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Résumé

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’étude de molécules
antioxydantes d’origine naturelle. Notre travail est I’étude phytochimique visant a
caracteriser les différentes familles des composés chimiques contenues dans la partie aérienne
de Pituranthos chloranthus, puis I’extraction sélective de la classe des tannins.

Les tests phytochimiques nous ont permis de métre en évidence les familles chimiques
suivantes : les flavonoides, les tannins, les coumarines, stérols et triterpénes, hétérosides et les
saponosides.

Les rendements obtenus des extraits aqueux et méthanoliques sont de I’ordre de 10.07
% et 8.45 % respectivement.

Les teneurs en tannins sont de I’ordre de 9,01+ 0,60 mg EC/g MS et 1,66 + 0,10 mg
EC/g MS respectivement dans I’extrait méthanolique et aqueux.

L’extraction sélective des tannins nous a révélé un rendement de 0.68% dans la partie
aerienne de P.chloranthus.

Les méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant nous ont révélés que : la capacité
antioxydante totale montre une faible activité de I’ordre de 0.9538 + 0.0995 mg EAA/g MS,
le pouvoir réducteur utilisant la méthode de FRAP révele une activité moyenne avec ECso =
0.82 £ 0.191mg/ml, et que I’activité par le piégeage de radical libre DPPH donne une valeur
d’ECsp = 1.49 £ 0.032 mg/ml.

L’effet antimicrobien de I’extrait de tannins de P.chloranthus est signalé négatif a
I’exception d’une faible activité inhibitrice remarquée vis-a-vis de la bactérie Gram positif

Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition de 7mm.

Mosts clés : Pituranthos chloranthus, étude phytochimique, tannins, pouvoir
antioxydant, effet antimicrobien ,FRAP , DPPH et CAT.



Abstract

Most of the interest of current research relates to the study of antioxydant molecules of
natural origin. Our work is the phytochimic study aiming at characterizing the various
families of the chemical compounds contained in the air part of Pituranthos chloranthus, then
the selective extraction of the class of tannins.

The tests phytochimic have allowed to us of meter in obviousness the following
chemical families: flavonoides, tannins, coumarins, sterols and triterpénes, heterosides and
saponosides.

The outputs obtained of the extracts aqueous and methanolic are about 10.07% and
8.45% respectively.

The contents tannins are about 9,01+ 0,60 Mg EC/g MS and 1,66 = 0,10 Mg EC/g MS
respectively in the extract methanolic and aqueous.

The selective extraction of tannins revealed us an output of 0.68% in the air part of
P.chloranthus.

The methods evaluation of the antioxydant capacity revealed us that: the total
antioxydant capacity shows a weak activity of about 0.9538 + 0.0995 mg EAA/g MS, the
reduction using the method of FRAP reveals an average activity with EC50 = 0.82 +
0.191mg/ml, and that the activity by the free trapping of radical DPPH gives a value of ECsg
=1.49 £ 0.032 mg/ml.

The antimicrobic effect of the tannin extract of P.chloranthus is announced negative
except for a weak inhibiting activity noticed with respect to the bacterium positive Gram

Staphylococcus aureus with a diameter of inhibition of 7mm.

Key Mosts: Pituranthos chloranthus, phytochimic study, tannins, antioxydant capacity,
antimicrobic effect, FRAP, DPPH and CAT.
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Liste des abréviations

CG-MS : Chromatographie en phase gazeuse couplet a la spectrophotométrie de masse.
RMN : Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire.
HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance.
EC50 : Concentration efficace d’inhiber 50 % du radical DPPH.
THs : Tannins hydrolysables.

TCs : Tannins condensées.

TTs : Tannins totaux.

DPPH: : Radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl.
FRAP : Ferric reducing antioxidant power.

CAT : capacité antioxydante totale.

DMSO : Diméthyle Sulfoxyde .

UFC : Unité formant colonie.

PM : poids moléculaire.

MS : matiére séche.

Fe2+ : lons ferreux.

Fe3+ : lons ferriques.

FeClI3: Chlorure de fer .

% : Pourcentage.

°C: Degré Celsius.

pl: Microlitre.

UV : Ultra-violet.

min : minute .

DO : Densité optique.

Mg : Microgramme .

mm : millimetre .

ATB : Antibiotique.

DMSO : Dimethyl sulfoxyde .

h: Heure.

g: gramme.

I: Litre

mg : milligramme.

ml: millilitre.

nm : nanometre.

V: volume.



Liste des figures

Figure 1 : Structures de I’acide gallique et d’un tannin gallique ..........cccooieiiiiii i, 8

Figure 2 : Structure chimique de base des flavonoTdes .............ccooviiiiiiiiiiicie e, 9

Figure 3 : Structure chimique de flavan-3-01S .........ccccoiiiiiii e 9

Figure 4 : Structures chimiques des tanning CONAENSES..........c.orurrieriiiieiie e, 10
Figure 5: Carte géographique des zones de prélévement (Encarta, 2009) ........cccocevveieeivenennnn, 21
Figure 6 : Protocole d’extraction des tanniNS.............ooiuiiiiieieiiiie i 27
Figure 7: Méthode de Boulekbache-Makhlouf et al.,(2012)..........cccevieiiieiiieiieiiecie e 34
Figure 8 : Rendement en extraits obtenus & partir de la partie aérienne de la plante.................. 36
Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins ...........cccccceevvernenns 37
Figure 10 : Teneurs en tanins pour I’extrait méthanolique et aqueux de la plante étudiee ......... 37
Figure 11 : Pouvoir réducteur des tannins de P.chloranthus par la méthode de FRAP.............. 39
Figure 12 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH ............ccccoiiiiiiiniiiiiic e, 40
Figure 13 : Pouvoir antioxydant de I’extrait des tannins de P. chloranthus.............c.cccceeiineen, 40

Figure 14: Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur Escherichia Coli ATCC 8739.....ccuiiiiiiiecee et 41
Figure 15 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ......coivviiieiieeiieaiee e siee e see e sree s 43
Figure 16 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur Klebsiella pneumonia ATCC L3047 .....cvoiiiiiieiiie e 44
Figure 17: Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur Staphylococcus aureus ATCC B538........ciiiieiiiiiieiieeiie e 45
Figure 18 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur MicrococCus IUteUS ATCC 9341......cooiiiiieiieeiie et 47
Figurel9: Distribution des diametres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques

testés sur Listeria monocytogenes ATCC 15313 ....cciiiiiiiiieiiieiie e 48



Liste des tableaux

Tableau 1 : Principales classes des COmMPOSES PRENOIIGUES ........ecuvieiiieiiieiiieiie e 7
Tableau? : Les différents flavan-3-ols et les classes des homopolymeéres correspondants...........c.cccceeeveeee. 10
Tableau 3 : Situation géographique de station de FECOIE...........coiiiiiiiii i 20
Tableau 4 : les souches utilisées dans les différents tests antimicrobien ..........c.ccccovvvviieeiiiiiie e, 30
Tableau 5 : Liste des antibiogrammes testés sur les bactéries et la levure...........coooeeoviiiiiiciiiec e, 31
Tableau 6 : Résultats des tests phytochimiques de la partie aérienne de Pituranthos chloranthus............... 35
Tableau 7 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Escherichia coli ...............cccccoveenneen, 42
Tableau 8 : Interprétation des diametres des zones d’inhibition Pour Pseudomonas aeruginosa................ 43
Tableau 9 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition Pour Klebsiella pneumonia....................... 44
Tableau 10 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Staphylococcus aureus.................... 46
Tableau 11 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Micrococcus Iuteus..............ceeu..... 47
Tableau 12 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Listeria monocytogenes.................. 48
Tableau 13 :.Les diamétres d des zones d’inhibition de P.chloranthus pour les six souches

0T (=T A T=T T gL (=T 1111 01 ST OP USSP 49
Tableau 14 : Les diamétres des zones d’inhibition de P.chloranthus pour la levure testé (en mm) ............ 50



Liste des photos

Photo 1 : Pituranthos chloranthus............c............

Photo2:Antibiogrammed’E.col ..........c.ccocoeerinnnne

Photo 3: Antibiogramme de Klebsiella pneumonia

Photo 4: Antibiogramme de Staphylococcus aureu

S



Sommaire

14 oo 18 od A o] o PP RTPRTRRN 1
Partie | : Synthése bibliographiqUe ..o 3
Chapitre | : Présentation de Pituranthos chloranthus .............ccccoovveiiiiiieniic e 3
1. La famille deS APIACEES ....c..uiiiieiiiee ettt ettt sree et et e et esreeenneeeneennne s 3
2.Pituranthos ChlOranthUus.............ooouii i 3
2.1. DeSCrIPLiON DOTANIGUE ......eoiiiieiiiie ettt ettt e e e et e e nteeeanes 3
2.2. POSILION SYSEEMALIGQUE. ... .c.veeieiieiiiieiiie sttt e et e et e e et et e e naeenreeeteeanes 4
2.3. USages traditioNNEIS .........cooiiiiiiii e 4
2.4. Les études antérieurs sur le genre PituranthosS...........cccoiieiiiiiie e 5
Chapitre 11 : Les COMPOSEES PRENOIIGUES ......ccvveivieeiiieiie et 6
I 1= 0T L S UPRTSTRUPR 6
2. Définition des cOmPOSEES PRENOTIGUES...........veiiiiiieiiee e 6
3. Les principales classes des composés PhENOHIQUES ........cuevrviriiieiiiiiie e 6
O TS =T 01 TP PRI 7
I = 11 4T o PSSP 7
4.2. Classification biochimique des tanninS..........cccooiuiiiiiiiiiiie e 8
4.3. Propriétés physico-chimiques et DIOIOGIQUES ........cccviiiiiiiiiiie e 11
4.4, ROle des tannins dans 185 PIANTES. ........ooiiiiiiiiiee e 12
4.5. Facteurs de variation de la teneur 8N tannins ..........cocceeeiiieriiiee e 12
4.6. Analyses biochimiques des taNNINS ........cveiiiiiiiiie e 13
Chapitre T : 18S antIOXYAANTS .......coiiiiiiiiiiee et e e nee e 15
1. Le stress oxydant et les radicaux lOres ..o 15
2. LeS ANTIOXYAANTS ..ottt ettt ettt e e nnb et e et anes 15
0 I B T 11 o SO RTR 15
2.3. Les SOUrces d’antiOXYOANTS .......c.ueeiiuirieiiiie ettt st e e e e nee e 16
3. L’évaluation de I"activité antioXY ANt ............ccieiieeiiieiieeiie e 18
T80 I [ 11 0o [0 Tod A o o TSP 18
3.2. Méthodes de piégeage des radicaux stables et évaluation de leur capacité de réduction ......18
> Piegeage du radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH®) ..........ccccccovvivviiiieiieeinn, 18
» Réduction de fer (FRAP: Ferric reducing antioxidant POWEN) .........cccoeeverveiieeiieninnnn, 18
> Activité antioXydant totale (CAT) ..oivieieeiiie et 19

Partie 1 : Partie eXpérimentale ..o 20



Chapitre 1 : Matériel VEQELAl ...........ooiiiiiiee e 20

1. Origine géographique et période de récolte des plantes ..........ccccoevveeiiieiiiie i, 20
2. 1dentification de 1a PIANTE .........eii i 20
KT = Lo 0 ] (0o ST 20
4. Conservation des EChaNtillONS...........oouiiiiiiiie it 20
Chapitre 11 : Tests PRYIOChIMIGQUES ........c.uiiiiiiiiiiiie et 22
IO 110 To (1 Tox { (o] o ISP 22
2. TEStS PNYLOCHIMIGUES ...coeeeie ittt ettt e et e et e e snbr e e e neeeenes 22
2.1. Epuisement du matériel végétal avec de I’eau @ chaude.............cccevvvevieiieeiieniic e 22
2.2. Epuisement du matériel végétal avec du I’éthanol ............cccooceviiiiii i 23
2.3. Macération du matériel végétal avec I’acide sulfurique (H2SO4).....ccoevvviiiieiiiiniiiiieiieee 24
2.4. DELECtiON AES COUMAIINES ...ecuvviisiieiiiteieeesiee sttt etee st esteeeteeaseeesteeabeeaneeesseeasteeaneeenseeasseeaneas 24
2.5. Détection des StErols et trtErPENES ........iiuieiieeiie et 24
Chapitre 111 : Préparation des extraits et dosage des tannins ...........cccevveeiieiiieeiieenie e 25
1. Extraction des extraits bruts méthanolique et aQUEUX ..........cccverieiiienieiiie e 25
2. CalCul dU FENAEMENT ...ttt et e e et e e e e beeeaneeeenes 25
3. D0sage des tanning CONUENSES. ........ueiuiiiuieiiie it aiieesieesee et et e et eabe et e e b e beearaeesreeanees 25
4. EXtraction SEleCtive des tanmiNS........cccuieiiieiie ettt 25
Chapitre IV : Etude des pouvoirs antioxydant et antimicrobien .............cccccevveiiie e, 28
1. Etude du pouvoir @NtIOXYAANT ........covurieiiiie et e s 28
1.1. Capacité antioXydante totale (CAT) .ooveiiiieiieiie e 28
1.2. Réduction du fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant POWEr) ..........cccovvveerieiiieervesnieesinenn 28
1.3. Piégeage du radical DPPH® s 29
2. Etude du pouvoir antimiCroDIEN ............ooiiiiiiiii e 29
2.1, LES SOUCNES TESLEES ...evvieiiieiieeiiee ittt ettt ettt e et e et e st e e st e et e anbeenreeeneeanbeenneeenes 29
2.2. CONSErVatioN AES SOUCKES ......coiiuiiiiiiiiie ettt ettt e e snbe e et e e neeeanes 30
2.3. Les Milieux de CUIUIE ULITISES........cvieiiiieiie et 30
2.4. Les techniques MICrODIOIOGIQUES ........coiuiiiiiiieiiiie e 30
2.4.1. Sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques et antifongique.............cccocceveveinenne. 30

2.4.2. Sensibilité des souches vis-a-vis de I’extrait des tannins de la partie aérienne

0 [I eod 0] (0] g L1 T TP 33
3. Analyse statistique des FESUIALS ...........ceiiiiiie i 34
Partie 11 : RESUItatS €1 diSCUSSION ......cccueiiiiiiiieiiie e snee e 35
I. TeStS PRYLOCHIMIGUES ......ooiiiiiiiiie ettt esbee s 35
I1. DOSAQE TS TANNINS....utiieiiiie ettt e ettt e bb e et e e e bt e e e sbb e e snbe e e snbeeesnbeeeanneeens 36

1. Les rendements en extraits secs de la partie aérienne de Pituranthos chloranthus................... 36



2. DOSAQE TS TANNINS ...ttt ettt e e bb e e arb e e ssb e e e snbe e e snbeeeaneeeanes 36

I11. Etude de I’activité antioXYdANTE ..........cccviiieiiieiiie e sree e 38
1. La capacite antioxydante totale(CAT) ..ouiiiiiiie et 38
2. Réduction du fer :FRAP (Ferric reducing antioxXidant POWEN).........ccccvervriiieeiieaieeiiee e 38
3. La méthode de piégeage de radical [iore DPPH.............ccocoiiiiiiiiie e 39
V. POUVOIT @ntIMICIODIEN ...ttt e e 41
1. Résultats de I’ ANtiDIOgramIME........coiuuiiiiiiieeiie ettt 41
1.1. Escherichia Coli ATCC 8739... ..ot 41
1.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ... 43
1.3. Klebsiella pneumonia ATCC 13047 ....cuvee i 44
1.4. Staphylococcus aureus ATCC B538........ccoiuiiiiiiieiiiie i 45
1.5. MicrococCCUus IUtEUS ATCC 9341 .......oiiiiiii ittt 46
1.6. Listeria monocytogenes ATCC 15313 ...t 48
2. POUVOIT @NEITONGIGUE. ... ieiee ittt ettt e e e e snbe e e anaeeeanes 49
3. Pouvoir antimicrobien de I’extrait sélectif des tannins...........c.cccovvviieiiiiiie e 49
(0] 0 Tod (1] o] o FO PP 51
Références DibliographigUES ..........cooviiiiiiiieie e 52

Annexe



INTRODUCTION




Introduction

Les effets curatifs de certaines plantes sont bien connus, or ce n’est que récemment que les éléments
actifs a I’origine des actions thérapeutiques des plantes on été isolés et étudies. Il est indispensable de
connaitre la composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur I’organisme (Isserin,
2001).

Ces derniéres annees, nous avons assisté a un regain d’intérét des consommateurs pour les produits
naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des procédés mettant en ceuvre
des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces nouveaux composés potentiellement
intéressants, les antioxydants, tels que les flavonoides, ont été particuliérement étudiés en raison de leur
utilisation dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques
pour la santé. (Chebil, 2006).

Durant les derniéeres décennies de nombreux travaux ont été fait sur les plantes médicinales dans le
but de trouver des principes actifs douées d’activités biologiques (Calderon et al, 2002).

Toutefois, [I’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydantes et
antimicrobiennes demeure une tache trés intéressante et utile. Ainsi que I’utilisation des tannins couvre
un vaste domaine, allant de la bactériologie, virologie, a I’hématologie..., traduisant ainsi leur importance
surtout dans la médecine humaine (Biaye., 2002).

Notre laboratoire et particulierement notre équipe s’intéresse a la phytochimie et aussi aux
activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire) des extraits vegétaux de
plante médicinales dans le but d’élargir les perspectives de valorisation de produits naturels (Atik
Bekkara et al., 2008 ; Benhamou et al., 2008 ; Bekhechi et al., 2012 ; Belarbi et al., 2009 ;
Bendimered et al., 2007).

Pituranthos chloranthus (Coss et Dur) est une plante appartenant a famille des Ombelliferes et
commune dans tout le Sahara septentrional et occidental, appelée localement Guezzeh (Nait-Said, 2007)
et utilisee en médecine traditionnelle comme anti-inflammatoire et contre les céphalées (Antolovich,
2002).

L’objectif de notre travail est I’étude phytochimique et activité biologique (antioxydante et
antimicrobienne) des tannins de P. chloranthus.

Ce travail est scindé en trois parties :

> La premiére partie concernant I’étude bibliographique, comprend trois chapitres:
e Chapitre I : Généralités sur Pituranthos chloranthus.
e Chapitre Il : Généralités sur les composés phénoliques avec une description détaillée sur la
classe des tannins.

e Chapitre 11l : Les antioxydants.
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» La deuxieme partie est experimentale porte sur :

e Les tests phytochimiques des différents extraits.

e Dosage des tannins condensées de deux extraits bruts (méthanolique et aqueux).

e L’evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait de tannins en utilisant trois
méthodes : Piégeage du radical DPPH, réduction du fer (FRAP : Ferric reducing
antioxidant power), et la méthode de CAT (capacité antioxydante totale).

e Et enfin I’étude de I'activité inhibitrice de I’extrait de tannins vis-a-vis de sept (7)
souches microbiennes :

= Trois bactéries Gram positif ( Staphylococcus aureus ,Micrococcus luteus,
Listeria monocytogenes) ;
= Trois bactéries Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonias) ;
= Et une levure (Candida albicans).
> Dans la troisiéme partie, nous présentons et discutons les résultats obtenus lors de cette étude et

notre travail est acheve par une conclusion.

]
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Premiére partie Synthese bibliographique

Chapitre | : Présentation de Pituranthos chloranthus
1. La famille des Apiacées

La famille des Apiacées est caractérisée par les rayons de I’inflorescence disposés comme ceux
d’une ombrelle. Cette famille comprend environ 300 — 455 genres et 3000 — 3750 especes (Tabanca et
al., 2006). En Algérie, selon Quezel et Santa (1962), elle est représentée par 55 genres, 130 especes et
27 sous — especes.

Quezel et Santa (1963) a decrit le genre Pituranthos comme une plante vivace, totalement
aphylle, a tige tres ramifiées, portant des ombelles & involucre et involucelles polyphylles et des
péricarpes ovoides a six bandelettes.

Le genre Pituranthos possede plus de vingt espéces, dont certaines sont spécifiques a I'Afrique
du nord (Huang et al., 2005; Burda, 2001) et sont souvent rencontrées dans les régions arides ou
désertiques. Exclusivement, la distinction entre les espéces de Pituranthos est souvent difficile
(Sanchez, 2002). En effet, elles ne se distinguent les unes des autres que par la couleur des fleurs et la
taille de leur pédoncule (Marc, 2004).

Le potentiel floristique algérien de ce genre comporte les especes suivantes:

- Pituranthos chloranthus, espéce particulierement moins présente au sahara.
- Pituranthos scoparius, espece abondante dans les Aures.
-Pituranthos battandieri : endémique au Sahara et I'oranie (Antolovich, 2002).

2. Pituranthos chloranthus
2.1.Description botanique

L'espece Pituranthos chloranthus (Coss et Dur), selon Ozenda (1958) est une plante dont les
tiges sont ramifiées dés la base, plus ou moins dichotomes et portant des ombelles longuement
pédonculées; péetales verdatres a nervures dorsales pubescentes et larges, fruits poilus.

L'espece P.chloranthus est commun dans tout le Sahara septentrional et occidental jusqu'a EL
Golea et au Tademait au sud.

Photo 1 : Pituranthos chloranthus
htt://www.florasilvestre.es/mediterranea/Umbelliferae/Pituranthos chloranthus.htm.
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2.2. Position systématique
La plante Pituranthos chloranthus est classée d’aprés Quezel et Santa (1963) et Dupont et
Guignard (2007) comme suit :

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe: Eudicots

Sous classe : Euastéridées I1

Ordre: Apiales

Famille: Apiacées

Genre : Pituranthos

Espeéce : Pituranthos chloranthus .

2.3. Usages traditionnels

L'espéce Pituranthos chloranthus, est employée en cataplasmes sur la téte, contre les céphalées
(Antolovich, 2002).

Les nomades connaissent le haut pouvoir allergisant des plantes du genre Pituranthos pour les
animaux, en période de leur floraison. Le pollen rend les animaux aveugles pendant plusieurs jours.
Les nomades traitent ces ophtalmies en instillant dans les yeux du dromadaire, du jus de tabac ou en

introduisant du sel sous les paupiéres (Antolovich, 2002).

2.4. Les travaux anterieurs sur le genre Pituranthos

Les études phytochimiques effectuées sur le genre Pituranthos d'aprés des données
bibliographiques, concernent les espéces suivantes: chloranthus, scoparius, tortuosus et triradiatus
(Nait-Sard, 2007).

> Singab et al (1998) ont étudié des tests biologiques relatifs a I'activités anti-tumorale des
flavonoides isolés de Pituranthos tortuosus.

> Les huiles essentielles et particulierement les monoterpénes des especes Pituranthos tortuosus
et Pituranthos triradiatus ont été analysés par CG -MS et par la méthode danalyse
spectroscopique RMN C13 (Halim et al., 1995 ; Abdelwahad et al.,2006).

> Les coumarines des racines de Pituranthos chloranthus ont été isolées par HPLC et identifiés

par la spectroscopie RMN 1H, et spectrométrie de masse (Nait-Said, 2007).

.
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> Les racines de Pituranthos scoparius renferment aussi des composées isocoumariniques. Les
structures ont éte identifiées par les différentes méthodes d'analyses spectroscopique (RMN 1H,
RMN C13) et la spectrométrie de masse (Haba et al., 2004).

» Les travaux de Bouaziz et al (2009) sur les activités biologiques (antioxydante et
antimicrobienne) de quatre extraits (méthanolique, aqueux, acétate d’éthyle et I’extrait
d’hexane) de la partie aérienne de P.chloranthus.

> Les travaux de Hammiche et Maiza (2006) ; Vérité et al (2004) ont montré I’activité de P.

chloranthus contre la fiévre, rhumatisme et diabéte.

]
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Chapitre 11 : Les composées phénoliques
1. Généralités

Les métabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe, on
recense plusieurs milliers de métabolites (au moins 30000 structures caractérisées) et sont classées
selon leur appartenance chimique (Judd, 2002). Parmi ces substances on trouve les composés
phénoliques, les flavonoides, les tannins, les saponosides, les huiles essentielles et les alcaloides qui

ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique.

2. Définition des composées phénoliques

Les composées phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules largement
répandues dans le regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas des fonctions
directes au niveau des activités fondamentales dans I’organisme végétal, comme la croissance, ou la
reproduction (Belkhiri, 2009).

Ils constituent un des groupes le plus nombreux et largement distribué des substances avec plus
de 8000 structures phénoliques. Ils résultent bio genétiqguement de deux voies synthétiques principales
: la voie shikimate et acetate (Lugasi et al., 2003).

Les fonctions principales attribuées a ces composes chez les végétaux sont la protection contre
les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux radiations UV. Dans ce cas, ils agissent

par effet d'écran et par effet antioxydant (Lebham, 2005).

3. Les principales classes des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d'atomes de carbone dans
le squelette de base (Laraoui, 2007). Les différentes classes de ces composés phénoliques, et les

plantes qui les renferment sont représentées dans le tableau 1.

.
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Tableau 1 : Principales classes des composés phénoliques (Bruneton, 1999 ; Hennebelle, 2006).

Nombre d’atome Squelette Classe Exemples Plantes
decarbone de base
6 C6 Phénols simples Catéchol, hydroquinone | Busserole
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique, acide Artichaut
benzoiques salysalique, vanilline Saule
8 C6-C2 Acétophénones 3-acétyl6- Saule
méthoxybenzaldehyde
Acides phénols Acide coumarique, Romarin
9 C6-C3 cinnamiques acide caféique Marronnier d'inde
10 C6-C4 Naphtoquinones | Shikonine Drosera spp.
Xanthones Bellidifoline, Racine de
13 C6-C1-C6 mangoctine gentiane,
Centaurée
14 C6-C2-C6 | Stiblenes Hydrangénol, Raisin, pin
Pinosylvine
Flavonoides Quercétine Ginkgo
15 C6-C3-C6 Isoflavonoides Roténoide Thym Camomille
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon
30 (C6-C3-C6)2 | Bi flavonoides Amentoflavone Carcinia
Hinokiflavone Hypericum
N (C6-C3-C6) n | Tanins condensés | Aesculitanins Marronnier
(proanthocyanidols) d'inde, vigne

4. Les tannins
4.1. Définition

Les tannins sont une famille complexe de principes actifs qu'on trouve dans I'ensemble des

végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). lls ont la capacité de former
des complexes avec des macromolécules (les protéines ...) et des liaisons entre les fibres de
collageénes, d'ou leur viennent la plupart de leurs propriétés (Paolini et al., 2003).

Leur structure chimique est particuliérement variable, mais comporte toujours une partie
polyphénolique ; il existe deux catégories des tannins, d'origine biosynthétiques différentes :les
tannins hydrolysables et les tannins condensés (Paolini et al., 2003).

D’un point de vue biochimique, une premiere définition a été proposée par Bate-Smith
(1973) : « des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris entre
500 et 3000 Da qui présentent, a coté des réactions classiques des phénols, la propriété de

précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines ».
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Dans notre alimentation, I’astringence est la qualité organoleptique qui indique la présence
des tannins. Elle a un r6le important dans le choix des aliments (corrélation inverse entre les
espéces végétales choisies et leur teneur en tannins) (Horn et al., 2002 ; Del-Bubba et al., 2009).

4.2. Classification biochimique des tannins
Selon leur structure biochimique, il est usuel de distinguer deux classes des tannins : les tannins
hydrolysables (THSs) et les tannins condensés (TCs).

4.2.1. Les tannins hydrolysables
» Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbonhydrate, généralement le
glucose. On parle de gallotannins.
> les unités d’acide gallique voisines s’accouplent formant les esters d’acide
hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins .
Ces deux groupes, les gallotannins et les ellagitannins sont appelés tannins hydrolysables.
Comme leur nom I’indique, ces composes peuvent étre dégradées en fragments simples (acides phénols
et sucres) (Akroum, 2011).

% Structure des tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables sont constitués d'un noyau central -le glucose- et de chaines latérales
(en position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 a n monomere(s) d'acide phénol. Des liaisons
carbones a carbone entre noyaux (liaisons biphényle réalisées par couplage oxydatif), conduisent a des
molécules ramassées plus rigides de solubilité diminuée dites les tannins éllagiques (Bessas et al.,
2007).

>—<%OH

(e} Q \ =
W OH - OH
Acide gallique Ho < \:>
< \
HO OH H

1,2,3,4,6-pentagalloyl-O-D-glucose

Figure 1 : Structures de I’acide gallique et d’un tannin gallique (Séverine, 2008).

]
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4.2.2.Les tannins condensés : ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols
Ce sont des polymeres flavanoliques, constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des
liaisons carbone- carbone le plus souvent C4-C8 ou C4-C6 tel la catéchine ou I’épicatéchine

(Bruneton, 1999). Ces composés sont formés par condensation des molécules de flavonoides entre
elles ( Akroum, 2011).

Figure 2 : Structure chimique de base des flavonoides (Séverine, 2008).

4.2.2.1.La structure des tannins condensés

e Structure biochimique des flavan-3-ols

La présence d’un hydrogéne (H) ou d’un groupement phénol (OH) aux positions R1, R2 et R3
permet d’identifier les flavan-3-ols (Figure 3).

R3
OH

\["““ \/\k hon

Figure 3 : Structure chimique de flavan-3-ols (Séverine, 2008).

H
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Tableau 2 : Les différents flavan-3-ols et les classes des homopolymeéres correspondants (Séverine,

2008).

Flavan-3-ols : cl:gﬁfs—gpi?:mérem R1 BI. | THa fﬂ'::(c]?i:]t:lrse Sfi :
Catéchol (C) Procyanidols OH H H 5
Epicatéchol {EC) Procyanidols H OH H 5
Gallocatéchol (GC) Prodelphinidaols OH H OH [
Epigallocatéchol (EGC) | Prodelphinidals H OH OH (5]
Fisétinidinol Profisétidinols H H H 4
Robineétinidol Prorobinétinidols H H OH 5

e La structure des tannins condensés

L’unité de base (ou monomere) des TCs est un flavan-3-ol. Les TCs sont des polymeres de

flavan-3-ols liés par des liaisons de type C-C (Bruneton, 1999).

Les homo-polymeres sont des TCs présentant uniquement une classe de flavan-3-ols dans leur
structure (Figure 3) .A I’inverse, les hétéro-polymeéres peuvent contenir des monomeres de classes
différentes (Hagerman, 2002).

En fonction du degré de polymérisation (nombre de flavan-3-ols composant le TCs), nous

distinguons généralement les oligomeres, comprenant de 2 a 10 monomeéres, des polymeéres contenant

plus de 10 monomeres (Séverine, 2008).

H Procyanidol
OH Prodelphinidol

R=
R=

Monom®re terminal

Figure 4 : Structure chimique des tannins condensés (Séverine, 2008).

=
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4.2.2.2 Effet antinutritionnel des tannins condensés
L’effet antinutritionnel des tannins condensés se traduit de deux manieres principales : leur
capacité a inhiber les enzymes digestives et leur liaison aux molécules nutritives empéchant ainsi leur

assimilation par le corps.

e Inhibition des enzymes digestives
Les tannins condensés sont capables de se lier aux enzymes digestives causant de ce fait leur
inhibition. Plusieurs de ces polyphénols ont une action sur I’a-amylase (Kandra et al.,2004), I'a
glucosidase, les protéases (Kocisko, 2004).
L’inhibition de ces enzymes cause un trouble de I’activité du tube digestif et diminue la valeur

nutritive des aliments ingérés qui ne pourront pas étre assimilés ( Akroum, 2011).

e Lacapacité de se lier aux différents composés alimentaires
Les tannins condensés ont une grande capacité a se lier aux différents types de molécules
présents dans I’alimentation par des liaisons covalentes : polysaccharides (pectines, amidon,
celluloses), minéraux (fer, argent), vitamines (Gaffney et al., 2004). Mais, les principales molécules
qui se lient a ces composeés polyphénoliques sont les protéines (Zimmer et Cordesse, 1996).

4.3.Propriétés physico-chimiques et biologiques des tannins

» Propriété physicochimiques

La solubilité des tannins dans I’eau dépend de leur poids moléculaire et de leur degré de
polymérisation. 1Is sont également solubles dans I’acétone et les alcools, c’est pourquoi I’optimum de
rendement de leur extraction est généralement obtenu par des solutions acétone-eau ou méthanol-eau.
La structure chimique des tannins présente de nombreux groupements hydroxyles et phénoliques, ce
qui leur confere la propriété particuliere de former des complexes avec de nombreuses
macromolécules : les acides nucléiques, les ions métalliques ferriques et cuivriques, ainsi que la quasi-
totalité des protéines (surtout celles riches en acides aminés hydrophobes comme la proline et
I’hydroxyproline) (Séverine, 2008).

En conséquence, les tannins possédent les capacités et les propriétés biologiques suivantes :
fixation et inhibition enzymatique, piégeage des radicaux libres et activité antioxydante, effet
antiseptique (antibactérien, antifongique, antiviral), prévention des maladies cardio-vasculaires (
Lecasble, 2012).
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» Propriétés biologiques
Les drogues a tannin sont employées contre les hémorroides, blessures superficielles. Les
extraits tanniques sont anti-inflammatoires dans les cas de brilures. Ils sont utilises aussi comme

antiseptique. En solutions buvables, elles ont employées comme antidiarrhéique (Ayad, 2008).

4.4.R0le des tannins dans les plantes

Les tannins sont des métabolites secondaires des végétaux (Bruneton, 1999), c’est a dire des
substances non-essentielles pour la croissance de la plante. Par contre, les tannins jouent un role dans :

La défense des plantes face aux agressions : La synthese des tannins est I’un des mécanismes de
défense des plantes contre les attaques des phytopathogénes. Par exemple, une accumulation de
tannins a été observée dans les zones d’invasion de la plante par des bactéries, des champignons ou
par des nématodes, ce qui en inhiberait le développement. Les tannins sont aussi un moyen de défense
contre les agressions des prédateurs tels les insectes et les mammiféres herbivores. Il a été montré que
I’ingestion de tannins affectait I’intégrité du tube digestif des insectes phytophages (Séverine, 2008).

De plus, la présence des tannins rend les plantes moins appétentes pour les mammiferes
herbivores & cause de la sensation d’astringence résultant de leur consommation. Cette astringence
conduit alors a un arrét de la consommation et protége ainsi les végétaux d’une prédation excessive
(Bennick, 2002).

4.5. Facteurs de variation de la teneur en tannins
La teneur en tannins d’une plante varie en fonction de plusieurs facteurs intrinseques, tels que
I’espéce et la variété, la partie ou le stade végétale, et extrinseques, comme les conditions climatiques,

pédologiques (Severine, 2008).

4.5.1. L’espece végétale et la variété

Au sein d’une méme famille botanique, les espéces végétales présentent des différences de
teneur et de nature des tannins. Pour prendre le seul exemple des Iégumineuses, la concentration en
TCs différe largement : 0,3g TCs/Kg de la MS dans le tréfle, 30g TCs/Kg MS dans le sainfoin (Marais
et al., 2000).

4.5.2. Le stade végétal

Pour une espéce donnée, le stade végétatif influence également la teneur en tannins.
Généralement, lors de la croissance de I’appareil végétatif, il y a une dilution des tannins. Dans les
feuilles, la quantité et la qualité des tannins changent lors de la maturation. De méme, la teneur en

tannins diminue généralement lors du mirissement des fruits (Severine, 2008).

-
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4.5.3. Les conditions environnementales

La synthése des tannins est généralement augmentée en réponse a un stress environnemental
quelque soit son origine, tel qu’un stress hydrique, un appauvrissement du sol ou un ensoleillement
trop fort (Bennick, 2002).

4.6. Analyses biochimiques des tannins

En raison de leurs structures complexes et variées, I’analyse des tannins est délicate et leur
dosage souvent difficile. Néanmoins, des méthodes de dosage des tannins totaux (TTs) ont été
développées, basées sur leurs propriétés physicochimiques ou biologiques. Parallelement, des
méthodes ont été proposées pour doser spécifiquement les THs ou les TCs (Severine, 2008).

4.6.1. Dosages des tannins totaux
» Méthode chimique

La méthode de Folin-Ciocalteu (réactif spécifique des phénols) se décompose en deux dosages
colorimétriques successifs : le dosage des phénols totaux puis le dosage des phénols non-tanniques
d’un extrait acétonique (Bruneton, 1999). Ce second dosage est réalisé apres la déplétion des tannins
de I’extrait par le polyvinyl pyrrolidone (PVPP) (Schofield et al., 2001). Le PVPP est une molécule
capable de se lier aux tannins présents dans I’extrait et les complexes ‘tannin/PVPP’ sont retirés de
I’extrait par centrifugation. Indirectement, la teneur en tannins totaux (TTs) d’un échantillon est
déterminée par la différence entre les teneurs en phénols totaux et en phénols non tanniques (Severine,
2008).

» Meéthodes biologiques
Il existe diverses méthodes de dosage des TTs fondées sur leur propriété a se fixer aux protéines :

e La méthode traditionnelle, utilisant de la poudre de peau, est appliquée dans le cas des drogues
officinales (Bruneton, 1999) ;

e Les techniques basées sur [I’inhibition d’enzyme (B-glucosidase ; trypsine; alkaline
phosphastase) sont des méthodes trés sensibles (Schofield et al., 2001) ;

e Une méthode basée sur la propriété des tannins a réduire la production de gaz lors de

fermentations anaérobies a également été développée (Mueller-Harvey, 2006).

-
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4.6.2. Dosages et analyses des tannins hydrolysables

e Pour le dosage des THs, il est possible de réaliser selon la méthode de (Mole et Waterman,
1987).

e Une analyse qualitative et quantitative peut étre effectuée en RMN ou en spectrométrie de

masse (Séverine, 2008).

4.6.3. Dosages spécifiques et analyses des tannins condensés

Dans la plante, les TCs sont présents sous différentes formes : libres ou liés, c’est a dire ceux
fixés aux protéines ou aux fibres de la plante (Schofield et al., 2001). L’existence de ces deux formes
(libres ou liés) rend le dosage des TCs plus délicat.

En général, les TCs sont majoritairement présents sous forme libre. Cependant les conditions de
stockage, de séchage et d’extraction des échantillons peuvent influencer la proportion de TCs
liés/libres (Schofield et al., 2001). Afin de doser les TCs liés, un traitement par des agents chimiques,
tel que le sodium dodécyl sulfate, est réalise ultérieurement a I’étape d’extraction, afin de rompre les
liaisons protéines-TCs et fibres-TCs et de libérer ainsi les TCs liés. Le dosage des TCs peut ensuite

étre réaliseé par diverses méthodes colorimétriques :

e La méthode a la vanilline : Cette méthode dépend de la réaction de la vanilline avec le
groupement flavonoide terminal des TCs et la formation de complexes colorés (Schofield et al., 2001).
Cependant cette réaction n’est pas spécifique aux TCs mais, de maniére générale aux flavanols
(Hagerman, 2002).

e la méthode du Butanol-HCI, développée par Porter et al (1986) : basée sur la réaction de
dépolymérisation des TCs en milieu acide. Cette réaction conduit a la libération des anthocyanidines
(molécules colorées) correspondants aux monomeres clivés (Jean-Blain, 1998 ; Schofield et al.,
2001). Elle permet un dosage semi-quantitatif des TCs car les monomeres terminaux libérés ne
donnent pas les anthocyanidines correspondants et par conséquent, ils ne sont pas dosés (Schofield et
al., 2001). Cependant, la méthode au Butanol-HCI reste la méthode la plus utilisée (Schofield et al.,
2001; Hagerman, 2002; Lazarus et al.,2003).

e la méthode au DMACA (p-dimethylaminocinnamaldehyde) : permet le dosage des flavan-
3-ols, les monomeres des TCs. Cette méthode colorimétrique tres sensible aux monomeéres I’est moins
aux polymeres (Guyot et al., 2001; Mueller-Harvey, 2006).

Enfin, I'étude des TCs d’un extrait ou d’une fraction peut étre complétée par des analyses en

spectrométrie de masse ou en RMN (Schofield et al., 2001; Simon et al., 2003).
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Chapitre 111 : les antioxydants
1.Le stress oxydant et les radicaux libres

Les radicaux libres (RL), atomes ou molécules portant un électron non apparié, sont des
éléments tres actifs du fait de la tendance de cet électron a se réaparier, ce qui déstabilise d’autres
molécules, libérant des radicaux libres et initiant ainsi une réaction en chaine. Pour se protéger contre
leurs effets nocifs, notre corps a besoin des sources d’antioxydants qui sont puisés soit dans
I’alimentation  (fruits, légumes frais et extraits végétaux) soit des produits synthétisés
(pharmaceutiques) et qui nous protegent et nous débarrassent des radicaux libres produits en exces
(Chaabi, 2008).

Ces derniers sont produit quotidiennement par I’organisme ; ce sont des composés trés réactifs
comportant un électron célibataire et nécessaire a des mécanismes vitaux (Bartosz, 2003) mais, ils
deviennent nocifs quand ils sont en exces et induisent certains dommages au niveau de la structure des
protéines, des lipides (Pourrut, 2008), des acides nucléiques (Favier, 2003) en entrainant un stress
oxydant qui contribue aux processus de vieillissement cellulaire accéléré et au développement de

pathologies humaines telles que les maladies cardiovasculaires, les cancers.

2.Les antioxydants

Lorsque la production des radicaux libres devient trop grande, nos réserves d’antioxydants
peuvent devenir insuffisantes pour neutraliser I’effet néfaste de I’oxydation des radicaux libres sur nos
tissus et cellules. C’est pour ¢a L’organisme a développé des systemes de défense trés efficaces contre
la production des RL (radicaux libres). Les molécules contrélant cette production sont désignées par le

terme «antioxydant» (Boumaza, 2009). On parle alors de « stress oxydatif ».

2.1.Définition

Les antioxydants sont toutes substances qui, présentes a faible concentration par rapport a celle
du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement I’oxydation de ce substrat, et dont les
produits de la réaction entre I’oxydant et I’antioxydant ne doivent pas étre toxiques et ne branchent pas
la réaction radicalaire (Boumaza, 2009).

Ces antioxydants ont deux origines, I’une apportée par I’alimentation sous forme de fruits et de
Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique,
tandis que I’autre est endogene représentée par des enzymes, tels que les superoxydases dismutases
(SOD) et la catalase (réle de protection), les glutathion peroxydases (GSH-Px) (role de détoxication)
ou des protéines (ferritine, transferrine, aloumine) (Curtay et Robin, 2000). Pincemail et Defraigne
(2004) ajoutent aussi quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des

cofacteurs importants pour I’activité de certains enzymes antioxydants.
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2.2. Les sources d’antioxydants
2.2.1. Les antioxydants synthétiques

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques sont largement utilisés parce qu’ils
sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée
car ils générent un besoin de recherche comme matiere de substitution d’aprés des sources naturelles
comme antioxydants de la nourriture (Lisu et al., 2003). Cependant, il a été montré que ces
antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000). En effet, le butylhydroxyanisole
(BHA) convertirait certains produits ingérés en substances toxigques ou carcinogéenes en augmentant la

sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques (Barlow, 1990).

2.2.2.les antioxydants naturels :
Ils sont présents dans I’alimentation tels que les vitamines A, C, E et les composés phénoliques

en particulier les flavonoides.

1. La vitamine E ou tocophérol : prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo
en capturant les radicaux peroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales, les noix, les amandes,

les graines, le lait, les ceufs et les légumes a feuilles vertes (Ahamet, 2003).

2. La vitamine C ou acide ascorbique : C’est un puissant réducteur. Il joue un réle important dans la
régénération de la vitamine E. Il est présent dans les légumes, le choux, le poivron, les agrumes.
(Colette, 2003).

3. Les caroténoides

Ce sont des pigments végétaux lipophiles formant une famille de plus de 600 molécules
notamment le lycopéne et le B-caroténe, précurseurs de la vitamine A. Ils sont présents dans les
carottes, les fruits rouge et jaunes, les légumes verts et les tomates (Marc et al.,2004).

Le rble biologique des caroténoides est, entre autre, complémentaire de celui de la vitamine E,
elle-méme régénerée par la vitamine C, d’ou I’intérét de consommer une alimentation equilibrée, riche
en fruits et légumes variés pour bénéficier des nombreux effets de synergie entre micronutriments
(Miller et al., 1996).

4. Les composées phénoliques
Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d’année un intérét croissant de la part des
nutritionnistes, des industriels de I’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des raisons principales

est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leur implication probable dans la

-



Premiére partie Synthese bibliographique

prévention des diverses pathologies associées au stress oxydant. Un tres grand nombre de données
expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de leur implication dans la prévention des maladies
dégénératives telles que cancers, maladies cardio-vasculaires, ostéoporose ou maladies inflammatoires
(Rock, 2003).

» Les flavonoides
Ce sont des substances naturelles présentes dans tout le regne végétal. Les flavonoides peuvent agir de
différentes facons dans les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des espéces
réactives de I’oxygéne, par chélation de métaux de transition comme le fer, le cuivre ou par inhibition
de I’activité de certaines enzymes responsables de la production des espéces réactives de I’oxygene
comme la xanthine oxydase (Lahouel et al., 2006).

» Les tannins
Les plantes riches en tannins sont utilisees pour retendre les tissus souples, comme dans le cas
des veines variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer
les tissus endommagés par un eczéma ou une brulure. Ces tannins sont des donneurs de protons aux
radicaux libres lipidiques produits au cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables
sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto-oxydation des
lipides (Cavin., 1999).

> Les coumarines
Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
possédent des propriétés tres diverses. Les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des

lipides membranaires et de piéger les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Diallo, 2005).

5. Les oligoéléments
Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans la défense

contre le stress oxydant (Garait, 2006).

% Le sélénium
C’est I’oligo-élément le plus « a la mode » pour ses propriétés antioxydantes avérées. Jadis
comme un toxique, ses effets bénéfiques sur I’organisme ne sont connus que depuis un quart de siecle.
I neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure). Il aurait aussi une action préventive sur certains
cancers (Ahamet, 2003).

-
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3. L’évaluation de I’activité antioxydante:
3.1. Introduction :

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant sont nombreuses et peuvent étre qualitatives
ou quantitatives. La méthode qualitatives, utilisée pour repérer I’activité antioxydant de Composés,
sont relativement peu nombreuses et font intervenir en général, la coloration ou la décoloration d’un
réactif spécifique en présence d’agents antioxydants. Une des méthodes les plus utilisées pour la
détection d’antioxydants est la chromatographie sur couche mince (CCM), qui donne naissance a des
réactions colorées en présence de tels composés (L.i et al., 1999).

En ce qui concerne I’évaluation quantitative de I’activité antioxydante, beaucoup de méthodes
peuvent étre appliquées pour estimer directement I’activité antioxydante. Les méthodes principales
comportent le balayage des radicaux de superoxyde (O2) ; le balayage de peroxyle d’hydrogene
(H202) ; le balayage d’acide hypochloreux (HOCI) ; le balayage du radical d’hydroxyle (OH) ou le
balayage du radical de peroxyle (ROO) (Maamri, 2008).

Il n’existe pas de méthode unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un
échantillon. C’est pourquoi, on effectue différents tests de mesure de pouvoir antioxydant (Belkheiri,
2010).

3.2. Méthodes de piégeage des radicaux stables et évaluation de leur capacité de réduction :

Les tests qui ont été réalisés dans le cadre de ce mémoire sont les suivants :

> Piegeage du radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPHe) :

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (a,o-diphenyl-B- picrylhydrazyl) fut I'un
des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure activité antioxydant des composes
phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995). La réduction du radical DPPH par un
antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517nm provoquée par la présence des extraits phénoliques. Le DPPH est initialement
violet, se décolore lorsque I’électron célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la
capacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités
enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de

différentes substances phénoliques des extraits (Molyneux, 2004).

» Réduction de fer (FRAP: Ferric reducing antioxidant power) :
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a été

développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®*) présent dans le
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complexe KsFe (CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet le Fe** participe & la formation du radical

hydroxyle par la réaction de Fenton.

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986).

» Activité antioxydant totale (CAT) :

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdene de Prieto et al (1999).cette technique est basée sur la réduction de molybdene
Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4 2- a molybdate Mo (V) MoO2+ en
présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate /Mo(V) a PH acide.
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Chapitre | : Matériel Végétal
1. Choix du matériel végétal

La récolte de la plante Pituranthos chloranthus a eu lieu en pleine floraison au mois
d’octobre 2012, dans la région d’El-Kantra, a 50 km du nord de la wilaya de Biskra. Le choix
de cette plante est appuyé sur une enquéte ethnobotanique auprés de la population bédouine
ayant connaissance de l’'usage de cette espéce comme cataplasme sur la téte contre les

céphalées.

2. ldentification de la plante

L’espéce a été identifiée par Docteur Hassani F., membre du laboratoire d’Ecologie et
de Gestion des Ecosystemes Naturels au département de Biologie et Environnement. La
plante a été classée dans le laboratoire des Produits Naturels (LAPRONA) et a été enregistrée
sous la reférence suivante :

» 1943 pour Pituranthos chloranthus (Coss. et Dur).
3- Station d’étude
Les paramétres géographiques de notre station d’étude sont représentés dans le tableau 3

et la figure 5.

Tableau 3: Situation géographique et bioclimatique de la station d’étude.

Station Partie Longitude | Latitude Etage
étudiée (O) (N) bioclimatique
El-Kantra (Biskra) | Partie 5°42’ 35°13° aride
aérienne

4. Conservation des échantillons
Apres la récolte, le matériel végétal (partie aérienne) est nettoyé, etalé et séché a I’abri
de la lumiere et de I’lhumidité et & la température ambiante. Apres le séchage, le matériel

végétal est conserve dans des sacs en papier.

.
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- D 200 & 500 - Die 200 & 500

== Route principale ou
autoroute

Figure 5: Carte géographique de la station de prélevement de
Pituranthos cloranthus (Encarta, 2009).

y
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Chapitre 11 : Tests Phytochimiques

1. Introduction

L’examen phytochimique est un premier pas dans la recherche des classes chimiques
d’un extrait. 1l permet la détection des classes de composés chimiques essentiellement les
composés phénoliques, les Saponosides, les alcaloides, les isoprénoides qui renferme les

terpénoides, I’amidon et les composés réducteurs.

2. Tests phytochimiques
La détection des principaux constituants chimiques est réalisée sur les différents extraits

obtenus par épuisement avec de I’eau, avec de I’éthanol et macération par H,SOy, .

2.1. Epuisement du matériel végétal avec de I’eau a chaude
Dans un ballon monocol surmonter d’un réfrigérant, 50 g du matériel végetal est mis en
présence de 300 ml d’eau. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Ensuite le

mélange est filtré et I’extrait aqueux est soumis aux tests suivants :

2.1.1. Détection d’amidon

Chauffer 5 ml de la solution a tester avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée dans un
bain marie jusqu'a I’ébullition. Ajouté le réactif d’amidon.

Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-violacé (Bruneton,
1999).

2.1.2. Détection des Saponosides
La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait
aqueux, puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est abandonné pendant 20
min et la teneur en saponosides est évaluée :
& Pas de mousse : test faiblement positif.
& Mousse moins de 1 cm = test moyennement positif.
& Mousse de 1-2 cm = test positif.

& Mousse plus de 2 cm = test tres positif (Trease et Evans, 1987).

.
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2.1.3. Détection des tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I’extrait aqueux, 1 ml
d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl; diluée (1%). L’ apparition d’une coloration verte
foncée ou bleue-verte indique la présence des tanins (Trease et Evans, 1987).

2.1.4. Détection des anthocyanes

Leur présence est révélé en traitant 2 ml d’infusé aqueux avec 2ml de HCI (2N) ensuite
ajoutant quelques gouttes de NH4,OH. Un test positif est révélé par une coloration rose-rouge
qui vire au bleu violacée (Debrayb et al., 1971; Paris et al.,1969).

2.2. Epuisement du matériel végétal avec du I’éthanol
Dans un ballon monocol surmonté d’un réfrigérant, 50 g du matériel végétal est mis en
présence de 300 ml d’éthanol. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure. Ensuite, le

mélange est filtré et I’extrait éthanolique est soumis aux tests suivants :

2.2.1. Détection des flavonoides

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de I’extrait éthanolique
avec 1 ml de HCI concentreé et 0.5 g de tournures de magnésium. La présence des flavonoides
est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3 min (Earnsworth,
1974).

2.2.2. Détection des tanins galliques et catéchiques

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I’extrait éthanolique, 2
ml d’eau et 2 & 3 gouttes de solution de FeCl; diluée (1%).
Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noire (tanins galliques) ; verte

ou bleue-verte (tanins catéchiques) (Trease et Evans, 1987).

2.2.3. Détection des composés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 ml de I’extrait éthanolique avec de I’eau distillée et 20
gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer.
Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge-brique (Trease et Evans,
1987).

.



Deuxiéme partie Matériels et méthodes

2.3. Macération du matériel végétal avec I’acide sulfurique (H2SO,)
Ajouter 10 ml de H,SO, dilué (1/10) a 10 g de la poudre végétale dans un erlenemeyer
de 250 ml. Laisser agiter et macérer pendant 24 h a la température ambiante du laboratoire.

Apres filtrer sur papier lavé a I’eau distillée de maniere a obtenir environ 10 ml de filtrat.

2.3.1. Détection des alcaloides
e 1 ml de filtrat + 5 goutte du réactif de Mayer, s’il apparait un précipité blanc-jaunatre
c’est qu’on est en présence d’alcaloides.
e 1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de Wagner s’il apparait un précipité brun c’est

qu’on est en présence d’alcaloides (Paris et al, 1969).

2.4. Détection des coumarines

Placer 1 g d’échantillon de la plante humide dans un tube & essai. Couvrir le tube avec
un papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0.5 ml de NH,OH (10 %). Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiere ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des
coumarines (Rizk, 1982).

2.5. Détection des stérols et triterpénes
Deux essais ont été effectués :

> Essai 01 : Test pour les stérols et stéroides

10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenemeyer. Aprés évaporation a sec, le
résidu est solubilisé avec 10 ml du chloroforme anhydre. Ensuite mélanger 5 ml de la solution
chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique, ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique
concentré, agiter puis laisser la solution se reposer.

Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert
(maximum d’intensité en 30 min a 21°C) (Trease et Evans, 1987).

> Essai 02 : Test pour les hétérosides stérodigues et triterpéniques

Il consiste a évaporer a sec I’extrait éthanolique correspondant & 10 ml. Ensuite
dissoudre le résidu obtenu dans le mélange d’anhydre acétique /chloroforme (5/5 : V/V). Puis,
filtrer et traiter le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (la réaction de
Liebermann-Burchardt). Si, cette réaction donne des colorations verte-bleue et vertes-violette,
elle indique la présence des hétérosides stérodiques et triterpéniques respectivement (Trease
et Evans, 1987).
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Chapitre 111 : Préparation des extraits et dosage des tannins

1. Extraction des extraits bruts méthanolique et aqueux

La poudre (1 g) de la partie aérienne de P. chloranthus est placée dans un erlenemeyer
dans 20 ml du solvant adéquat (méthanol, aqueux) pendant 24 h. Apres la filtration, les
solutions récupérées sont évaporées a sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif de
type HAHNVAPOR R-200 a 60°C. Les résidus secs obtenus pesés sont repris par quelques ml

du méthanol.

2. Calcul du rendement

Les pourcentages en extrait brut ont été calculés par la formule suivante :

R(%6)= M/M x 100

R : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de I’extrait sec résultant

Mo - Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

3. Dosage des tannins condensés

Les quantités des tannins condensées sont estimées en utilisant la méthode de Vanilline
(Julkunen-Titto, 1985). Un volume de 50ul de I’extrait brut (méthanolique ou aqueux) est
ajouté a 1500 pl de la solution Vanilline /méthanol (4% ; m/v) puis mélangé le contenu a
I’acide d’un Vortex. Ensuite, 750 ul de I’acide chlorhydrique concentré (HCI) est additionnée
et laisser réagir a la température ambiante pendant 20 min.

L’ absorbance & 550 nm est mesurée contre le blanc. La concentration des Tannins est
estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par gramme (g) du poids de la matiere

seche a partir de la courbe d’étalonnage.

4. Extraction sélective des tannins

L’extraction des tannins a été effectuée selon la méthode adaptée par Zhang et al.,2008.
2.5¢g de poudre de matériel végétal (partie aérienne) a été extraite par 50 ml du mélange
acétone/eau distillée (35/15,v/v) durant trois jours a une temperature ambiante. La solution
est filtrée et évaporer a 40°C par un rotavapeur HAHNVAPOR-Model : H-S-2005V-N pour

éliminer I’acétone puis, la phase aqueuse est lavée par 15 ml de dichlorométhane afin

.
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d’éliminer les pigments et les lipides. Aprées la séparation de la phase organique, la phase
aqueuse a éte extraite deux fois avec 15ml d’acétate d’éthyle. Le mélange des deux phases est

évaporé a sec a 40°C par un rotavapeur type HAHNVAPOR-Model : H-S-2005V-N puis pesé
et repris par 3ml de méthanol (Figure 6).
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2.5 g du matériel
vegeétal sec et broyé

Ektraction Acétone/eau (35/15, V/V) (3 jours)

Filtration

Filtrat acétone/eau

Tvaporation a40°C

Phase aqueuse

Lavage avec dichlorométhane (15 ml)

! !

Phase organique Phase aqueuse

Exfraction par acétate
d’éthyle (15 ml) (x2)
Phase acétonique
reptlise par 3 ml

methanol

Extrait des tannins

Figure 6 : Protocole d’extraction sélective des tannins (Zhang et al, 2008).
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Chapitre 1V : Etude des pouvoirs antioxydant et antimicrobien

1. Etude du pouvoir antioxydant
L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro des tannins de la partie aérienne de P.
chloranthus a été réalisée par trois méthodes a savoir : la capacité antioxydante totale (CAT),

la réduction du fer et le piégeage du radical libre DPPH".

1.1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale (CAT) de I’extrait est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne de Prieto et al (1999). Cette technique est basée sur la réduction de
molybdéne Mo (V1) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4* & molybdate Mo (V)
MoO;" en présence de I’extrait pour former un complexe vert de phosphate /Mo(V) a pH
acide .

Un volume de 0.3 ml de I’extrait des tannins est mélangé avec 3 ml de solution de
réactif (acide sulfurique 0.6M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d’ammonium 4
mM). Les tubes sont visés et incubés a 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement,
I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la
solution du réactif et 0.3 ml du méthanol et il est incubé dans les mémes conditions que
I’échantillon. La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide
ascorbique par gramme de matiére séche (mg EAA/g MS). Les expériences sont répétées trois

fois.

1.2. Réduction du fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique
a été développée pour mesurer la capacité de I’extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe")
présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*).

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu (1986).
En effet, 1 ml de différentes concentrations (2,1, 0.5,0.25, 0.125, 0.0625 mg/ml) de
I’ extrait des tannins est mélangé avec 2.5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH
6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g) a 1%. Les mélanges sont incubés a
50°C pendant 30 min. Aprés, 2.5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné. Le tout
est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. En suite, 2.5 ml du surnageant de chaque
concentration est mélangé avec 2.5 ml de I’eau distillée et 0.5 ml FeCl; (0.1%). L’absorbance

est mesurée & 700 nm & I’aide d’un spectrophotométre de type Specord® 200 plus.
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Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés.

L’acide ascorbique est utilisé comme un contrdle positif. Les expériences sont répétées
deux fois.

1.3. Piégeage du radical DPPH*

L’effet de I’extrait de P.chloranthus sur le (DPPH®) est mesuré par la procédure décrite
par Sanchez et ces collaborateurs (1998). Un volume de 50 ul de différentes concentrations
de I’extrait des tannins (4,2 ,1, 05, 0.25, 0.125 mg/ml ) est ajouté a 1.950 ul de la
solution méthanolique du DPPH (0.025 g/1) fraichement préparée. L’absorbance est mesurée a
515 nm aprés 30 min d’incubation a la température ambiante. Les pourcentages d’inhibition

(%) du radical DPPH sont calculés a partir de la formule suivante :

% d’inhibition = [(DOtsmoin ~DOschantilion) / DOtemoin] * 100

Ou : DOgmoin : représente I’absorbance du contréle sans extrait aprés 30 min.

DOcchantilion : représente I’absorbance en présence d’extrait apres 30 min.

La variation des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations d’extrait nous
a permet de calculer la concentration efficace (efficient concentration value : ECs). Cette
derniere est définie comme la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la

concentration initiale du DPPH a 50 %.

2. Etude du pouvoir antimicrobien
Les tests antibactériens et antifongiques ont pour but de rechercher I’activité biologique
de P’extrait des tannins de la partie aérienne de P. chloranthus vis-a-vis des différents

microorganismes : bactéries et levure.

2.1. Les souches testées

Les microorganismes utilisés dans notre étude sont mentionnés dans le tableau 4 :

.
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Tableau 4 : Souches utilisées dans les différents tests antimicrobiens.

Microorganismes Gram Code Origine
Staphylococcus aureus ATCC 6538 MNHN
Micrococcus luteus Positif ATCC 9341
Listeria monocytogenes ATCC 15313 La PRONAT
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MNHN
Escherichia coli negatif ATCC 8739
Klebsiella pneumoniae ATCC 13047 La PRONAT
Candida albicans Levure ATCC 10231 LAPSAB

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturel, Paris.
La PRONAT : Laboratoire des Produits Naturels.
LAPSAB : Laboratoire Antibiotique, antifongique, Physicochimique, Synthése et Activité

Biologique.

2.2. Conservation des souches

Elle a été réalisee par ensemencement des souches isolées sur gélose nutritive inclinée

en tubes a essais, les cultures pures sont conservées a + 4°C a I’obscurité.

2.3. Les milieux de culture utilisés

Suivant les méthodes employées dans I’essai et selon les souches, nous avons utilisés

comme milieux de culture les suivants :

e Bouillon et Gélose Mueller Hinton pour les bactéries (Sigma-Aldrich).

e Bouillon et Gélose Sabouraud pour la levure (Sigma-Aldrich).

2.4. Les techniques microbiologiques

2.4.1. Sensibilité des souches

a. Principe

Le but de réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un

ou plusieurs antibiotiques.

Vis-a-vis

antibiotiques

antifongiques
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2.4.1.1. Choix des antibiogrammes

Nous avons utilisés des disques de 6 mm de diameétre imprégnés des antibiogrammes a
différentes concentrations conditionnés par le fabricant (Institut Pasteur, Alger) par paquets de
50 disques.

Tableau 5 : Liste des antibiogrammes testés sur les bactéries et la levure.

Antibiogrammes Abreéviations concentration
Amoxicilline + acide chlavulanique AMP 20-10 ug
Gentamycine GEN 10 pg
Acide nalidixique NAL 30 ug
Oxacilline OXA 1ug
Bacitracine B 10 UI
Spiramycine SPI 10 pg
Cefalexcine LEX 30 ug
Colistine COL 50u
Lincomycine L 15
Cotrimoxazole SXT 25U
Doxycycline DOX 30
Ampicilline AMP 10
Neomycine NEO 30Ul
Nystatine / 30 pg

2.4.1.2. Préparation de I’'inoculum
Pour la fixation de I’inoculum de départ on a employés une méthode photométrique
(Atwal, 2003).
v A partir d’une préculture d’environ 20 h (d’environ 20 h sur bouillon Mueller
Hinton pour les bactéries, et 48h sur bouillon Sabouraud pour la levure), préparer
une suspension bactérienne et I’homogénéisé, la densité optique doit étre de 0,08 a
0,1 mesuré & 625nm (10® UFC/ml).
v" L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou
bien du milieu stérile s’il est trop fort.
v' L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de

I’inoculum.
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2.4.1.3. Ensemencement

v
v

24.1.
v

v

24.1.

Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.

L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,
afin de décharger au maximum.

Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées.

Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon
sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’écouvillon a
chaque fois (Rahal et al., 2011).

4. Application des disques d’antibiogramme

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90
mm de diamétre. Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a
centre.
Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide d’une pince bactériologique stérile pour
s’assurer de son application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre deplacé
(Rahal etal., 2011).

5. Incubation

Les boites sont incubées pendant 24 heurs a 37C°pour les bactéries et pendant 48h a

30C°pour la levure.

2.4.1.

6. Lecture
v/ On mesure avec précision les diamétres des zones d’inhibition a I’aide d’une regle
graduée sur le fond de la boite ;
v/ On compare les résultats aux valeurs critiques ;
v' Selon le diametre d’inhibition, on classe la bactérie dans I’'une des catégories :

Sensible, Intermédiaire, ou Resistance.

.
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2.4.2. Sensibilité des souches vis-a-vis de I’extrait des tannins de la partie aérienne de
P.chloranthus
2.4.2.1. Préparation de I’extrait

L’extrait sec des tannins est récupéré dans le Dimethyl sulfoxyde (DMSO) (Sigma
Adrich) avec une concentration de 300 mg/ml.

2.4.2.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait des tannins

La méthode de diffusion est tres utilisée en microbiologie, repose sur la diffusion du
composé antimicrobien en milieu solide. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est
apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition. Dans la technique de diffusion il y a
compétition entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit a tester
(Broadasky et al., 1976).

» Méthode de diffusion sur agar (méthode des disques) :

L'activité antimicrobienne a été déterminée en utilisant la méthode de diffusion sur
agar. Des boites de Pétris stériles préalablement coulées par des milieux (Mller Hinton pour
les bactéries, et Sabouraud pour la levure), ont été ensemencées a I’aide d’un écouvillon
stérile & partir d’une suspension microbienne (10” cellule/ml). Puis, des disques de papier
filtre stérile de 6 mm de diameétre, imprégnés de 10ul de I’extrait des tannins, ont été déposés
stérilement sur la surface des milieux. Aprés incubation de 24h & 37 °C pour les bactéries et
48h a 30°C pour la levure, la lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre, en mm, de
la zone d’inhibition.Toutes les expériences ont été répétées trois fois, (Lesueur et al., 2007 ;
Boulekbache et al.,2012 ) (figure 7).

.
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¢

Séchage de la boite 30 min

—— ————

Ensemencement par écouvillon

la culture (bactérie ou levure)

(10" UFC/ml)

Séchage 30 min et incubation 24 ha 37°C

O (@) _ —— —————

Les disques imbibés de 10 pl

de I’extrait des tannins

la lecture des résultats se fait par la
mesure du diamétre, en mm, de la zone
d’inhibition.

Figure 7 : Méthode de Boulekbache et al.,(2012).

3. Analyse statistique des résultats

Dans toutes les expériences du dosage et d’évaluation de I’activité antioxydante, les
données expérimentales obtenues ont été exprimées en tant que la moyenne + I’écart-type. Le
coefficient de corrélation (R?) de Iactivité antioxydante a été déterminé en utilisant les

programmes Origine 6 et I’Excel 2003.
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I. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés a partir de la partie
aérienne de Pituranthos chloranthus en utilisant des solvants de polarité différente et des réactifs
spécifiques de révélation.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires au niveau des tissus vegétaux de notre plante. La détection de ces composés chimiques est
basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité, un
changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére ultraviolette.

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la partie aérienne de P.chloranthus sont
résumés dans le tableau 6.

Cette analyse phytochimige nous a permis de meétre en évidence six familles chimiques, les
flavonoides, les tannins, les coumarines, stérols et triterpénes, hétérosides et les saponosides.

Suite a notre recherche bibliographique il n’y a pas eu de travaux sur la composition chimique
de I’espéce P.chloranthus a I’exception des travaux réalisés par Halim et al., 1995 sur une plante de

méme genre qui est P.triradiatus et qui démontré la présence des coumarines dans la partie aérienne.

Tableau 6 : Résultats des tests phytochimiques de la partie aérienne de P.chloranthus.

Familles chimiques Partie aérienne de la plante
Amidon -

Saponosides +

Tannins ++

Flavonoides ++

Anthocyanes -

Flavonoides -

Tannins galliques -

Tannins catéchiques +

Composés réducteurs -

Alcaloides -
Coumarines +
Stérols et triterpénes +
Hétérosides +

Réaction faiblement positive : + Réaction positive : + + Réaction négative : -
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I1. Dosage des tannins

1. Les rendements en extraits secs de la partie aérienne de P. chloranthus

o)
Rendement % e
SN (o)) (o] o N

N
1

E.MéOH E.Aqueux E.Tannins

o

Figure 8 : Rendement en extraits obtenus & partir de la partie aérienne de la plante.

E : Extrait E.MéOH : Extrait méthanolique.

Nous constatons que I’extrait brut aqueux de P. chloranthus enregistre un fort rendement de
I’ordre de 10.07 % suivi par I’extrait méthanolique a raison de 8.45% et I’extraction des tannins par
acétone/eau a donnée un taux de 0.68% (Figure 8, Annexe 2).Nos rendements sont supérieurs a ceux
trouvés par Bouaziz et al (2009), ainsi ils ont obtenu avec I’extraction par méthanol a chaud et & I’eau

un rendement de I’ordre de 3.10 % et 5.0 % respectivement dans la partie aérienne de P.chloranthus.

2. Dosage des tannins
La quantification des tannins a été effectuée par une méthode adaptée par Zhang et al (2008).
Une courbe d’étalonnage est réalisée en utilisant de la catéchine comme contréle positif. Les résultats

sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la catéchine par gramme de la matiere végétale
séche (mg EC/g MS) (Figure 9).

E
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 10, annexe 3. Les teneurs en tannins sont
de I’ordre de 9,01+ 0,60 ; 1,66 + 0,10 mg EC/g MS respectivement, nous avons remarqué que la teneur

enregistrée dans I’extrait méthanolique est la plus importante par rapport a I’extrait aqueux.
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Figure 10 : Teneurs en tannins pour I’extrait méthanolique et aqueux de la plante étudiee.

Nous n’avons pas pu comparer nos résultats par manque de travaux sur le dosage des tannins de

cette plante.
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Les travaux de Bouaziz et al (2009) montrent la présence des phénols totaux et des flavonoides
avec des concentrations trés important allant de 314+38 (mg PyE/100 g ) , 19+2 (mg RuE/100 @)
respectivement dans I’extrait méthanolique et de I’ordre de 372 + 45 (mg PyE/100 g ), 38 £ 4 (mg
RUE/100 g) respectivement dans I’extrait aqueux de P. chloranthus.

I11. Etude de I’activité antioxydante
Nous avons utilisé I’extrait des tannins pour tester la méthode de CAT (capacité antioxydante
totale), de réduction de fer (FRAP) et le piégeage de radical libre DPPH.

1. La capacité antioxydante totale (CAT)
Les résultats obtenus nous révelent que la capacité antioxydante de I’extrait des tannins est de
I’ordre de (0.9538 + 0.0995 mg EAA/g MS).

2. Reduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

C’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et facile a exécuter.
Cette méthode est basée sur la capacité des tannins a réduire le fer ferrique Fe 3+ en fer ferreux Fe 2+.
La puissance de réduction est I’un des mécanismes antioxydants (Karagozler et al., 2008).

Dans notre travail nous I’avons opté pour tester I’extrait de tannins de la partie aérienne de la
plante étudiée. Les résultats représentés dans la (Figure 11, Annexe 5) nous ont montré que la capacité
de réduction est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de nos échantillons (Liuk et al.,
2009).

.
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Figure 11 : Pouvoir réducteur des tannins de P.chloranthus par la méthode de FRAP.

Selon la figure 11, nous avons remarqués une augmentation proportionnelle de la densité
optique avec les différentes concentrations de I’extrait et & la concentration de 2 mg/ml, le pouvoir
réducteur de I’extrait des tannins de P.chloranthus donne une densité optique de 1.0423, on peut dire
que cet extrait a une activité moyenne de réduction de fer avec ECsp = 0.82 + 0.191mg/ml comparé a
ECso de I’acide ascorbique (0.06 mg/ml).

Nous n’avons pas trouvés des travaux réalisés sur le pouvoir réducteur de P.chloranthus pour

comparer nos résultats.

3.La méthode de piégeage de radical libre DPPH

L’activité antioxydante de I’extrait de tannins de Pituranthos chloranthus vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515nm (Figure 12). Cette
capacité de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des
substances anti radicalaires (Majhenic et al., 2007).
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Figure 12 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

La figure 13 illustre les résultats du pouvoir antioxydant des tannins par la méthode de piégeage
de radical libre DPPH.
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Figure 13 : Pouvoir antioxydant de I’extrait des tannins de P. chloranthus.

Nous avons exprimé I’activité antioxydante de cet extrait en ECsg, cette derniére définit la
concentration efficace du substrat qui cause la réduction de 50% de DPPH en solution. Plus la valeur
ECso est petite, plus I’activité de I’extrait testé est grande (Pokorny et al., 2001).

Nous remarquons que la valeur ECso de I’extrait des tannins est égale a 1.49 + 0.032 mg/ml,
nous avons comparé nos résultats a I’acide ascorbique pris comme antioxydant de référence justifié par
la valeur ECso = 0.12 mg/ml, ceci nous a permis de conclure que I’extrait des tannins de P.chloranthus
a un pouvoir antioxydant plus ou moins important. Cet extrait présent un pourcentage d’inhibition de

76.02% a une concentration de 4mg /ml.

&
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Aucun travail n’a été effectué sur le pouvoir antioxydant des tannins. Les seuls résultats du
pouvoir antioxydant sont celles de DPPH des extraits de la partie aérienne de P.chloranthus ( Bouaziz
et al.,2009).

D’apres les travaux de Bouaziz et al (2009), I’activité antioxydante de P.chloranthus est de
I’ordre de (2.01 £ 0.34mg/ml et 4.59 + 0.78 mg/ml) respectivement dans I’extrait méthanolique et

aqueux.

1VV. Pouvoir antimicrobien

Pour I’évaluation du potentiel antimicrobien de I’extrait des tannins de Pituranthos chloranthus,
on a préféré de les tester contre plusieurs cibles, car chacune d’elles posséde des structures cellulaires

et un métabolisme particulier.
1. Résultats de I’Antibiogramme

Les diamétres des zones d’inhibitions nous ont permis de classer les souches testées suivant leur

sensibilité vis-a-vis des antibiotiques (ATB) utilisés.
1.1. Escherichia coli ATCC 8739

Selon les résultats de I’antibiogramme présentés dans la figure 14, les antibiotiques (
cotrimoxazole, neomycine, gentamicine, acide nalidixique et colistine) sont les plus efficaces sur

Escherichia coli avec des zones d’inhibition de 28, 24, 24, 20 et 15mm, respectivement (Annexe 7)
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Figure 14 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques testé sur
Escherichia coli ATCC 87309.
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Am-+ac cla : Amoxicilline + acide clavulanique. A : Acide.

Le tableau 7 et la photo 2 résument les interprétations des diamétres des zones d’inhibition des
antibiotiques ou cette souche est résistante a la plupart de ces antibiotiques.

Tableau 7 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Escherichia coli
(CASFM, 2012).

Antibiotique Lecture de I’antibiogramme
Amoxicilline + acide clavulanique R
Gentamicine S
Acide nalidixique S
Oxacilline R
Bacitracine R
Spyramicine R
Cefalexine R
Colistine S
Lincomycine R
Cotrimoxazole S
Doxycycline R
Ampicilline R
Neomicyne S

S : Sensible, I : Intermédiaire, R : Résistante.

Photo 2: Antibiogramme d’E. coli.

.



Troisieme partie Résultats et discussion

1.2. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Cette souche & Gram négatif est résistante a tous les antibiotiques & I’exception des deux
antibiotiques qui sont inhibiteurs de la croissance (amoxicilline + acide clavulanique, colistine)

possedent des zones d’inhibition respective 20 et 16 mm (Figure 15 et Annexe 8).

d'inhibition(mm)

Diametre de la zone
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Figure 15 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques testés sur
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Nous constatons une sensibilité de la souche Pseudomonas aeruginosa testé vis-a-vis de la
colistine et I’amoxicilline + acide clavulanique, ainsi qu’une résistante totale contre le reste des

antibiotiques (Tableau 8).

Tableau 8 : Interprétation des diametres des zones d’inhibition Pour Pseudomonas aeruginosa
(CASFM, 2012).

Antibiotique Lecture de I’antibiogramme
Amoxicilline + acide clavulanique I

Gentamicine
Acide nalidixique
Oxacilline
Bacitracine
Spyramicine
Cefalexine
Colistine
Lincomycine
Cotrimoxazole
Doxycycline
Ampicilline
Neomicyne

pelpelpsibelbu il uielipe
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1.3. Klebsiella pneumonia ATCC 13047

Nous avons constaté une sensibilité de la souche K.pneumonia testés vis-a-vis de neomycine ,

cotrimoxazole, colistine et gentamicine avec des zones d’inhibitions de I’ordre de 21, 21,17 et 16mm

respectivement et une résistante pour les autres antibiotiques (Figure 16,Annexe 9).
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Figure 16 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques testés sur

Klebsiella pneumonia ATCC 13047.

D’aprés le tableau 9 et la photo 3, Klebsiella pneumonia est sensible aux quatre antibiotiques

(neomycine , cotrimoxazole, colistine et gentamicine ) et resistante aux autres.

Tableau 9 : Interprétation des diametres des zones d’inhibition Pour Klebsiella pneumonia

(CASFM, 2012).

Antibiotique

Lecture de I’antibiogramme

Amoxicilline+acide Clavulanique

R

Gentamicine

Acide nalidixique

Oxacilline

Bacitracine

Spyramicine

Cefalexine

Colistine

Lincomycine

Cotrimoxazole

Doxycycline

Ampicilline

Neomicyne

W OO N O WN OO0 00—
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Photo 3: Antibiogramme de Klebsiella pneumonia.

1.4. Staphylococcus aureus ATCC 6538
Concernant la souche S.aureus, nous avons vu qu’il y a une inhibition par la gentamicine,

I’acide nalidixique, la colistine, la cotrimoxazole, la neomycine, la cefalexine et I'ampiciline (Figure
17, Annexel0).

Diametre de la zone
d'inhibition(mm)

Figure 17 : Distribution des diametres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques testés sur
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Les résultats obtenus nous montre que S.aureus est sensible presque a la moitié des
antibiotiques testés et résistante aux restes (Photo 4, Tableau 10).

45
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Tableau 10 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Staphylococcus aureus
(CASFM, 2012).

Antibiotique Lecture de I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique R

Gentamicine

Acide nalidixique

Oxacilline

Bacitracine

Spyramicine

Cefalexine

Colistine

Lincomycine

Cotrimoxazole

Doxycycline

Ampicilline

N=D N N=ATD T 0NnWN

Neomicyne

Photo 4: Antibiogramme de Staphylococcus aureus.

1.5. Micrococcus luteus ATCC 9341

D’apres la figure 18, M.luteus est sensible aux cotrimoxazole, gentamycine, neomycine,
I’amoxicilline + acide clavulanique, colistine , spyramicine et I’ampicilline avec des zones
d’inhibitions de 33, 27, 25,18,17,17 et 16mm respectivement, et résistante pour les autres
antibiotiques (Annexe 11).
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Figure 18 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques testés sur

Micrococcus luteus ATCC 9341.

De méme que M.luteus est sensible aux antibiotiques gentamycine, colistine, cotrimoxazol et la

neomycine et presente une inhibition intermédiaire pour I’amoxicilline + acide clavulanique,

spyramicine et I’ampicilline et une résistante pour les autres antibiotiques (Tableaull).

Tableau 11 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Micrococcus luteus.

(CASFM, 2012).

Antibiotique

Lecture de I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique

Gentamicine

Acide nalidixigue

Oxacilline

Bacitracine

Spyramicine

Cefalexine

Colistine

Lincomycine

Cotrimoxazole

Doxycycline

Ampicilline

Neomicyne

N|=0 0N TN DTN DD 0N

<



Troisiéme partie

Résultats et discussion

1.6. Listeria monocytogenes ATCC 15313

La figure 19 et I’annexe 12 ont montré que la souche L.monocytogenes , est sensible a la

gentamicine et la colistine avec les diamétres 20 et 16mm respectivement et résistante aux autres

antibiotiques.
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Figure 19 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des antibiotiques testés sur

Listeria monocytogenes ATCC 15313.

Le tableau 12 révélé une resistante de L.monocytogenes vis-a-vis de tous les antibiotiques a

I’exception de leur sensibilité aux gentamicine et la colistine.

Tableau 12 : Interprétation des diamétres des zones d’inhibition pour Listeria monocytogenes

(CASFM, 2012).

Antibiotique

Lecture de I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique

R

Gentamicine

Acide nalidixique

Oxacilline

Bacitracine

Spyramicine

Cefalexine

Colistine

Lincomycine

Cotrimoxazole

Ampicilline

Neomicyne
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2. Pouvoir antifongique

Afin de tester le pouvoir antifongique de la levure Candida albicans, nous avons mis en
présence de la nystatine a la concentration (30 pg) ou elle a révélé une résistante totale par rapport a
celle-ci.

3. Pouvoir antimicrobien de I’extrait des tannins
Nous rapportons sur le tableau 13, les diametres des zones d’inhibition (mm) de I’extrait des

tannins de P.chloranthus relatif aux souches bactériennes testées.

Tableau 13 : Diametres des zones d’inhibition (en mm) de P.chloranthus pour les six souches

bactériennes (en mm).

Diameétres des zones d’inhibition en(mm)

Les souches testées
Extrait des tannins DMSO
[C] = 300mg/ml
Staphylococcus aureus ATCC 6538 7.0 00
Micrococcus luteus ATCC 9341 00 00
Listeria monocytogenes ATCC 15313 00 00
Escherichia coli ATCC 8739 00 00
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 00 00
Klebsiella pneumonia ATCC 13047 00 00

L’extrait des tannins de P. chloranthus dont la concentration est égale a 300 mg/ml n’a pas
empéché la croissance des bactéries testées, a I’exception d’une faible inhibition de I’ordre de 7mm a
été démontrée sur Staphylococcus aureus, bactérie Gram positif.

La levure Candida albicans apparait plus résistante vis-a-vis de notre extrait, donc ce dernier est

sans effet sur la croissance de cette levure (Tableau 14).
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Tableau 14 : Diametres des zones d’inhibition (en mm) de P.chloranthus pour la levure testée.

Les souches testées Diameétres des zones d’inhibition (en mm)
Extrait des tannins DMSO

Candida albicans
ATCC 10231 00 00

Il a été rapporté par Bouaziz et al (2009) que les extraits obtenus par I’hexane et I’eau de
P.chloranthus ont révélés une activité inhibitrice sur P.aeruginusa et sur E.coli avec des zones
d’inhibition 14,12mm respectivement.

D’apres les travaux de Athamena et al (2010), S.aureus ATCC une bactérie Gram (+), s’est
révélée sensible a I’extrait hydro-méthanolique de Cuminum cyminum L. (famille des Apiacées ) avec
des zones d’inhibition de 16.33 £ 0.58 mm utilisant une concentration de 10ul par disque.

L’hypersensibilité de la souche S.aureus ATCC peut s’expliquer par la probabilité de la
sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la
température, le pH et les extraits naturels (Balentine et al., 2006).

Selon les travaux de Benmekhbi et al (2008), I'extrait butanolique de P. scoparius avec une
concentration de (128ug/ml) et suivant la méthode de diffusion de disque montre une bonne activité
antibactérienne contre les microorganismes Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853, et Staphylococcus doré avec des zones d’inhibition de I’ordre de 30mm.

Les résultats de I’activité antifongique obtenue par Athamena et al (2010) ont montré
I’inefficacité de I’extrait brut hydro-méthanolique du Cuminum cyminum L. contre I’ensemble des
souches testées (Candida albicans, Candida kefyr et Aspergilus niger ). Par conséquent, les résultats
d’Ertirk (2006), ont demontré des zones d’inhibition de 14 mm de I’extrait éthanolique du Cuminum
cyminum L. vis-a-vis de Candida albicans, ce qui explique que I’activité antifongique dépend du
solvant utilisé pour I’extraction.

Nous pouvons conclure que notre extrait tannin n’a aucune activité antimicrobienne malgré
I’utilisation de forte concentration de I’ordre de milligramme par rapport aux autres travaux réalisés
ayant des concentrations tres faibles de I’ordre de microgramme. Certains auteurs ont mis en évidence
le pouvoir antibactérien important des flavonoides (épigallocatéchine, la catéchine, la myricétine, la
quercétine ) (Shan et al., 2007).
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Conclusion générale

Les plantes aromatiques et médicinales sont la source de la majorité des antioxydants naturels et
elles restent encore sous exploitées dans le domaine médicale. Dans I’industrie pharmaceutique, sachant
que les antioxydants sembleraient de maniére significative a la prévention des maladies, le
développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a I’ordre du
jour.

Notre étude porte sur I’espéce Pituranthos chloranthus qui est utilisée en médecine traditionnelle
comme antidiabétique, contre les rhumatismes et les céphalées.

Les tests phytochimiques nous révelent la présence des tannins, des flavonoides, des stérols et
triterpénes, coumarines, des saponosides et hetérosides.

La détermination du rendement de I’extrait brut de P.chloranthus (10.07 %) issus de I’extraction
aqueuse est supérieur a I’extrait méthanolique avec un rendement de (8.45 %) .

Le dosage des tannins des deux extraits (aqueux et méthanolique) montre une teneur considérable
dans I’extrait brut méthanolique (9,01+ 0,60 mg EC/g MS) par rapport a I’extrait aqueux (1,66 + 0,10 mg
EC/g MS). L’extraction sélective des tannins utilisant le mélange acétone, eau nous donne un rendement
de 0.68%.

L’étude du pouvoir antioxydant de I’extrait des tannins est réalisée par trois méthodes, la CAT
(capacité antioxydante totale), réduction de fer (FRAP) et piégeage de radicale libre DPPH.

Les résultats par le piégeage de radical libre DDPH nous révélent une certaine activité des tannins
avec une concentration EC5=1.49 + 0.032 mg/ml. Les tannins présentent une capacité réductrice
considérable avec 0.82 + 0.191mg/ml comparée a celle de I’acide ascorbique (0 .06 £0.002 mg /ml) et
une faible capacité antioxydante totale de (0.9538 + 0.0995 mg EAA/g MS).

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion des disques de I’extrait de
tannin dissout dans le DMSO vis-a-vis de six souches bactériennes (trois Gram(+) et trois Gram(-)) a
permis de visualiser une faible action inhibitrice de notre extrait sur Staphylococcus aureus par rapport
aux autres souches qui possedent une croissance normale et en comparaison avec les antibiotiques testés
qui donnent des activités inhibitrices trés remarquables.

L’étude de pouvoir antifongique de I’extrait ne montre aucune activité vis-a-vis de la levure testée
Candida albicans. Cet résultat est confirmé par le test antifongique de la nystatine (30ug) et qui se révele
sans effet.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la recherche
des substances de source naturelle biologiquement actives.

Toutefois, il serait intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques et biologiques sur
cette espéce afin d’isoler les molécules responsables des activités observées, ce qui permettra d’élargir

I’arsenal thérapeutique des médicaments a base des plantes médicinales.
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Annexe 1 : Réactifs de caractérisation

£ Amidon
L’amidon est caractérisé par un réactif spécifique connu sous le nom d’amidon. Ce dernier a
été préparé comme suit :

e Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau distillée contenant 2,5 g d’iodure de potassium ;

e Chauffer pendant 5 minutes ;

e Diluer jusqu’a 500 ml.
La détection d’amidon s’effectue comme suit :

e Chauffer 5 ml de la solution a tester avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée dans
un bain-marie jusqu’a ébulution ;

e Ajouter le réactif d’amidon.
Un test positif est révéle par I’apparition d’une coloration bleu-violacée.

£ Alcaloides
La caractérisation des alcaloides se fait par :

» Reéactif de Mayer : la préparation de ce réactif s’effectue comme suit :

e Dissoudre 1,358 g de HgCI2 dans 60 ml d’eau ;

e Dissoudre 5 g de Kl dans 10 ml d’eau ;

e Meélanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 ml d’eau.
Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité blanc

> Réactif de Wagner : ce réactif a été préparé comme suit :

e Dissoudre 2 g de Kl et 1,27 de 12 dans 75 ml d’eau ;

e Ajuster le volume total @ 100 ml d’eau.

Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.
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Annexe 2: Comparaison en rendements de différents extraits de P.chloranthus.

Les extraits

Les solvants utilisés

Rendement %

méthanol 8.45
Extrait brut Eau distillée 10.07
Extrait sélectif des tannins | Acétone /eau 0.68

Annexe 3: Calculs des teneurs en tannins condensées des différents extraits de P.chloranthus.

Extraits bruts Tannins (mg EC/g MS)

Extrait méthanolique 9.0146 + 0.604

Extrait aqueux 1.6602 + 0.106

Annexe 4: Résultats de piégeage de radical libre DPPH trouvés pour I’extrait sélectif des tannins de la
partie aérienne de P.chloranthus.

Extrait étudié Concentration Densité Optique (valeur Pourcentage
[C] mg/ml moyen) DO d’inhibition
% |
4 0.1993 76.02 %
g
= 2 0.3303 60.26 %
L4 1 0.4928 40.71%
I 05 0.6895 17.04 %
b
£ 0.25 0.7671 07.71 %
5 0.125 0.7970 04.11 %
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Annexe 5: Résultats de I’analyse FRAP trouvés pour I’extrait sélectif des tannins de la partie aérienne

de P.chloranthus.

Extrait étudié

Concentration

Densité Optique

[C] mg/ml DO moyen

2 1.0423
2
=
S 1 0.6768
S 0.5 0.4328
2 0.25 0.2398
3
= 0.125 0.1209
o
x 0.0625 0.0753




Annexes

Annexe 6 : Composition de différents milieux utilises

Pour un litre :

Mueller-Hinton

Infusion de Viande de Beeuf................... 4
Peptone de Caseine .........cccocvvevveeiveennnnnn 175¢
Amidon de Mais.........ccocveeiiieeiiieeninnnnn 15¢
AGAT i 159
Eau distillé ........coovvvveiiiiicee i, 1000 ml
PH oot 7.4
Milieu Sabouraud (Liquide)

Peptone pepsique de viande ................... 10g
GIUCOSE....evieiieee e 409
pH=5.6 £ 0.2

Milieu B.H. 1. B

Proteose-peptone ..........coeevviiieinnnnn 10.0g
Infusion de cervelle de veau................12 ,5¢
Infusion de cceur de beeuf........ .............. 5¢
GlUCOSE..... i, 29

Chlorure de sodium.............................. 5g

Hydrogénophosphate de sodium ............ 2,5¢.



Annexe 7: Lecture de I’antibiogramme d’Escherichia coli.

Annexes

Antibiotique Diametre de la zone Lecture de
d’inhibition (mm) I’antibiogramme
Amoxicilline+acide clavulanique 15 R
Gentamicine 24 S
Acide nalidixique 20 S
Oxacilline 6 R
Bacitracine 6 R
Spyramicine 13 R
Cefalexine 8 R
Colistine 15 S
Lincomycine 6 R
Cotrimoxazole 28 S
Doxycycline 10 R
Ampicilline 12 R
Neomicyne 24 S
Annexe 8: Lecture de I’'antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa.
Antibiotique Diametre de la zone Lecture de
d’inhibition (mm) I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique 20 |
Gentamicine 6 R
Acide nalidixique 6 R
Oxacilline 6 R
Bacitracine 6 R
Spyramicine 6 R
Cefalexine 6 R
Colistine 16 S
Lincomycine 6 R
Cotrimoxazole 6 R
Doxycycline 6 R
Ampicilline 6 R
Neomicyne 13 R




Annexe 9: Lecture de I’'antibiogramme de Klebsiella pneumonia.

Annexes

Antibiotique

Diamétre de la zone

d’inhibition (mm)

Lecture de

I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique 10 R
Gentamicine 16 |
Acide nalidixique 12 R
Oxacilline 6 R
Bacitracine 6 R
Spyramicine 10 R
Cefalexine 6 R
Colistine 17 S
Lincomycine 6 R
Cotrimoxazole 21 S
Doxycycline 6 R
Ampicilline 6 R
Neomicyne 21 S
Annexe 10: Lecture de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus.
Antibiotique Diameétre de la zone Lecture de
d’inhibition (mm) I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique 12 R
Gentamicine 30 S
Acide nalidixique 21 S
Oxacilline 6 R
Bacitracine 6 R
Spyramicine 13 R
Cefalexine 13 |
Colistine 17 S
Lincomycine 6 R
Cotrimoxazole 31 S
Doxycycline 11 R
Ampicilline 16 |
Neomicyne 27 S




Annexe 11: Lecture de I’antibiogramme de Micrococcus luteus..

Annexes

Antibiotique

Diamétre de la zone

d’inhibition (mm)

Lecture de

I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique 18 |
Gentamicine 27 S
Ac nalidixique 6 R
Oxacilline 6 R
Bacitracine 6 R
Spyramicine 17 R
Cefalexine 11 R
Colistine 17 S
Lincomycine 6 R
Cotrimoxazole 33 S
Doxycycline 13 R
Ampicilline 16 |
Neomicyne 25 S
Annexe 12: Lecture de I’antibiogramme de Listeria monocytogenes.
Antibiotique Diameétre de la zone Lecture de
d’inhibition (mm) I’antibiogramme

Amoxicilline+acide clavulanique 6 R
Gentamicine 20 S
Ac nalidixique 6 R
Oxacilline 6 R
Bacitracine 6 R
Spyramicine 6 R
Cefalexine 6 R
Colistine 16 S
Lincomycine 6 R
Cotrimoxazole 6 R
Ampicilline 6 R
Neomicyne 11 R




Résumé

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’étude de molécules antioxydantes d’origine naturelle. Notre travail
est I’étude phytochimique visant a caractériser les différentes familles des composés chimiques contenues dans la partie aérienne de
Pituranthos chloranthus, puis I’extraction sélective de la classe des tannins.

Les tests phytochimiques nous ont permis de métre en évidence les familles chimiques suivantes : les flavonoides, les tannins, les
coumarines, stérols et triterpénes, hétérosides et les saponosides.

Les rendements obtenus des extraits aqueux et méthanoliques sont de I’ordre de 10.07 % et 8.45 % respectivement.

Les teneurs en tannins sont de I’ordre de 9,01+ 0,60 mg EC/g MS et 1,66 + 0,10 mg EC/g MS respectivement dans I’extrait
méthanolique et aqueux.

L’extraction sélective des tannins nous a révélé un rendement de 0.68% dans la partie aérienne de P.chloranthus.

Les méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant nous ont révélés que : la capacité antioxydante totale montre une faible activité de
I’ordre de 0.9538 £ 0.0995 mg EAA/g MS, le pouvoir réducteur utilisant la méthode de FRAP révéle une activité moyenne avec ECsy =
0.82 £ 0.191mg/ml, et que I’activité par le piégeage de radical libre DPPH donne une valeur d’ECso = 1.49 + 0.032 mg/ml.

L’effet antimicrobien de I’extrait de tannins de P.chloranthus est signalé négatif a I’exception d’une faible activité inhibitrice
remarquée vis-a-vis de la bactérie Gram positif Staphylococcus aureus avec un diameétre d’inhibition de 7mm.

Mosts clés : Pituranthos chloranthus, étude phytochimique, tannins, pouvoir antioxydant, effet antimicrobien ,FRAP , DPPH et CAT.

Abstract

Most of the interest of current research relates to the study of antioxydant molecules of natural origin. Our work is the phytochimic
study aiming at characterizing the various families of the chemical compounds contained in the air part of Pituranthos chloranthus,
then the selective extraction of the class of tannins.

The tests phytochimic have allowed to us of meter in obviousness the following chemical families: flavonoides, tannins, coumarins,
sterols and triterpénes, heterosides and saponosides.

The outputs obtained of the extracts aqueous and methanolic are about 10.07% and 8.45% respectively.

The contents tannins are about 9,01+ 0,60 Mg EC/g MS and 1,66 + 0,10 Mg EC/g MS respectively in the extract methanolic and
aqueous.

The selective extraction of tannins revealed us an output of 0.68% in the air part of P.chloranthus.

The methods evaluation of the antioxydant capacity revealed us that: the total antioxydant capacity shows a weak activity of about
0.9538 + 0.0995 mg EAA/g MS, the reduction using the method of FRAP reveals an average activity with EC50 = 0.82 + 0.191mg/ml,
and that the activity by the free trapping of radical DPPH gives a value of ECsy = 1.49 £ 0.032 mg/ml.

The antimicrobic effect of the tannin extract of P.chloranthus is announced negative except for a weak inhibiting activity noticed with

respect to the bacterium positive Gram Staphylococcus aureus with a diameter of inhibition of 7mm.

Key Mosts: Pituranthos chloranthus, phytochimic study, tannins, antioxydant capacity, antimicrobic effect, FRAP, DPPH and CAT.
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