueux des feuilles qui s’est révélé riche en 

polyphénols. L’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant par le test de piégeage du radical 

libre DPPH a montré que l’extrait aqueux des feuilles d’E. horridum Batt.  possède une capacité 

modérée à piéger les radicaux libres avec IC50 de 1,66 mg/ml. L’évaluation de la capacité à 

réduire le fer a montré que l’extrait aqueux des feuilles d’E. horridum possède un pouvoir 

réducteur (EC50 = 0,464 mg/ml).  

Concernant le test d’hémolyse les résultat montrent que les concentrations de cytotoxycité sont 

dépendantes des concentrations de l’extrait . Pour l’activité antimicrobienne L’extrait aqueux 

des feuille d’E. horridum a été testé sur six souches bactériennes ainsi qu’une levure selon la 

méthode de diffusion sur disque. Les résultats varient, avec des diamètres d’inhibition allant de 

7 à 15 mm. Puis par méthode de micro- dilution sur milieu liquide afin de déterminer les 

concentrations minimales inhibitrices CMI, Les résultats ont montré que l’extrait aqueux est 

plus actif contre les bactéries (Bacillus subtillus)et  (Staphylococcus aureus). 

À travers ces résultats on conclue qu’Echium horridum Batt. a un bon potentiel antioxydanet 

antimibactérien et peut être une alternative aux médicaments de synthèse.  

Mot clés: Echium horridum Batt. , composées phénoliques, Activité antioxydante, activité 

antimicrobienne, activité anti-hémolytique, métabolites secondaires. 

 

 



 

 

 

Abstract 

Plants have been used since antiquity by humans to treat various diseases. In the context of 

discovering new active molecules from natural sources, this research focused on the plant 

Echium horridum Batt, belonging to the Boraginaceae family. This plant species exhibits 

biological characteristics due to its concentration of secondary metabolites. 

Initially, we prepared a hot water extract and determined the levels of major secondary 

metabolite groups (total phenols, flavonoids, and tannins). Subsequently, we assessed 

antioxidant power, antimicrobial activity using disc diffusion method, and anti-hemolytic 

activity. 

The results showed that the plant leaves are rich in water. Phenolic compound assays were 

performed on the aqueous leaf extract, revealing richness in polyphenols. In vitro evaluation of 

antioxidant capacity using the DPPH radical scavenging test demonstrated that the aqueous 

extract of E. horridum Batt. leaves has a strong ability to trap free radicals with an IC50 of 1.66 

mg/ml. Evaluation of iron reducing power showed that the aqueous extract of E. horridum Batt  

leaves possesses reducing power (EC50 = 0.464 mg/ml). 

Regarding the hemolysis test, the results indicated that cytotoxic concentrations depend on the 

extract concentration. 

For antimicrobial activity, the aqueous leaf extract was tested against six bacterial strains and 

one yeast using the disc diffusion method. Results varied, with inhibition zone diameters 

ranging from 7 to 15 mm. Additionally, the minimum inhibitory concentrations (MICs) were 

determined using micro-dilution method in liquid medium, showing higher activity of the 

aqueous extract against bacteria (Bacillus subtilis) and (Staphylococcus aureus). 

Based on these findings, it is concluded that Echium horridum Batt. has good antioxidant and 

antibacterial potential and could serve as an alternative to synthetic medicines 

Keywords: Echium horridum Batt, phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial 

activity, anti-hemolytic activity, secondary metabolites 

 



 

 

 

 الملخص 

النباتات تسُتخدم منذ العصور القديمة من قبل الإنسان لعلاج مختلف الأمراض. في إطار اكتشاف جزيئات نشطة جديدة من  

، الذي ينتمي إلى عائلة السلفيات. هذا .Echium horridum Battالمصادر الطبيعية، كنا مهتمين في هذا العمل بنبات 

 .النوع النباتي يتميز بخصائص بيولوجية بفضل تركيزه في الأيضيات الثانوية

في المرحلة الأولى، قمنا بتحضير مستخلص مائي ساخن، ومن ثم قمنا بتقدير محتويات مختلف أسر الأيضيات الثانوية  

ضادة للميكروبات  السائدة )الفينولات الكلية، الفلافونويدات، والتانينات(. بعد ذلك، قمنا بتقييم القدرة المضادة للأكسدة، والم 

 .باستخدام طريقة انتشار القرص، والمضادة للهيموليز 

أظهرت النتائج المحصلة أن أوراق النبات غنية بالماء. تم إجراء تقديرات للمركبات الفينولية على المستخلص المائي  

 للأوراق، والذي أظهر غناه بالبوليفينولات. أظهر التقييم الفيترو للقدرة المضادة للأكسدة باستخدام اختبار استقرار الراديكال

DPPH أن المستخلص المائي لأوراق إشيوم هوريدوم لديه القدرة على التقاط الراديكالات الحرة بـ IC50  1.66قدره 

 EC50) ملغ/مل. كما أظهر التقييم لقدرة تخفيض الحديد أن المستخلص المائي لأوراق إشيوم هوريدوم لديه قدرة تخفيضية

 .(ملغ/مل 0.464 =

 .بالنسبة لاختبار الهيموليز، أظهرت النتائج أن تراكيز السمية الخلوية تعتمد على تركيز المستخلص

لنشاط المضاد للميكروبات، تم اختبار المستخلص المائي للأوراق على ستة سلالات بكتيرية وخميرة وفقاً لطريقة انتشار 

يف  ملم. ثم تم تقييم التخفيف عن طريق التخف 15و  7القرص. أظهرت النتائج تبايناً، حيث كانت أقطار التثبيط تتراوح بين  

، أظهرت النتائج أن المستخلص المائي أكثر نشاطاً ضد البكتيريا  MIC الدقيق في وسط سائل لتحديد التراكيز المثبطة الدنيا

 .(Staphylococcus aureus))باسيلوس سوبتيليس( 

استناداً إلى هذه النتائج، نستنتج أن إشيوم هوريدوم لديه القدرة الجيدة على مكافحة الأكسدة والمضادة للبكتيريا، ويمكن أن 

  .يكون بديلاً للأدوية المصنعة بشكل اصطناعي

، المركبات الفينولية، النشاط المضاد للأكسدة، النشاط المضاد .Echium horridum Batt : الكلمات الاساسية 

النشاط المضاد للهيموليز، الأيضيات الثانوية  للميكروبات،  
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Depuis toujours, les plantes ont été présentes dans la vie quotidienne de l'homme. Au fil des 

âges, l'homme a pu faire appel à la nature pour répondre à ses besoins essentiels tels que la 

nourriture, les abris et les vêtements (Gurib-Fakim, 2006). 

Le  monde des végétaux regorge de ressources et de vertus, offrant ainsi à l'homme non 

seulement sa nourriture, mais également des substances actives qui ont souvent un effet 

bénéfique sur son organisme, parfois touché par des troubles insidieux (Baba –Aissa ,2000). 

Le recours aux propriétés thérapeutiques exceptionnelles des plantes pour le traitement de 

toutes les affections humaines est très ancien et évolue au fil de l'histoire de l'humanité (Gurib-

Fakim, 2006). 

Les plantes médicinales demeurent le principal lieu de stockage de nouveaux médicaments, car 

elles sont perçues comme une source de matière première cruciale pour la découverte de 

nouvelles molécules nécessaires à la création de futurs médicaments (Maurice, 1997). 

Cette substance végétale renferme de nombreuses molécules qui présentent de nombreux 

avantages dans le domaine de l'alimentation, de la cosmétologie et de la pharmacie. Les 

coumarines, les alcaloïdes, les acides phénoliques, les tannins, les terpènes et les flavonoïdes 

font partie de ces composés (Bahorun et al ., 1996). 

Au cours des dernières années, la recherche de nouveaux antimicrobiens a suscité un vif intérêt 

en raison d'une augmentation inquiétante du nombre d'infections par les microorganismes 

résistants aux antibiotiques. 

Le criblage systématique des micro-organismes ou des plantes, qui sont des sources de 

nombreux agents thérapeutiques, est une méthode fréquente pour la recherche de substances 

biologiquement actives. (Sagdic et al.,2002).  

L'analyse des caractéristiques phytopharmaceutiques, antioxydantes et antimicrobiennes reste 

une tâche extrêmement captivante et bénéfique, surtout pour les plantes utilisées de manière 

rare ou moins fréquente ou non connues dans la médecine traditionnelle. Ces plantes constituent 

une source inédite de substances actives (Teixeira da Silva ,2004). 

L'objectif principal de cette étude est d'évaluer les activités biologiques d'une plante 

médicinale apparentant à la famille des Borragynacées : Echium HorridumBatt..  . Ainsi, nous 

avons établi les objectifs suivants : 
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• Évaluer le dosage des métabolites secondaires : les  polyphénols, les flavonoïdes et les 

tanins de l’extrait aqueux d’Echium horridum Batt . 

• Tester les propriétés biologiques d’Echium horridum  Batt. par l’évaluation des activités  

antioxydante , antimicrobienne ainsi que l’évaluation de la cytotoxicité. 
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Chapitre I : plantes médicinales et activités biologiques 

1. Définition des plantes médicinales : 

Les plantes médicinales, par leur composition chimique synergique, offrent des propriétés 

thérapeutiques sans effets nocifs à doses recommandées .Elles sont identifiées scientifiquement 

selon un système binominal précis, et l'approche scientifique appliquée à leur étude permet de 

comprendre leur composition, d'évaluer leurs effets thérapeutiques et de déterminer leurs doses 

appropriées. Contrairement aux médicaments chimiques qui ciblent spécifiquement des 

récepteurs avec des molécules synthétiques, l'action curative des plantes médicinales résulte de 

l'interaction complexe de leurs éléments constitutifs, ce qui rend la phytothérapie dépendante 

de leur composition. Ces plantes offrent à la fois des effets curatifs et préventifs (Simon, 2001), 

grâce à la présence de métabolites primaires et spécialisés produits lors de la photosynthèse, 

qui possèdent des vertus thérapeutiques (Bruneton, 1999). 

2. Historique des plantes médicinales en Algérie : 

Les plantes médicinales sont utilisées depuis plus d'un millier d'années. Les premières mentions 

des plantes médicinales en Algérie et au Maghreb remontent au 9e siècle, lorsque Ishâ-Ben-

Amran a laissé de nombreux traités sur la médecine et les drogues usuelles (Baba, Aissa,2000). 

La diversité biologique de l'Algérie, située dans le bassin méditerranéen, est très importante en 

raison de son paysage contrasté (Yahi et al., 2012). La zone tellienne qui couvre plus de 4 % 

de la superficie du territoire national regroupe à elle seule deux tiers de la faune et de la flore 

algériennes. Le Tell littoral est perçu comme une zone d'intérêt majeur en raison de sa richesse 

biologique et de son endémisme élevé (Quezel, 1964 ; Véla  et Benhouhou, 2007). 

Sous le colonialisme français de 1830 à 1962, un grand nombre d'espèces médicinales ont été 

recensées par des botanistes dans un ouvrage publié en 1942 par Fourment et Roques. Les 200 

espèces décrites et étudiées ont été mentionnées, la majorité d'entre elles se trouvant dans le 

Nord de l'Algérie et seulement 6 espèces au Sahara.  

De nos jours, en Algérie, la phytothérapie est largement utilisée pour soigner diverses affections 

comme le diabète, le rhumatisme, la perte de poids et même les maladies incurables. 

(Belkhodja, 2016)    

 

3. Les activités biologiques des extraits : 
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Les extraits sont largement utilisés pour leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, et 

insecticides (Silva et al., 2003). 

Des études sur les différents composants des extraits ont montré d’importants modes d’action 

Biologique  pour d’éventuelles applicationsdans le domaine de la santé. Certains d'entre eux 

constituent des alternatives  efficaces à des composés synthétiques de l'industrie chimique, sans 

qu’il y ait apparition d’effets secondaires (Bakkalia et al., 2007). 

3.1. L’activité antioxydante : 

De nombreux tests sont employés pour évaluer l'activité antioxydante des extraits. La plupart 

de ces tests reposent sur la coloration ou la décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel. 

Parmi les méthodes les plus couramment utilisées, on trouve le DPPH, le FRAP, l'ABTS(Saidi, 

2019). On trouve aussi le test de Blanchissement de la ß-carotène. On peut évaluer le potentiel 

antioxydant d'un extrait végétal en mesurant sa capacité à inhiber l'oxydation du ß-carotène. En 

ce test, l'oxydation de l'acide est observée .L'acide linoléique génère des radicaux peroxydes 

qui attaquent les onze liaisons doubles du ß-carotène, ce qui entraîne une décoloration de celui-

ci mesurée à 470 nm par spectrophotométrie. 

Toutefois, l'ajout d'un antioxydant pourrait supprimer les radicaux libres provenant de l'acide 

linoléique, ce qui permettrait de prévenir l'oxydation et le blanchiment du ß-carotène (Kubola 

et Siriamornpun, 2008) 

3.2.  L’activité antimicrobienne : 

On connaît depuis l'antiquité les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et 

médicinales. Cependant, les scientifiques ne commenceront à s'y intéresser qu'au début du 

20ème siècle (Haddouche, 2008). 

Plus précisément, l'action antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes a été utilisée 

dans de nombreuses applications, telles que la pharmacie, la médecine, la thérapie naturelle et 

la préservation des plantes (Sagdic et al.,  2002). 

 

 

 

3.3. L’activité anti inflammatoire : 
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L'inflammation joue un rôle crucial dans la protection de l'organisme contre les agressions 

physiques, chimiques, biologiques ou infectieuses, qui sont essentielles à son intégrité 

(Cheritiet al., 2016) 

De nombreux travaux ont montré que les polyphénols, notamment les flavonoïdes, possèdent 

des propriétés anti-inflammatoires et qu'ils peuvent influencer le fonctionnement du système 

immunitaire en inhibant l'activité des enzymes qui peuvent provoquer des inflammations. Ils 

ont également la capacité d'influencer l'adhérence des monocytes lors d'une inflammation 

athérosclérosique en inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires (Liu et al., 2020). 

4 . Généralités sur les borraginacées : 

Les borraginacées comprennent 2000 espèces, appartenant aux régions chaudes et tempérées. 

Ce sont un  exemple de famille très homogène dont  les représentants sont très facilement 

reconnaissables ( Guignard, 1998). 

En effet, ce sont des plantes herbacées, à feuilles alternes, typiques d’aspect, rêches, rugueuses 

au toucher, du fait de la présence de poils rudes, dont la base contient fréquemment des 

concrétions de CaCO3 (cystolithes) ; d’où le nom d’Asperifoliées que les anciens botanistes 

avaient donné à cette famille. 

5 . Présentation de la plante étudiée Echium horridum  Batt. : 

Echium horridum Batt est une plante herbacée annuelle dressée, pouvant atteindre 50 cm, 

Couverte  de soies bulbeuses étalées (glabres entre les soies) et plusieurs tiges fleuries. De 

grandes fleurs irrégulières en cymes terminales, simples ou ramifiées, forment la plante. Avec 

plusieurs racines latérales courtes et effilées, elle a une longueur de 16 à 20 cm et un diamètre 

de 0,3 à 0,5( tableau1) , photo 1)  (Mahmoud et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

Tableau 1 : Description des parties de la plante Echium horridum Batt. 
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           Echium horridum  Batt. 

Les racines 
Longueur : 16_20cm 

Largeur : 0,3_ 0 ,5cm 

Les feuilles Elliptique à lancéolé et mesure5_15cm  en longueur et 

0,3_ 0,7 cm en largeur 

Les fleurs 

A_La bractée 

B_Le calice 

C_ La corolle 

D_ l'androcée 

E_le gynécée 

 

Étroitement lancéolé mesure 2,23cm et 0,3cm de 

largeur. 

Segments linéaires lancéolés en soie blanche et 

mesurant 11,5 à 12mm de longueur et 1,5 à 1,9mm de 

largeur. 

De couleur violette à bleue et mesure 18 à 20mm de 

longueur. 

Les étamines sont au nombre de 4 à 5 et les anthères 

mesurent 1mm de longueur. 

L’over mesure 0,9 à1, 6mm de diamètre. 
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Photo 1: L’aspect général d’Echium horridum Batt. (Tlemcen Tounane Souahlia, 2024) 

Le tableau suivant illustre la classification botanique d’ Echium horridum Batt. 

Tableaux 2 : Classification taxonomique d’Echium horridum Batt. 

Règne 

Sous-règne 

Classe 

Ordre 

                  Famille 

Genre 

Espèce 

Plantae 

Tracheophyta 

Magnoliopsida 

Boraginales 

Boraginaceae 

EchiumL. 

Echium horridum Batt. 

 

a. Localisation de la plante Echium horridum Batt. : 

La figure 01 montre la présence de la plante Echium horridum Batt.  sur la carte du continent 

Africain ; 

 

 

Figure 1 : Situation géographique de la plante Echium horridum Batt.(GBIF | Global 

Biodiversity Information Facility,consulté le 10 /05/2024) 

b. Travaux antérieurs : 
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L'Echium horridum Batt. est une plante fascinante avec une histoire riche en contributions à la 

biodiversité et à la recherche scientifique : Sur le plan phytochimique, une étude a identifié la 

richesse d’Echium horridum Batt. et d’Echium rauwolfiiDel.en alcaloïdes (Mahmoud  et al., 

1999). 

D’après l'article (d'Assem El-Shazly et al.,1999), qui ont fait des recherches sur la 

pyrrolizidine, un alcaloïded'Echium rauwolfii Del. et d’Echium horridum Batt. (Boraginaceae), 

le profil alcaloïde d'E. rauwolfii Del. semble être très similaire à celui d'E. horridum Batt., à 

l'exception de l'absence du lycopsamine et de certaines variations quantitatives.  
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Chapitre 2 : Les métabolites secondaires 

1. Définition et fonction des métabolites secondaires : 

Une caractéristique remarquable des plantes réside dans leur capacité à générer une vaste 

gamme de substances naturelles. Contrairement aux métabolites primaires tels que les 

protéines, les glucides et les lipides, ces métabolites secondaires sont produits en quantités 

minuscules. Plus de 200 000 molécules de métabolites secondaires ont été identifiées et classées 

en fonction de leur composition chimique, comprenant des composés phénoliques, des 

alcaloïdes et des terpénoïdes (Saidi, 2019). 

2. Les composés phénoliques : 

2.1.Les  polyphénols : 

Les polyphénols, en tant que métabolites secondaires, ne participent pas directement aux 

fonctions vitales des plantes, telles que la croissance ou la production (Labiod, 2016). 

Cependant, ils représentent une ressource importante de molécules exploitables par l'homme 

dans divers domaines (Saidi, 2019). Ces composés sont produits par les plantes, se trouvent 

dans les vacuoles des tissus végétaux et contribuent à la qualité organoleptique et nutritionnelle 

des aliments qui en renferment (figure 2) (Zemmouri, 2015). 

Comme la plupart des métabolites secondaires, les polyphénols sont synthétisés par les plantes 

pour remplir diverses fonctions. Ils jouent généralement un rôle dans : 

• La protection contre les rayonnements ultraviolets. 

• La défense contre les agressions par les pathogènes et  les parasites et les prédateurs.  

• La formation d'arômes et de parfums, ainsi que leur contribution à la pigmentation. 

• La protection des cultures contre les ravageurs et la germination des graines avant  la  récolte 

(Bravo, 1998 ; Dai et Mumper, 2010). 
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Figure 2 : Structures chimiques des polyphénols (Manach, 2004). 

2.2.  Les flavonoïdes : 

Le terme "flavonoïde", dérivé du latin "flavus" signifiant jaune, englobe une vaste variété de 

composés naturels faisant partie de la famille des polyphénols(figure 3)(Seyoum etal., 2006).  

Les flavonoïdes sont situés dans différentes parties de la plante : les feuilles, les graines, l’écorce 

et les fleurs (Medi –Saric et al., 2004).Ils se caractérisent par le degré d’oxydation du noyau 

Central (qui peut s’ouvrir ou se fermer), le nombre, la position et la nature des substituants 

(Groupes hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles aromatiques A et B et 

du cycle central C (Harborne, 1988). 

 

Figure 3 : Squelette moléculaire de base des flavonoïdes (Medi–Saric et al., 2004) 
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2.3.  Les tanins :  

Les tanins, produits métaboliques dépourvus d'azote, sont répandus dans de nombreux végétaux 

à des concentrations variables. Ils confèrent un goût amer à l'écorce ou aux feuilles, les rendant 

peu attrayantes pour les insectes ou le bétail, et se distinguent par leur saveur astringente (figure 

4) (Laouini, 2014). 

 

 

Figure 4 : Squelette moléculaire de base des tanins condensés  

2.4.  Les coumarines : 

Les coumarines (figure 5) constituent une classe importante de produits naturels et donnent une 

odeur caractéristique semblable à celle du foin fraichement fauché (Kholkhal, 2014). 

Les propriétés physiologiques, biologiques et antimicrobiennes des coumarines incluent la 

capacité de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux 

hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Aidoud et Sammoudi ,2016). 

Ces composés peuvent agir sur le système cardiovasculaire, être anti-oedémateuses et 

immunostimulantes, et il est probable qu'ils aient une activité cytotoxique (Richard, 2012). 

 

 

Figure 5 : Structure de base des coumarines (Cowan, 1999) 
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2.5. Les saponines : 

Le terme saponine provient du terme latin «sapo», qui signifie savon, car ces composés 

émettent une mousse lorsqu'ils sont agités avec de (Vincken et al., 2007).Les saponosides, 

également connues sous le nom de saponines, sont une catégorie particulière de métabolites 

secondaires(figure 6) (Sparg et al., 2004). 

Ces substances font partie intégrante de nombreuses plantes médicinales. On a observé la 

présence de saponines dans plus de 100 familles de plantes et dans quelques sources marines. 

Elles peuvent se trouver dans diverses parties des plantes (Missaoui, 2018). 

 

 

Figure 6 : Structure de base des saponines (Sparg et al., 2004).



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie 2 : 

 Partie expérimentale 
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     Dans le cadre de l’étude de l’activité antioxydante des plantes de l’Ouest Algérien, nous 

nous sommes intéressés à la famille des Boraginacées en particulier à l’espèce Echium 

horridum Batt. Le travail a été effectué au sein du laboratoire de recherche « Produits naturels 

LA PRONA  » de l’université Abou Bekr BELKAID- Tlemcen. 

1.  Origine et préparation du matériel végétal : 

  Le matériel végétal utilisé dans ce travail est la partie feuilles d’Echium horridum Batt. . Il a 

été récolté dans la commune de  Souahlia Tounane, Daira de Ghazaouet ; Wilaya de Tlemcen, 

dans la région Ouest de l’Algérie, durant le mois de Mars 2024.  

Après la récolte,  les feuilles de la plante sont séchées à l’air libre et à température ambiante 

pendant 10  jours, puis broyées. La poudre est ensuite conservée dans des flacons, en verre 

hermétiquement fermés à basse température -18°C en vue de procéder aux différentes 

manipulations.  

 

 

 

Photo 2 : Les feuilles d’Echium horridum Batt. (Tlemcen Tounane Souahlia 2024) 
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2.  Détermination de la teneur en eau : 

➢ Principe : 

 Pour la détermination du pourcentage d’humidité, on procède à une dessiccation de 

l’échantillon frais à analyser dans une étuve à la température de 100°C à 105°C est sous la 

pression atmosphérique jusqu’à l’obtention d’une masse pratiquement constante. Pour éviter 

toute reprise d’humidité, il convient d’opérer dans vases de tare, placés dans un 

dessiccateur(photo 3)(Audigié et al., 1980). 

➢ Mode opératoire 

• Les vases de tare ont été séchés à l’étuve pendant 30 min à 103°C avec les couvercles 

inclinés  

• Après refroidissement dans un dessiccateur durant 30 min les vases de tare a été pesés 

avec les couvercles (P1). 

• Dans chaque vase,  on été introduire 2g  des feuilles de la plante, l’ensemble a été pesé 

avec les couvercles fermés (P2)    

• Après un étuvage de 3h à 105°C  avec couvercles inclinés puis refroidissement dans un 

dessiccateur  pendant 15 min, les vases de tare sont pesés, ensuite ils sont remis avec 

couvercles inclinés dans l’étuve durant 1h à105°C. 

• Après refroidissement comme précédemment, les vases de tare sont pesé (P3) 

• La différence entre deux pesées doit être inferieure à 2mg si non l’opération est 

renouvelée jusqu’à poids constant.  

➢ Expression des résultats  

La teneur en eau % d’un matériel végétal est déterminée par la relation suivante : 

La teneur en eau% = [(P2-P3) / (P2-P1)] 100 

          Avec :P1 : poids en gramme de vase de tare vide. 

P2 : poids en gramme de la prise d’essai avant séchage.  

P3 : poids en gramme de la prise d’essai après séchage. 

 

A partir de la teneur en eau, on peut déterminer le taux de matière sèche qui est donné 

par la formule suivante :  

Taux de matière sèche(%)= 100 – teneur en eau % 
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Photo 3 : Dessiccateur (Tlemcen, 2024) 

3.  Protocole d’extraction : 

Afin d’obtenir l’extrait aqueux des feuilles, un procédé d’extraction des échantillons a été 

effectué comme suit :(Majhenic et al. 2007). 

 

10 g de poudre de feuilles+ 150 ml d’eau distillée 

 

 Reflux pendant 2h 

 

Filtration 

 

Evaporation à secà 45° C 

 

Récupération de l’extrait sec dans 5ml de Méthanol 

 

Conservation à 4°C 
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Photo 4 : Extraction à chaud (reflux) et filtration de l’extrait (Tlemcen, 2024) 

 

 

Photo 5 : Evaporation de l’extrait  (Tlemcen, 2024) 

4.   Dosage des composés phénoliques : 

4.1.Dosage des polyphénols : (photo 6) 

➢ Principe : 
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Le dosage des phénols totaux  a été effectué par la spectrophotométrique selon la méthode du 

réaction de Folim-Ciocalteu .Ce réactif est composé d’acide phosphotungastique (H3PW12O40) 

et d’acide phpsphomolybdique (H3PM12O40) de couleur jaune. Il est réduit lors de l’oxydation 

des phénols en un mélangé d’oxyde bleus de tungsténe et de molybdène. La coloration produite  

est proportionnelle à la qualité des phénols présente dans l’extrait végétal (Singleton et 

Rossi,1965). 

➢ Mode opératoire  

La teneur en phénols totaux de l’extrait sec obtenu a été déterminée par la méthode de Folin–

Ciocalteu .Une quantité de 200μl de l’extrait est mélangée avec 1ml du réactif de Folin–

Ciocalteu fraîchement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium à 7,5% (Na2 

CO3).L’ensemble est incubé à température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est 

effectuée contre un blanc à l’aide d’un spectrophotomètre à 760nm. Les résultats sont exprimés 

en milligrammes équivalent d’acide gallique par g de matière végétale sèche (Singleton et 

Rossi,1965).  

On a réalisé une courbe d’étalonnage (y=a.x+b) en parallèle dans les mêmes conditions à partir 

d’acide gallique à différentes concentrations. 

➢ Expression des résultats :  

La teneur en polyphénols de l’extrait aqueux des feuilles d’E. horridum Batt.est 

exprimés en milligramme équivalente d’acide gallique par gramme de matière sèche 

(mg EAG /MS). 

4.2.Dosage des Flavonoïdes : 

➢ Principe : 

Le dosage des flavonoïdes présents dans extrait aqueux des feuilles d’E. horridum Batt. a été 

déterminée à l’aide de la méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium, qui forme un 

complexe de coloration jaune (Zhishen et al.,1999). 

 

➢ Mode opératoire 

• Mélanger 250 µl de l’extrait avec 1000µl d’eau distillée et 75µl du réactif NaNO2 

à15% ; 

• Incubation pendant 6 min à température ambiante, ajouter 75µl du réactif chlorure 

d’aluminium AICI3à 10%. 
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• Après 6 min, ajouter 100µl d’hydroxyde de sodium NaOH (4%), ajouter 100 µl d’eau 

distillée. 

• Incubation du mélange à température ambiante et à l’abri de la lumière pendant 30 

min 

• Mesurer l’absorbance contre un blanc à510 nm.  

Une courbe d’étalonnage (y= ax+b) a été réalisé en parallèle dans les mêmes conditions 

opératoires en utilisant la catéchine comme standard à différentes concentrations. 

➢ Expression des résultats : 

La teneur en flavonoïdes  de l’extrait aqueux d’E. horridum Batt.est exprimée en milligramme 

équivalente catéchine  par gramme de matière sèche  (mg EC /GMS). 

4.3. Dosages des tanins condensés 

➢ Principe : 

La détermination des tanins est mesurée en utilisant la méthode de vanilline dans un milieu 

(JulKunen-Titto, 1985). 

➢ Modes opératoire : 

• 50µl de l’extrait phénolique est ajouté à 1500µl de la solution Vanilline/méthanol 

(4%, m/v) 

• Agiter le mélange à l’aide d’un vortex, 

• 750µl de l’acide chlorhydrique concentré (HCL) est additionné et laisser réagir à 

température ambiante pendant 20 min,  

• L’absorbance est mesurée contre un blanc à 550 nm. 

On a réalisé une courbe d’étalonnage en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant la catéchine comme standard à différentes concentrations. 

➢ Expression des résultats : 

La concentration des tanins condensés  de l’extrait est estimée en milligramme équivalent 

catéchine  par gramme de matière sèche  (mg EC /MS). 
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Photo 6 : Dosage des polyphenols et flavonoïdes(Tlemcen , 2024) 

5. Évaluation de l’activité antioxydante : 

Dans notre étude, l’activité antioxydante in vitro de l’extrait aqueux de la plante Echium 

horridum Batt., a été réalisée par deux techniques colorimétriques : 

✓ Piégeage du radical libre DPPH. 

✓  Test de la réduction du fer (FRAP). 

5.1. Méthode de piégeage du radical libre DPPH : 

La méthode de teste au DPPH  repose sur la capacité des antioxydants à réduire le radical libre 

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle. Ce processus peut se faire soit en libérant un atome 

d'hydrogène du groupement hydroxyle, soit en libérant un électron. Le radical a une absorption 

maximale mesurable par spectrophotométrie à 515 nm, et l'action d'un antioxydant pour 

neutraliser ce radical peut être aisément suivie par spectrophotométrie UV/visible (Saidi, 2019). 

➢ Principe : 

Nous avons évalué l'activité antioxydante en utilisant la méthode du piégeage du radical libre 

DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl), conformément au protocole établi par (Sanchez-

Moreno et al.,1998). Ce radical libre, DPPH, est réputé pour sa stabilité et sa couleur violette 

caractéristique. En présence d'un donneur d'hydrogène, il se transforme en une forme non 

radicalaire de couleur jaune. Une forte capacité à piéger les radicaux libres est généralement 

associée à une activité antioxydante élevée.  

 

➢ Mode opératoire : 
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• Nous avons ajouté 50 µl de l’extrait aqueux à différentes concentrations à 1950 µl de solution 

méthanolique de DPPH (à une concentration de 0,0025 g/100ml). Un blanc a été préparé pour 

chaque solution, contenant 50 µl d'extrait et 1950 µl de méthanol (photo 7). 

• Un contrôle négatif a été réalisé en mélangeant 50 µl de méthanol avec 1950 µl de la solution 

de DPPH. 

• Les tubes ont été incubés pendant 30 minutes dans l'obscurité, à température ambiante. 

• La lecture a été effectuée à une longueur d'onde de 515 nm à l'aide d'un  spectrophotomètre 

(Sanchez-Moreno et al., 1998). 

Les résultats sont exprimés selon la formule suivante : 

% d’inhibition = [(DO Contrôle(0) – DO Echantillon(t)) / DO Contrôle(0)] x 100 

% d’inhibition du DPPH représente le pourcentage de réduction ou d'inhibition du DPPH. 

DO Contrôle(0) désigne la densité optique du contrôle à t = 0 min. 

DO Echantillon(t) représente la densité optique de l'antioxydant à t = 30 min. 

En analysant la variation du pourcentage de réduction du DPPH en fonction de la concentration 

de l'extrait, nous avons pu déterminer graphiquement l'IC50. Cette valeur correspond à la 

concentration de l'antioxydant (l'extrait ou le composé) nécessaire pour réduire ou inhiber 50% 

du DPPH. 

 

 

Photo7 : Mélange d’extrait, méthanol et solution de DPPH (Tlemcen , 2024) 
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5.2.Méthode de la réduction du fer FRAP : 

5.2.1. Test de la réduction du fer (FRAP) : 

La capacité de réduction ferrique est évaluée en utilisant une méthode de dosage FRAP, 

introduite en 1996. Cette méthode, développée par (Benzie et Strain 1996), est considérée 

comme un test direct et rapide pour mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques 

(Laouini, 2014 ; Bounihi, 2015) 

➢ Principe : 

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par Oyaizu, 

(1986), basée sur la réduction du Fe 3+ présent dans le complexe K3 Fe(CN)6 en Fe 2+ . 

➢ Mode opératoire : 

• 0,5ml de l’extrait à diverses concentrations sont mélangés avec 1,25 ml d'une solution tampon 

phosphate 0,2M (pH 6,6) et 1,25 ml d'une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6 à 

1%. 

• L'ensemble est ensuite placé dans un bain-marie à 50°C pendant 20 minutes. 

• Pour stopper la réaction, 1,25 ml d'acide trichloroacétique  ( TCA) à 10% sont ajoutés. 

• Les tubes sont centrifugés à 3000 tr/min pendant 10 minutes. 

• 1,25 ml du surnageant sont combinés avec 1,25 ml d'eau distillée et 0,25 ml d'une solution de 

chlorure ferrique fraîchement préparée à 0,1%. 

• La lecture de l'absorbance du milieu réactionnel se fait à 700 nm par rapport à un blanc préparé 

de manière similaire, en remplaçant l'extrait par de l'eau distillée (photo 8). 

• Le contrôle positif consiste en une solution d'un antioxydant standard, dont l'absorbance est 

mesurée dans des conditions identiques à celles de l’échantillon .Une augmentation de 

l'absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur de l’extrait testé (Hubert, 

2006). 

 



Partie expérimentale                                                         Matériel et méthodes  

 
25 

 

 

Photo8 : Test de FRAP de l’extrait aqueux d’Echium horridum Batt. (Tlemcen ,2024) 

 

6.  Évaluation de l’activité antimicrobienne : 

Dans un premier temps, nous avons effectué des tests sur notre extrait  vis-à-vis des souches 

microbiennes  par une méthode rapide (la méthode de diffusion sur disque) Ensuite, nous avons 

mesuré la concentration minimale inhibitrice (CMI) en utilisant la méthode de micro dilution 

en milieu liquide. 

Les bactéries sont ubiquitaires et se trouvent dans tous les milieux : sol, air, eau, sur les plantes 

et les animaux... etc. Toutefois, ces diverses espèces bactériennes sont pathogènes et sont à 

l'origine de maladies infectieuses telles que le choléra, la syphilis et la tuberculose. Les bactéries 

sont classées en deux types : 

Les bactéries de Gram positif : Les bactéries à Gram positif sont visibles mauve sur le 

microscope. 

Les bactéries à gram négatif : se distinguent par leur couleur rose sous leur forme microscope 

(figure 7). 

 



Partie expérimentale                                                         Matériel et méthodes  

 
26 

 

Figure 7 : structure de la paroi bactérienne  

A. Méthode de diffusion sur disque : 

Pour évaluer l'efficacité antimicrobienne de l'extrait aqueux d’E. horridum Batt., nous avons 

employé la technique de l'aromatogramme (diffusion à partir de disques remplis). Afin de 

réaliser le test, des disques de papier filtre de 6 mm de diamètre sont placés à la surface d'un 

milieu gélosé en boîte de Pétri, avec 10 μl d'extraits solubilisés dans le DMSO (Joffin et Leyral 

, 2001). 

Mode opératoire : 

6.1.  Stérilisation du matériel : 

Les tubes à essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes ont été stérilisés en 

premier à sec dans un four pasteur, les disques en papier Wattman (6 mm de diamètre) et la 

gélose nutritive ont été stérilisés à l’autoclave à 120°C pendant 15 minutes. 

6.2.Préparation des milieux de culture : 

Le milieu de culture approprié à cette étude est celui de Muller-Hinton. Il est essentiel de 

procéder à une stérilisation à l'autoclave avant d'être utilisé. Finalement, déverser le milieu dans 

les boîtes de pétri  et laisser refroidir, la gélose Mueller-Hinton est utilisée comme milieu de 

culture pour les bactéries et le milieux Sabouraud pour la levure(photo 9). 

Les milieux de culture sont essentiels pour favoriser la prolifération des bactéries, ce qui facilite 

l'analyse de leur activité antimicrobienne. Les milieux  utilisés lors de cette étude sont présentés 

dans le tableau suivant : 
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Tableau 3 : Les milieux de culture utilisé dans l’activité antimicrobienne 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo 9 : Préparation des milieux (Tlemcen 2024) 

 

 

Milieu de culture PH Utilisation 

Gélose nutritive 6.0 pour la conservation des 

souches 

Bouillon Mueller 

Hinton 

7.4 pour le repiquage des bactéries 

Gélose Mueller- 

Hinton 

7.4 Pour l’évaluation de l’activité 

antibactérienne 

Bouillon 

Sabouraud 

5.6 Pour le repiquage des levures 

Gélose 

Sabouraud 

5.6 Pour l’évaluation d’activité 

Antifongique (levure) 
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6.3. Les Souches bactériennes et fongiques testées : 

 Dans le but de tester l’effet antimicrobien in vitro de l’extrait aqueux d’E. horiddum Batt. , 

nous avons  utilisé les micro-organismes  suivants : 

Tableau 4 : Les différentes souches microbiennes testées 

 Micro-organismes Gram Code 

 

 

Bactéries 

 

 

Staphylococcus aureus  

Positif 

ATCC 29213 

Bacillus subtillus ATCC 6633 

Enterococcus feacalis ATCC 29212 

Psedomonas aerugenosa  

Négatif 

 

ATCC 27853 

Escherichia coli ATCC 25922 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

Levures Candida Albicans - ATCC 10231 

 

6.4.Mise en culture des souches : 

Les souches, conservées sur gélose nutritive inclinée à 4 °C, sont revivifiées dans du bouillon 

nutritif à 37±1 °C pour les bactéries et 30±1°C pour la levure pendant 24 h à 48 h, puis 

ensemencées sur boîtes contenant des milieux sélectifs pour vérifier leur pureté(photo 

10)(Pfaller et al., 1998 ; Pessini et al., 2003 ). 

Après 24 h d’incubation à 37±1 °C pour les bactéries et 30±1 °C pour la levure, les souches 

sont ensemencées sur bouillon nutritif puis incubées à 37±1 °C pour les bactéries et 30±1 °C 

pour la levure pendant 18 h. De cette dernière culture, on prélève quelques gouttes et on les met 

dans 9 ml d’eau physiologique stérile à 0,9%. La suspension microbienne est bien 

homogénéisée. La turbidité est ensuite ajustée au standard McFarland 0,5 avec un 

spectrophotomètre, ce qui correspond à 1-2 × 108 UFC/ml pour les bactéries (DO = 0,08 à 0,1/λ 

= 625 nm) et 1-5 × 106 UFC/ml pour les levures (DO = 0,12 à 0,15 /λ = 530 nm) (Pfaller et 

al., 1998 ; Pessini et al., 2003). 
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Photo 10 : l’activité antimicrobienne. (Tlemcen, 2024) 

6.5. Lecture : 

Les boîtes sont laissées 1 h à température ambiante puis retournées et incuber à 37±1 °C pendant 

18-24 h pour les bactéries, à 30±1 °C pendant 24-48 h pour les levures La présence d'une zone 

d'inhibition circulaire autour des disques, où il n'y a pas de croissance de microorganismes, 

émoigne de la sensibilité de ces derniers à cet extrait. À mesure que la zone d'inhibition 

augmente, le germe devient plus sensible (figure 8)(Yakhlef et al., 2011). 

 

 

 

Figure 8 : Détermination de la zone d’inhibition par la méthode de diffusion des disques 

(Zaiki, 1988) 
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B .Méthode de micro-dilution en milieu liquide : 

Ce test en milieu liquide a pour objectif de déterminer les valeurs des paramètres antimicrobiens 

dont la concentration minimale inhibitrice (CMI). La méthode décrite par Okusa et al. (2007), 

avec une légère modification a été employée. 

6.6.Préparation des dilutions : 

100 μl de bouillon Mueller Hinton sont déposées dans les 96 puits d’une microplaque stérile, 

100 μl d’extrait sont déposées dans le deuxième puits de chaque colonne, des dilutions au 1/2 

sont réalisées par le transfert de 100 μl d’un puits à l’autre à partir du deuxième. Puis 100μl de 

l’inoculum sont ajoutées dans chaque puits. Puis Incubation à 30±1°C pendant 24 h (Figure11). 

6 .2. La concentration minimale inhibitrice (CMI) :  

Correspond à la concentration minimale de l'extrait pour laquelle il n'y a aucune croissance 

visible des germes à l'œil nu après une incubation de 18 à 24 heures. Elle a été déterminée en 

observant le trouble causé par la croissance des germes étudiés dans chaque tube. La CMI a été 

la concentration la plus faible pour laquelle aucun trouble n'a été observé à l'œil nu (Toty  et 

al., 2013). 

 

Photo 11 : Méthode de micro-dilution (CMI) (Tlemcen, 2024) 
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7. Test d’hémolyse :  

Le principe de ce test est de mettre en contact des hématies avec l’extrait aqueux d’E. horridum 

Batt. à différentes concentrations, dans une solution isotonique et de suivre le taux 

d’hémoglobine libérée par les cellules hémolysées, dans le but d’évaluer la cytotoxicité de ces 

extraits, vis-à-vis des GRh. 

➢ Mode opératoire :  

Pour préparer la suspension érythrocytaire : une prise de sang a été effectuée sur un sujet jeune 

et sain, échantillon prélevé a été récupéré dans des tubes EDTA (photo 12). L’échantillon de 

sangest ensuite centrifugé à une vitesse de 3000 tours/minute pendant une durée de 10 minutes. 

Une fois que le surnageant a été retiré, le culot est lavé trois fois avec un volume équitable de 

solution iso-saline. Après cette étape, le volume est mesuré et reconstitué sous forme de 

suspension de 10 % (v/v) (GRh), avec une solution iso-saline et utilisé immédiatement 

(Chaouche, 2014). 

Le protocole suivi est celui de (Bulmus et al.,2003) , où un volume de 1.6 ml de l’extrait m 

aqueux d’E. horridum Batt., est mélangé avec un volume de 0,4 ml  de la suspension de GRh 

(10%). Le mélange réactionnel est incubé à 37°C, pendant 30 min, ensuite centrifugé à 3000 

rpm pendant 10 min et l’absorbance de l’hémoglobine libérée est mesuré à 560 nm. En parallèle, 

deux contrôles sont réalisés dans les mêmes conditions, en remplaçant l’extrait avec de l’eau 

physiologique (contrôle négatif) ou avec de l’eau distillée (contrôle positif correspondant à 

100% d’hémolyse). 

Expression des résultats : Le pourcentage d’hémolyse est calculé à partir de la formule 

suivante(Lee, 2002) : 

% d’hémolyse =( At/Ac*100) 

Où : Ac = Absorbance du contrôle positif ; At = Absorbance du test. 
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Photo 12 : Suspension érythrocytaire (Tlemcen, 2024) 
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L’Ouest algérien renferme une flore très riche et peu valorisée. Parmi cette végétation qui se 

raréfie, on trouve les plantes médicinales traditionnellement utilisées par nos ancêtres à des fins 

thérapeutiques.  Notre travail est une contribution à l’étude des activités biologiques d’Echium 

horridum Batt. appartenant à la familles des Borraginacées et connue pour ces vertus 

thérapeutiques. 

 

1. Détermination de la teneur en eau :  

La détermination de la teneur en eau a été effectuée  selon la méthode (d’Audigié et al., 

1980),l’analyse de la teneur en eau des feuilles d’Echuim horridum Batt., a révélé un taux 

respectif de  76,5% et à partir de cette valeur on a déterminé le pourcentage de la matière sèche 

(MS) qui a été estimé à 23,5% pour les feuilles d’Echium horridum Batt. . 

 

 

Figure 9 : La teneur en eau des feuilles d’Echium horridum Batt. 

 On peut dire que les feuilles de la plante Echium horridum Batt.fraiche contient une valeur 

supérieure a la moitie de poids de feuille (figure 9).  

2. Teneurs en composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont des substances bioactives extrêmement prisées en raison de 

leurs propriétés biologiques remarquables (antioxydantes, antimicrobiennes, etc...). Pour ces 

raisons, on a réalisé des dosages spectrophotométriques des polyphénols totaux (PT), des 

76,5%

23,5%

0 0

Teneur en eau%

Matiére séche%
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flavonoïdes (Flv) et des tanins condensés (Tn) pour l'extrait aqueux préparé, en utilisant les 

équations des régressions linéaires des courbes d'étalonnage. 

2.1. Dosage des polyphénols : 

Le dosage des polyphénols totaux (PT), a été réalisé selon la méthode du réactif de Folin, 

Ciocalteu. On a établit cette courbe par l’utilisation de la formule de la régression linéaire de 

cette courbe est de y = 0,002x  avec un coefficient de corrélation R2 égal à 0,9918 (figure 10). 

 

 

 

Figure 10 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des phénols totaux 

Nous avons  constater que la teneur en polyphénols dans les feuilles d’E. horridum Batt. est 

élevée avec une concentration de 300,3 mg EAG /g MS. Ces résultats sont comparables à ceux 

de Chaouche., 2009,  qui ont travaillé sur une espèce du même genre (Echium pycnanthum 

Pomel), les feuilles d'Echium pycnanthum Pomel ont présenté une teneur en polyphénols  

inférieureà celle d’Echium horridum Batt.( 262,98mgEAG/g). 

2.2.  Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoïdes : 

 La teneur en flavonoïdes des feuilles d’Echium horridum Batt.a été déterminée selon la 

méthode du trichlorure d’aluminium AlCl3, et les résultats sont résumés dans le tableau 6. 

 

y = 0.002x
R² = 0.9974

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

0 100 200 300 400 500



Partie expérimentale                                                      Résultats et discussion                                                 

 
36 

 

Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la Catéchine  pour le dosage des flavonoïdes 

Après utilisation de l’équation de la courbe d’étalonnage (figure 11). Les résultats obtenus ont 

montré que l’extrait aqueux des feuilles d’E. horridum  Batt une faible.  teneur en flavonoïdes 

avec une valeur de l’ordre de 26,25 Mg E Catéchine /g MS  

1.1. Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés  

Le dosage des tanins condensés d’extrait des feuilles de la plante étudie a été réalisé selon la 

méthode de vanilline en milieu acide. Les calculs des teneurs a été fait à l’aide de la courbe 

d’étalonnage de la Catéchine (figure 12). 

 

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la Catéchine pour le dosage des tanins condensés 
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Les résultats du dosage des tanins condensés de l’extrait aqueux des feuilles d’Echium horridum 

Batt.  montrent que cette plante à  une teneur modérée en tanins condensés :94,99 Mg E 

catéchine /g MS.Les faibles teneurs en tanins dans E. horridum Batt., comparées avec celles 

des polyphénols totaux et des flavonoïdes, sont probablement dues au fait que le l’eau n’est pas 

le solvant approprié à l’extraction de ces composés. Plusieurs travaux ont montré que les tanins 

condensés sont mieux extraits par un mélange acétone/eau (70/30) (Macheix et al., 2005).  

Les résultats des dosages sont représentés dans le tableau suivant : 

Tableau 5 : Contenus en composés phénoliques d’extrait aqueux des feuilles de la plante 

Echium horridum Batt. 

 

Peu de travaux concernant les teneurs en composés phénoliques de l’espèce étudiée ont été 

réalisés. Cependant, il est à noté que variabilité des teneurs en composés phénoliques est 

généralement corrélée avec l’importance des activités biologiques. D’ailleurs, et d’une manière 

générale, le pouvoir antioxydant est fortement corrélé à la concentration en composés 

phénoliques (Hanson et al., 2004). La raison pou laquelle, nous nous intéressons par la suite à 

l’évaluation de l’activité antioxydante et antimicrobienne de ce mêmeextrait. 

 

2. Evaluation de pouvoir antioxydant : 

Deux techniques colorimétriques différentes ont été utilisées in vitro pour démontrer le pouvoir 

antioxydant de l’extrait aqueux d’E. horridum Batt. : Le piégeage du radical libre DPPH (2,2-

diphényl-1-picrylhydrazyl) et le pouvoir de réduction du fer FRAP (Ferric reducing antioxydant 

power). 

2.1. Le piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) : 

On utilise fréquemment le dosage du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) pour évaluer 

l'activité antioxydante des extraits de plantes (Pękal et Pyrzynska, 2015). 

éspèce Partie étudiée  Polyphénols      Flavonoïdes Tanins condensés 

E. Horridum Batt. Feuilles 300,3mgEAG /g MS 26,25mgEC/gMS 94,99mgEC/gMS 
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Les données sur les densités optiques DO obtenues ont été utilisées pour calculer les taux 

d'inhibition et élaborer des courbes (taux d'inhibition en fonction des différentes concentrations) 

(figure 13). 

 

 

Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH de l’extrait aqueux des feuilles de 

la plante Echium horridum Batt. 

 

Le test DPPH est un moyen rapide et sensible de surveiller l'activité antioxydante d'un composé 

spécifique ou d'extraits de plantes (Khadhr et al., 2017). 

En comparant les pourcentages d’inhibition à une concentration de 0,5 mg/ml, nous remarquons 

que notre extrait aqueux des feuilles d’E. horridum Batt.  possède une activité modérée avec 

25,87% contre 100% pour l’acide ascorbique qui est l’antioxydant de référence (Figure 13).  

Les valeurs des IC50 corroborent l’étude de (Bentabet, 2014). qui ont trouvé une IC 50 de 

l’ordre de 1,54 mg/ml pour l’espèce Echium vulgare(tableau 6). 
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Tableau 6 : les valeurs d'IC50 pour les extraits aqueux des feuilles de l'Echium horridum Batt 

et Echium vulgare 

Espèce végétale Extrait IC50 

Echium horridum Batt. 

(nos travaux) 

Aqueux 1,66 

Echium vulgare  

 (Bentabet, 2014) 

Aqueux 1,54 

 

2.2 . La réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power) : 

En présence d'antioxydants, la technique FRAP est perçue comme une méthode directe et rapide 

permettant de mesurer la transformation du Fe3+ (fer ferrique) en Fe2+ (fer ferreux). 

Tous les réducteurs présentant des potentiels de réduction de demi-réaction supérieurs à celui 

du couple Fe3+/Fe2+ présentent une réduction rapide (Olszowy et Widowicz, 2016). 

Pour évaluer la capacité de réduction du fer, une variété de concentrations d'extrait des feuilles 

d'Echium horridum  Batt.  a été utilisée. Les valeurs des D.O obtenues indiquent que le pouvoir 

réducteur augmente proportionnellement en fonction des concentrations. ces résultats ont 

permis de tracer une courbe linéaire avec un R2 = 0 ,92 

 

Figure 14 : Pouvoir réducteur du fer de l’extrait  aqueux des feuilles de la plante Echium  

horridum Batt. 
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En comparant les densités optique (DO) à une concentration de 1 mg/ml, nous  remarquons que 

notre extrait aqueux des feuilles d’E. horridum Batt possède une activité modérée avec 0.561  

DO contre 2,25 DO pour BHT qui est l’antioxydant de référence (Figure 14).  

 

Tableux 7 : la capacité à réduire le fer pour les extraits aqueux des feuilles de l'Echium 

horridum Batt et Echium vulgar 

Espèce végétale Extrait EC50 

Echium horridum Batt  Aqueux 0.464 

Echium vulgar Aqueux 0.39 

 

Nous avons mesuré la capacité à réduire le fer de l’extrait des feuilles d’Echium horridum 

Batt..Les résultats ont montré une capacité de réduction du fer de EC50 égale  0.464 mg/ml . Ce 

résultat est comparable au travail de (Bentabet. 2014), qui ont travaillé sur une espèce du même 

genre Echium, à savoir Echium vulgare et qui a montré une capacité à réduire le fer avec EC50 

égale à  0.39mg/ml. Ces deux résultats respent inférieur à celui de l’antioxydant de référence 

(BHT). 

Quelques études ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir 

comme indicateur significatif  de son activité antioxydante potentielle (Jeong et al., 2004). 

Les résultats obtenus corroborent avec le fait que la capacité de réduction est proportionnelle à 

l’augmentation de la concentration des échantillons (Liu et al., 2009). 

 

3.Evaluation de l’activité antimicrobienne de l’extrait aqueux : 

3.1 .  Méthode de diffusion des disques sur milieu solide : 

L’étude de l’activité antimicrobienne a été réalisée par la technique de diffusion des disques sur 

milieu solide (Mueller Hinton), qui est une technique qualitative basée sur la mesure de 

diamètre de la zone d’inhibition, en millimètre (mm), qui apparaît autour du disque imprégné 

d’extrait de plante.  

Les résultats des diamètres des zones d’inhibitions de l’extrait aqueux vis-à-vis des bactéries, 

de levures et des moisissures sont illustrés dans le (tableau 8).  
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Tableau 8 : Diamètres des zones d’inhibition (en mm) de l’extrait aqueux des feuilles 

d’Echium horridum Batt vis-à-vis des bactéries à Gram  positif et négatif et de champignon 

D<8mm(Résistante),9mm≥D≤14mm(sensible),15mm≥D≤19mm(Trèssensible)D>20m(Trèssensible)  

 

L’aromatogramme est une méthode qualitative, simple, appliquée en routine à tout 

microorganisme considéré comme pathogène. Cette méthode permet d’explorer un grand 

nombre d’extraits vis-à-vis de chaque souche  

Il a été rapporté, qu’un extrait est considéré comme actif  lors qu’il induit une zone 

d’inhibition supérieure à 10 mm (Tekwu et al., 2012).  

D’après les résultats illustrés dans le tableau 8, nous remarquons que l’extrait aqueux des 

feuilles d’Echium horridum Batt.s’est avéré efficace sur deux bactéries à Gram positif, à savoir 

: Staphylococcus aureusetBacillus subtillis avec des  zones d’inhibition de 15mm et  9mm 

respectivement (Tableau 9). En revanche, Enterococcus feacalis,Psedomonas 

aerugenosa,Escherichia coli et Klebsiella pneumoniaece sont révélées résistantes. Une étude a 

montré que les souches  bactériennes: Escherichia coli, Psedomonas aerugenosa et 

Staphylococcus aureusce sont montrées sensibles à l’extrait polyphénolique et aux 

flavonoïdesd’Echium vulgare, avec des diamètres d’inhibition variant de 10mm 

(Staphylococcus aureus) à 23mm (Bacillus subtillis) (Laoufi et al., 2019). 

Enfin, la levure (Candida Albicans) présente une résistante à l’extrait aqueux (Tableau 8 et 9). 

Contrairement aux résultats de (Laoufi et al., 2019) ,qui ont montré une forte sensibilité de 

C.albicans à l’extrait polyphénolique des feuilles de l’espèce du même genre : Echium vulgare 

avec un diamètre d’inhibition de 41mm. 

 

Tableau 9 : Effet de l’extrait sur la croissance des différentes souches testées (Tlemcen, 2024) 

 Feuilles DMSO Antibiotique : 

Gentamicine  

Antifongique : 

Nystatine 

Bactérie Gram + 

Staphylococcus aureus 

Bacillus subtillis 

Enterococcus feacalis 

Bactérie Gram – 

Psedomonas aerugenosa 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

 

15 

9 

6 

 

7 

7 

6 

 

6 

6 

6 

 

6 

6 

6 

 

17 

23 

 23 

 

20 

17 

21 

 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

Candida Albicans 6 6 - 15 
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Bacillus subtillus Psedomonas aerugenosa 

 
 

Escherichia coli Enterococcus feacalis 

  

Klebsiella pneumoniae Staphylococcus aureus 

 

 

 

 

Candida Albicans 
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1.2. Méthode de micro-dilution en milieu liquide :(détermination des CMI) 

D’après les résultats obtenus dans la photo, nous avons remarqué que cette méthode confirme 

les résultats obtenus avec la méthode de diffusion sur disque. Nous avons constaté également 

que l’extrait aqueux des feuilles d’Echium horridum Batt. est plus actif contre les 2 bactéries 

de Gram positif (Staphylococcus aureus) et (Bacillus subtillus). 

 

Photo 13 : Résultats des CMI sur microplaque de l’extrait aqueux vis-à-vis des  souches 

testées (Tlemcen, 2024). 

Tableau 10 : Valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de l’extrait aqueux 

 

 

Plante étudiée 

 

Extrait 

(mg/ml) 

Concentration minimale inhibitrice CMI (Ml/ml) 

Gram (+) 

 

Bacillus subtillus 

 

Psedomonas aerugenosa 

Echium horridum 

Batt 

   

 

Les feuilles d’E 

horridum Batt  

 

Aqueux  

 

46,68mg/ml 

 

22,34mg/ml 
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D’après les résultats obtenus dans le tableau , nous avons remarqué que cette méthode confirme 

les résultats obtenues avec la méthode de diffusion sur disque. Nous avons constaté également 

que l’extrait aqueux est plus actif contre les bactéries (Bacillus subtillus) et (Psedomonas 

aerugenosa )testées avec CMI variant entre 46,68mg/ml et 22,34mg/ml. 

Par ailleurs, nous avons enregistré une étude faite par (Aye et al .,2004), qui a démontré 

l'activité antimicrobienne des extraits bruts d'Echium vulgare contre quelques microorganismes 

testés (E.Coli. B. subtilis, S. aureus, C.albicans) avec des CMI> 1 mg/ml, . ces résultats sont en 

accord avec  les nôtres. 

2. Tests d’hémolyse in vitro :  

On a réalisé ce test car, même si une plante a un pouvoir antioxydant puissant et une activité 

antimicrobienne intéressante, elle ne pourra pas être utilisée en médecine traditionnelle et dans 

les préparations pharmacologiques en raison de son effet hémolytique, qui est un indicateur de 

cytotoxicité (Arbos et al., 2008; Çimen, 2008) 

Le test de cytotoxicité est réalisé en utilisant des globules rouges d'un donneur sain et en bonne 

santé pour évaluer le taux d'hémolyse des globules rouges. Chaque concentration est évaluée 

en mesurant l'absorbance de l'hémoglobine libérée des globules rouges par hémolyse, les 

résultats obtenue sont représentes dans la figure 15 . 

 

 

Figure 15 : Teste de cytotoxicité de l’extrait aqueux des feuilles d’Echium horridum Batt. 
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Selon nos résultats, il est démontré que l'extrait aqueux des feuilles d'Echium horridum Batt. 

contient un taux élevé d’hémolyse des globules rouges. Cet effet évolue et augmente de manière 

significative de la concentration la plus basse vers les plus élevées (0,069 mg/ml-0,894mg/ml) 

d’une manière dose dépendante.  

Les composés phénoliques présents dans les feuilles d'Echium horridum Batt.  ont un impact  

minimum sur l'hémolyse à une concentration faible de 0,069 mg/ml, mais leur effet hémolytique 

est significatif à une concentration de 0,894 mg/ml. 

 



 

 

 

  

 

Conclusion et 

perspectif 



 

 

Aujourd'hui, de nombreuses plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés biologiques 

très significatives qui sont utilisées dans différents domaines, notamment en médecine et en 

cosmétologie. Cet intérêt provient d'une part. 

En raison de la disponibilité inépuisable des substances bioactives dans les plantes médicinales, 

les effets secondaires causés par les médicaments préoccupent les utilisateurs qui se tournent 

vers des soins moins agressifs pour leur organisme. 

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes intéressées à l’étude des activités biologiques 

de la plante Echium horridum  Batt..  

Les résultats démontrent que les feuilles de la plante  sont très riche en eau, et pour les dosages 

des composées phénoliques (polyphénols, flavonoïdes et tanins) de l’extrait aqueux d’E. 

horridum Batt.La teneur des phénols totaux, et des flavonoïdes est variable  

En ce qui concerne l’activité antioxydante, l’extrait aqueux des feuilles d’Echium horridum 

Batt.A montré un pouvoir antiradicalaire modérée  (IC50 = 1,66 mg/ml ) comparée à l’acide 

ascorbique (IC 50 = 0,09mg/ml). Pour l’activité à réduire le fer (FRAP) l’extrait d’Echium 

horridum Batt.  a montré une bonne capacité antioxydante. 

Le test d’hémolyse a montré que les concentrations de cytotoxycité sont dépendantes des  

concentrations de l’extrait. 

D’une autre part, l’activité antimicrobienne  a été testé sur six souches bactériennes ainsi qu’une 

levure Selon la méthode de diffusion sur disque. Les résultats ont motré une sensibilté de deux 

souches bactériennes pathogènes à savoir Staphylococcus aureus, Bacillus subtillisavec des 

diamètres d’inhibition  de 15et9 mm respectivement. Puis par méthode de microdilution sur 

milieu liquide dans déterminer les concentrations minimales inhibitricesCMI  

L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer l’activité antioxydante et antimicrobienne de 

l’extrait aqueux d’E. horridum Batt.   afin de mieux connaître, de valoriser et d’utiliser ces 

ressources dans le domaine thérapeutique. Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives 

sont envisagées : 

Varier les solvants afin d’extraire un maximum de composés phénoliques. 

Tester plus d’activités biologiques 



 

 

Élargir le panel des tests des activités in vitro, évaluer et tester les différents extraits et 

molécules isolées in vivo afin d’y trouver une application pharmaceutique de ces molécules 

actives, ou alors en conservation des produits destinés à la consommation. 

Pour plus d’efficacité, de nombreuses perspectives sont envisagées : 

Varier les solvants afin d’extraire un maximum de composés phénoliques. 

Tester plus d’activités biologiques.  
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Annexe : préparation des milieux de culture 

Mueller Hinton (MH) : 

Dissoudre 38g de gélose mueller Hinton dans un 1 l d’eau distillé, faire bouillir avec agitation 

jusqu’à dissolution complète, ensuite on mesure le ph jusqu’à7,3. La solution obtenue est 

stérilisée pendant 20 min 

Gélose Sabouraud : 

Dissoudre 65 g de gélose Sabouraud dans un 1 l d’eau distillé, faire bouillir avec agitation 

jusqu’à dissolution complète, ensuite on mesure le ph jusqu’à 5,6 .la solution obtenue est 

stérilisée pendant 20 min. 

Bouillon nutritif (BN) : 

Dissoudre 15 g de bouillon dans 1 l d’eau distillé, faire bouillir avec agitation jusqu’à 

dissolution complète. Ensuite on mesure le ph jusqu’à 7,5. La solution obtenue est stérilisée 

pendant 20 min. 

 

 



 

 

Résumé 

Les plantes sont utilisées depuis l’antiquité par l’homme pour traiter diverses maladies. Dans le cadre de la découverte de nouvelles 

molécules actives à partir des sources naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail à la plant Echium horridum Batt. , qui appartient à 

lafamille des Borraginacées. Cette espèce végétale présente des caractéristiques biologiques grâce à sa concentration en métabolites secondaires. 

 Dans un premier temps, nous avons procédé à la préparation de l’extrait aqueux à chaud , puis le dosage des différentes familles des métabolites 

secondaires prédominants (phénols totaux , flavonoïdes et tanins). Par la suite nous avons testé le pouvoir antioxydant, antimicrobien par la 

méthode de diffusion sur disque et hémolytique . 

Les résultats obtenus ont montré que les feuilles de la plante sont riche en eau. Les dosages des composées phénoliques ont été réalisés sur 

l’extrait aqueux des feuilles qui s’est révélé riche en polyphénols. L’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant par le test de piégeage du radical 

libre DPPH a montré que l’extrait aqueux des feuilles d’E. horridum Batt.  possède une capacité modérée à piéger les radicaux libres avec IC50 

de 1,66 mg/ml. L’évaluation de la capacité à réduire le fer a montré que l’extrait aqueux des feuilles d’E. horridum possède un pouvoir réducteur 

(EC50 = 0,464 mg/ml).  

Concernant le test d’hémolyse les résultat montrent que les concentrations de cytotoxycité sont dépendantes des concentrations de l’extrait . Pour 

l’activité antimicrobienne L’extrait aqueux des feuille d’E. horridum a été testé sur six souches bactériennes ainsi qu’une levure selon la méthode 

de diffusion sur disque. Les résultats varient, avec des diamètres d’inhibition allant de 7 à 15 mm. Puis par méthode de micro- dilution sur milieu 

liquide afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrices CMI, Les résultats ont montré que l’extrait aqueux est plus actif contre les 

bactéries (Bacillus subtillus) et  (Staphylococcus aureus). 

À travers ces résultats on conclue qu’Echium horridum Batt a un bon potentiel antioxydanet antimibactérien et peut être une alternative aux 

médicaments de synthèse.  

Mot clés: Echium horridum Batt. , composées phénoliques, Activité antioxydante, activité antimicrobienne, activité anti-hémolytique, 

métabolites secondaires. 

Abstract 

Plants have been used since antiquity by humans to treat various diseases. In the context of discovering new active molecules from natural 

sources, this research focused on the plant Echium horridum Batt, belonging to the Boraginaceae family. This plant species exhibits biological 

characteristics due to its concentration of secondary metabolites.Initially, we prepared a hot water extract and determined the levels of major 

secondary metabolite groups (total phenols, flavonoids, and tannins). Subsequently, we assessed antioxidant power, antimicrobial activity using 

disc diffusion method, and anti-hemolytic activity.The results showed that the plant leaves are rich in water. Phenolic compound assays were 

performed on the aqueous leaf extract, revealing richness in polyphenols. In vitro evaluation of antioxidant capacity using the DPPH radical 

scavenging test demonstrated that the aqueous extract of E. horridum Batt leaves has a strong ability to trap free radicals with an IC50 of 1.66 

mg/ml. Evaluation of iron reducing power showed that the aqueous extract of E. horridum Batt.  leaves possesses reducing power (EC50 = 0.464 

mg/ml).Regarding the hemolysis test, the results indicated that cytotoxic concentrations depend on the extract concentration. 

For antimicrobial activity, the aqueous leaf extract was tested against six bacterial strains and one yeast using the disc diffusion method. Results 

varied, with inhibition zone diameters ranging from 7 to 15 mm. Additionally, the minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined 

using micro-dilution method in liquid medium, showing higher activity of the aqueous extract against bacteria (Bacillus subtilis) and 

(Staphylococcus aureus). .Based on these findings, it is concluded that Echium horridum Batt has good antioxidant and antibacterial potential 

and could serve as an alternative to synthetic medicines 

Keywords: Echium horridum Batt, phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity, anti-hemolytic activity, secondary 

metabolites 

 الملخص 

كنا مهتمين في هذا العمل بنبات إشيوم هوريدوم، الذي   النباتات تسُتخدم منذ العصور القديمة من قبل الإنسان لعلاج مختلف الأمراض. في إطار اكتشاف جزيئات نشطة جديدة من المصادر الطبيعية،  

 .ينتمي إلى عائلة السلفيات. هذا النوع النباتي يتميز بخصائص بيولوجية بفضل تركيزه في الأيضيات الثانوية

كلية، الفلافونويدات، والتانينات(. بعد ذلك، قمنا بتقييم القدرة  في المرحلة الأولى، قمنا بتحضير مستخلص مائي ساخن، ومن ثم قمنا بتقدير محتويات مختلف أسر الأيضيات الثانوية السائدة )الفينولات ال

 .المضادة للأكسدة، والمضادة للميكروبات باستخدام طريقة انتشار القرص، والمضادة للهيموليز

ر غناه بالبوليفينولات. أظهر التقييم الفيترو للقدرة المضادة  أظهرت النتائج المحصلة أن أوراق النبات غنية بالماء. تم إجراء تقديرات للمركبات الفينولية على المستخلص المائي للأوراق، والذي أظه

ملغ/مل. كما أظهر التقييم لقدرة   1.66قدره  IC50 أن المستخلص المائي لأوراق إشيوم هوريدوم لديه القدرة على التقاط الراديكالات الحرة بـ DPPH للأكسدة باستخدام اختبار استقرار الراديكال

 .(ملغ/مل EC50 = 0.464) تخفيض الحديد أن المستخلص المائي لأوراق إشيوم هوريدوم لديه قدرة تخفيضية

 .بالنسبة لاختبار الهيموليز، أظهرت النتائج أن تراكيز السمية الخلوية تعتمد على تركيز المستخلص

  15و   7تائج تبايناً، حيث كانت أقطار التثبيط تتراوح بين  لنشاط المضاد للميكروبات، تم اختبار المستخلص المائي للأوراق على ستة سلالات بكتيرية وخميرة وفقاً لطريقة انتشار القرص. أظهرت الن
الدنيا المثبطة  التراكيز  لتحديد  سائل  في وسط  الدقيق  التخفيف  طريق  عن  التخفيف  تقييم  تم  ثم  ملم.   MIC)سوبتيليس )باسيلوس  البكتيريا  ضد  نشاطاً  أكثر  المائي  المستخلص  أن  النتائج  أظهرت   ، 

(Staphylococcus aureus).). 

لاً للأدوية المصنعة بشكل اصطناعياستناداً إلى هذه النتائج، نستنتج أن إشيوم هوريدوم لديه القدرة الجيدة على مكافحة الأكسدة والمضادة للبكتيريا، ويمكن أن يكون بدي . 

: الكلمات الاساسية  

Echium horridum Batt   المركبات الفينولية، النشاط المضاد للأكسدة، النشاط المضاد للميكروبات، النشاط المضاد للهيموليز، الأيضيات الثانوية ،  
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