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Introduction

Introduction :

Les plantes médicinales sont une source précieuse de molécules bioactives utilisées depuis des
siécles en médecine traditionnelle. Parmi elles, le genre Achillea (famille des Asteraceae) est
connu pour ses nombreuses propriétés pharmacologiques, notamment ses activités

antioxydantes et antimicrobiennes (Sahin et al., 2003).

L'unité de recherche VARENBIOMOL se consacre a 1’étude des plantesmédicinales algériennes,
en mettant particulicrement [’accent sur 1’identification et 1’évaluation des propriétés
thérapeutiques de ces espéces, dont le potentiel reste encore largement inexploité. Dans un
contexte ou la résistance des microorganismes aux antibiotiques constitue une menace
croissante pour la santé publiqgue (WHO., 2022) et ou le stress oxydatif est impliqué dans
plusieurs maladies chroniques telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives (Halliwell., 2007), I’identification de nouvelles sources naturelles
bioactives devient une nécessité. Les plantes sahariennes, soumises a des conditions climatiques
extrémes (températures élevees, stress hydrique, fort ensoleillement), développent une forte
accumulation de métabolites secondaires aux propriétés biologiques intéressantes, notamment

les flavonoides, polyphénols et terpénoides (Gharibi et al., 2016).

Dans ce cadre, I’exploration des extraits d’une espéce saharienne du genre Achillea représente
un intérét particulier pour identifier de nouvelles alternatives thérapeutiques naturelles. Cette
¢tude se propose donc d’évaluer le potentiel antioxydant et antimicrobien de cette plante et

d’identifier les principaux composés bioactifs responsables de ces effets.
Problématique :

Face aux défis croissants liés a la résistance aux antibiotiques et au stress oxydatif, il devient
essentiel d’explorer de nouvelles sources naturelles dotées d’activités biologiques avérées. La
question centrale de cette recherche peut donc étre formulée ainsi: les extraits de notre plante
sélectionnée du genre Achillea présentent-ils une activité biologique (antioxydante, anti-
inflammatoire, antidiabétique, anti-Alzheimer ou antimicrobienne) ? Si oui, quelle est la nature

de cette activité et quels sont les composés responsables de ces effets ?



Objectifs de la recherche :

L’objectif principal de ce travail est d’étudier 1’activité antioxydante, anti-diabétique, anti-
alzheimer et antimicrobienne des extraits d’une plante saharienne du genre Achillea. Pour cela,

les objectifs spécifiques sont :

» Caractériser les métabolites secondaires présents dans chaque extrait.
Evaluer I’activité antioxydante par des tests chimiques (DPPH, ABTS....).

e Analyser ’activité antimicrobienne contre différentes souches bactériennes
Hypotheses de travail :

Sur la base des études antérieures et des connaissances existantes, nous formulons les

hypothéses suivantes :

e Les extraits d'Achillea ont une forte activité antioxydante en raison de leur richesse
en polyphénols et en flavonoides.

o Ces extraits montrent une activité antimicrobienne significative, notamment contre
des souches pathogeénes résistantes aux antibiotiques.

e Les flavonoides et autres composés phénoliques sont les principaux contributeurs

des effets bioactifs observés.
Meéthodologie générale adoptée :
Pour répondre a la problématique, I’étude sera menée selon les étapes suivantes :

e Collecte et identification de la plante saharienne du genre Achillea.

e Extraction des métabolites secondaires par macération.

e Screening phytochimique qualitatif des extraits pour détecter la présence de familles
chimiques telles que les stérols, flavonoides, tanins, alcaloides, terpénes, etc.

e Dosages quantitatifs des composés phénoliques et flavonoidiques totaux (méthode
de Folin-Ciocalteu et AICl3).

e Evaluation de D’activité antioxydante par trois tests complémentaires : DPPH,
ABTS, et phénanthroline.

o Evaluation de I’activité enzymatique par tests d’inhibition de I’a-amylase (potentiel

antidiabétique) et de 1’acétylcholinestérase (potentiel anti-Alzheimer).



e Evaluation de ’activité anti-inflammatoire par le test d’inhibition de la dénaturation
de I’albumine sérique bovine (BSA).

e Evaluation de I’activité antimicrobienne contre des bactéries Staphylococcus aureus
et Bacillussubtilis.

e Analyse et interprétation des résultats, incluant des comparaisons avec les standards.
Plan du mémoire :
Notre mémoire est structuré en trois chapitres :

« Chapitre 1 : Apercu bibliographique sur les plantes du genre Achillea, leurs métabolites

et leurs activités biologiques.

e Chapitre 2 : Présentation des méthodes expérimentales utilisées pour 1’extraction et

I’évaluation des activités biologiques.

o Chapitre 3 : Résultats obtenus, discussion et comparaison avec la littérature existante.
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Chapitre : 01 Etude de la plante

1. Etude de la plante :

1.1. Les plantes médicinales :

Les plantes médicinales sont des especes végétales dont certaines parties contiennent des
métabolites secondaires ayant démontré des effets bénéfiques pour la santé. Elles constituent
une source importante de médicaments traditionnels et suscitent un intérét croissant dans la
recherche moderne pour la découverte de nouveaux agents thérapeutiques (Gurib-Fakim,
2006;Atanasov et al., 2015). Ces plantes sont définies par la présence de substances qui peuvent
étre utilisées a des fins thérapeutiques ou comme précurseurs pour la synthése de médicaments
(Rates, 2001). L'étude de leurs composés bioactifs, tels que les alcaloides, les flavonoides et les
terpénoides, est essentielle pour valider scientifiquement leurs usages traditionnels et explorer
de nouvelles applications pharmacologiques (Wink, 2015). Cette définition englobe une grande
variété de plantes, allant des simples herbes de jardin aux arbres majestueux, et chaque culture
a développé ses propres méthodes d'utilisation. Actuellement, environ 70 % de la population
mondiale utilise encore des plantes médicinales pour leurs soins de santé primaires, ce qui

témoigne de leur importance dans la médecine de terrain (Zhang et al., 2021).

Les recherches scientifigues modernes se concentrent sur 1’identification des composés
bioactifs dans ces plantes, afin de valider et d’étendre leur utilisation thérapeutique. Par
exemple, des phytocomposes comme les flavonoides, alcaloides et terpénoides ont montré des
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires, ouvrant la voie a de
nouvelles applications dans le domaine médical (Saini et al., 2020). La garantie de la qualité,
de la sécurité et de I'efficacité des médicaments a base de plantes est un aspect crucial, souligné
par les cadres réglementaires en place. Ces cadres, bien que variant d'un pays a l'autre, visent a
assurer que les produits a base de plantes répondent a des normes strictes avant d'étre mis sur
le marche (Van Andel et al., 2015).

1.2. Famille des Asteraceae :

1.2.1 Présentation de la famille Asteraceae :

Les Asteracéesou Composees comptent environ 23 000 especes et plus de 1 600 genres,
regroupant des plantes herbacées, des arbustes et quelques arbres (Moore et al., 2017). Elles
sont reconnaissables par leurs inflorescences en capitules, ou chaque fleur apparente est en

réalité un ensemble de fleurs ligulées et tubulées (Liu et al., 2015).Les Asteraceae presentent



Chapitre : 01 Etude de la plante

une grande variété de formes, allant de petites herbacées a de grandes especes comme le
tournesol (Helianthus annuus). Leurs feuilles sont généralement simples et alternées, et leur

fruit, un akéne, est souvent équipé d’un pappus (Liu et al., 2015).
1.2.2. Histoire et position taxonomique de la famille des Asteraceae :
» Histoire des Asteraceae :

Les Astéracées, l'une des plus grandes familles de plantes a fleurs, ont évolué il y a environ 50
millions d'années, durant l'ere tertiaire. Leur apparition est confirmée par des études
paléobotaniques et phylogénétiques qui suggérent une origine dans les régions tempérées avant
une diversification rapide vers différents écosystémes (Bremer & Chaloner, 2020). Des fossiles
du Crétacé supérieur attestent de I’existence précoce d’ancétres des Asteraceae, soulignant leur
ancienneté et leur capacité d’adaptation (Funk et al., 2018).Gréace a des mécanismes évolutifs
efficaces, comme la dispersion des graines par le pappus, les Asteraceae ont pu coloniser un

large éventail de milieux.
» Position systématique des Asteraceae :

Les Asteraceae appartiennent au régne Plantae, division Angiospermes, classe Magnoliopsida
(Dicotylédones) et ordre Asterales (Carter et al.,, 2015). Elles forment un groupe
monophylétique, ce qui signifie qu'elles partagent un ancétre commun, confirmé par des études
de phylogénie moléculaire (Funk et al., 2018). Deux grandes sous-familles sont reconnues : les
Asteroideae, qui incluent des genres tels qu’Aster, Helianthus et Chrysanthemum, et les
Cichorioideae, comprenant des plantes comme Taraxacum (pissenlit) et Cichorium (endive)
(Bremer & Chaloner, 2020).

1.2.3. Les caractéres botaniques de la famille des Asteraceae :

La famille des Asteraceae se caractérise par son inflorescence en capitule, une structure
complexe ou de nombreuses petites fleurs (floraisons) sont regroupées sur un réceptacle
commun, souvent entouré de bractées involucrales (Zhang & Bremer, 2023). Ces capitules
peuvent contenir des fleurs ligulées a la périphérie et des fleurs tubulées au centre, jouant des
réles distincts dans l'attraction des pollinisateurs (Jeffrey, 2017). Les feuilles des Asteraceae
présentent une grande diversité de formes et d'arrangements, généralement sans stipules. Les
tiges varient d'herbaceous a ligneuses, permettant a la famille de s'adapter a divers habitats

(Nesom, 2018). Le fruit typique est un akéne, souvent équipé d'un pappus (une modification
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du calice) qui facilite la dispersion (aguilochory), contribuant ainsi au succes écologique des

Asteraceae a travers le monde (Pelser et al., 2007).

Figure 1 : Exemple de deux plantes de la famille Asteraceae (Chrysanthemum et Achillée
millefeuille)( Benedek, B. et al 2007)

1.2.4. Intérét nutritionnel, économique et pharmaceutique de la famille des Asteraceae :

» Intérét nutritionnel :

Plusieurs especes de la famille des Astéracées sont reconnues pour leur intérét nutritionnel. Des
Iégumes comme la laitue (Lactuca sativa) et I'artichaut (Cynaracardunculus) sont des sources
importantes de fibres, de vitamines et de minéraux essentiels (Garcia-Herrera et al.,2021). Les
graines de tournesol (Helianthus annuus) fournissent une huile riche en acides gras insaturés,
bénéfiques pour la santé cardiovasculaire. De plus, certaines Astéracées sauvages comestibles
sont d'excellentes sources de vitamine A et d'autres nutriments importants, contribuant a une

alimentation saine (Luczaj et al., 2016).
> Intérét économique :

Les Astéracées ont une importance économique notable. De nombreuses espéces sont cultivées
pour des usages ornementaux, telles que les chrysanthémes (Teixeira da Silva et al.,2020), les
dahlias et les asters, contribuant ainsi a l'industrie horticole. D'autres, comme le tournesol
(Helianthus annuus), sont cultivées pour la production d'huile végétale, utilisée tant dans
I'alimentation que dans I'industrie (Gandhi et al., 2021). Cependant, certaines espéces de cette
famille sont considérées comme des mauvaises herbes, pouvant entrainer des pertes

économiques dans l'agriculture (Fernandez-Moreno et al., 2017).
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» Intérét pharmaceutique :

De nombreuses especes d'Astéracées sont reconnues pour leurs propriétés médicinales. Par
exemple, la camomille allemande (Matricaria chamomilla) est utilisée pour ses effets anti-
inflammatoires et digestifs, tandis que I'arnica (Arnica montana) est employée en usage externe
pour traiter les contusions et les douleurs musculaires. Des recherches récentes ont mis en
évidence le potentiel de certaines espéces d'Astéracées dans le développement de formulations
pharmaceutiques, notamment pour le traitement du diabete, grace a leurs composés bioactifs
aux propriétes antidiabétiques (Mohanta et al., 2023). En somme, la famille des Astéracées joue
un role essentiel dans divers secteurs, allant de I'alimentation a la médecine, en passant par

I'économie, illustrant ainsi sa polyvalence et son importance pour I'hnumanité.
1.3. Le genre Achillea :

1.3.1. Présentation du genre :

Le genre Achillea (famille des Astéracées) comprend plus de 100 especes de plantes herbacées
vivaces, largement répandues dans I'némisphére Nord, notamment en Europe, en Asie et en
Amérique du Nord (Salehi et al., 2020). Ces plantes sont reconnues pour leurs propriétés
médicinales et sont traditionnellement utilisées pour traiter divers troubles, tels que les
affections gastro-intestinales, les douleurs menstruelles et les inflammations. Elles contiennent
une grande variété de composés bioactifs, notamment des flavonoides, des terpénes et des
lactones sesquiterpéniques, qui leur conferent des activités antioxydantes, anti-inflammatoires
et antimicrobiennes. Parmi les espéces les plus étudiees, Achillea millefolium (achillée

millefeuille), Achillea filipendulina et Achillea ptarmica.

e Exemples de plantes médicinales du genre Alchillea :

» Achillea millefolium (Achillée millefeuille) : plante herbacée vivace atteignant
généralement 30 a 60 cm de hauteur, caractérisée par des feuilles finement découpées
et des inflorescences en corymbes de petites fleurs blanches ou roses, traditionnellement
utilisée pour ses propriétés anti-inflammatoires, hémostatiques, cicatrisantes et
antispasmodiques. Elle est employée dans le traitement des plaies, des saignements, des
inflammations et des troubles gastro-intestinaux. Achillea millefolium contient divers
composés bioactifs, notamment des flavonoides et des acides phénoliques (Kumar et
al., 2023).
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» Achillea filipendulina (Achillée jaune) : plante vivace atteignant jusqu'a 1,2 m de
hauteur, avec des feuilles pennées et des inflorescences en corymbes de fleurs jaune vif.
Elle est utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires (Gulluce et al., 2021). Elle est également appréciéee en horticulture pour
ses qualités ornementales et renferme des flavonoides et des composés phénoliques,

contribuant a ses effets bénéfiques sur la santé (Gulluce et al., 2021).

» Achillea ptarmica (Achillée sternutatoire) : plante vivace atteignant 30 & 60 cm de
hauteur, caractérisée par ses feuilles étroites et ses inflorescences blanches en corymbes.
Traditionnellement, cette plante est reconnue pour ses usages médicinaux (Veryser et
al., 2017). Le genre Achillea est connu pour contenir des composeés tels que des huiles
essentielles et des flavonoides, qui contribuent a ses activités thérapeutiques (Gulluce
etal., 2021).

Achillea
filipendulina

Figure 2 : Trois plantes du genre Alchillea (Benedek et.,al 2007)
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1.3.2. Classification taxonomique du genre :

Tableau 1 :la classification taxonomique du genre Achillea (APG 1V, 2016 ; Bonifacino et
al., 2017 ; Oberprieler et al., 2009).

Regne

Super-division

Plantae

Angiospermes

Division Dicotylédones vraies
Classe Astéridées
Sous-classe Campanulidées
Ordre Asterales

Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae

Tribu Anthemideae
Sous-tribu Matricariinae

Genre Achillea

1.3.3. Description morphologique du genre Alchillea :

Le genre Achillea regroupe des plantes herbacées vivaces, souvent aromatiques, appartenant a
la famille des Asteraceae.Ces plantes présentent généralement des tiges dressées et peuvent
atteindre une hauteur variable, typiquement entre 20 et 80 cm (Maggi et al., 2020 ; Hayat et al.,
2018). Les feuilles sont alternes et souvent finement divisées, leur donnant un aspect plumeux
ou lancéolé (Hayat et al., 2018). Les inflorescences sont des corymbes ou des tétes aplaties
composées de nombreux petits capitules (Maggi et al., 2020). Les fleurs périphériques sont
ligulées et peuvent étre blanches, roses ou jaunatres, tandis que les fleurs centrales sont
tubulaires et hermaphrodites (Stojkovic¢ et al., 2013). Les fruits sont de petits akénes dépourvus

de pappus (Stojkovic et al., 2013).

Figure 3 : La forme des fleurs et des feuilles de la plante Achillée millefeuille. (Benedek et.,al 2007)
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1.3.4. Localisation et répartition géographique du genre Achillea :

Le genre Achillea est largement distribué dans I’hémisphére Nord, couvrant une diversité
de climats et d’écosystémes. En Europe, il est présent du nord de la Scandinavie jusqu’au
bassin méditerranéen, colonisant les prairies, les bords de chemins, les montagnes et les sols
calcaires. Parmi les espéces les plus répandues figurent Achillea millefolium, Achillea
ageratum et Achillea ptarmica (Guo et al., 2021 ; D’Andrea et al., 2020). En Asie, on
retrouve ce genre en Asie centrale (Kazakhstan, Mongolie), en Chine, en Sibérie, ainsi que
dans les zones montagneuses de I’Himalaya et du Tibet. La Turquie, I’Iran et le Caucase
présentent une forte diversité d’espéces adaptées aux climats tempérés, semi-arides et alpins
(Mahdavi et al., 2017 ; Shakeri et al., 2018).En Afrique du Nord, Achillea est signalé en
Algérie, au Maroc, en Tunisie, en Libye et en Egypte, ou il colonise principalement les
montagnes de 1’Atlas, les Hauts Plateaux et certaines zones sahariennes,parmi les especes
les plus courantes figurent Achillea santolinoides et Achillea odorata, souvent utilisées en
médecine traditionnelle (Bekkara et al., 2018 ;Benmehdi et al., 2020).En Amérique du
Nord, Achillea millefoliumest 1’espéce la plus répandue, occupe les prairies, les montagnes
et les bords de routes au Canada, aux Etats-Unis et au Mexique (Guo et al., 2021). Enfin,
en Océanie, certaines especes ont été introduites en Australie et en Nouvelle-Zélande, ou
elles se sont adaptées aux sols secs et perturbés (D’Andrea et al., 2020).Ainsi, le genre
Achillea est présent en Europe, Asie, Afrique du Nord, Moyen-Orient, Amérique du Nord
et Océanie, démontrant une grande capacité¢ d’adaptation aux climats tempérés,
méditerranéens, alpins et semi-arides. Amérique du Nord et Océanie, démontrant une

grande capacité d’adaptation aux climats tempérés, méditerranéens, alpins et semi-arides.
2. Les métabolites secondaires :

2.1. Généralité :

Les métabolites secondaires sont des composés organiques naturels produits par les plantes
qui, contrairement aux metabolites primaires (glucides, lipides, protéines, acides
nucléiques), ne sont pas directement impliqués dans les fonctions vitales telles que la
croissance, le développement ou la reproduction. Cependant, ils jouent un réle fondamental

dans I'adaptation des plantes a leur environnement en contribuant a leur défense contre les
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stress abiotiques (rayonnement UV, sécheresse, salinité) et stress biotiques (attaques de

pathogenes, herbivores, interactions symbiotiques) (Ramawat&Mérillon, 2020).
2.2. Classification des métabolites :

IIs sont classés en trois grandes catégories selon leur structure chimique et leur voie de
biosynthése (Ramawat&Meérillon, 2020).

2.2.1. Les Alcaloides :

Les alcaloides sont des composés organiques azotés dérivés d’acides aminés, souvent
impliqués dans la défense contre les herbivores et les pathogenes en raison de leurs effets
toxiques ou amers. Ces molécules présentent une grande diversité structurale et biologique
(Facchini et al., 2012), avec des exemples notables tels que la morphine extraite de Papaver
somniferum, la quinine issue de Cinchonaofficinalis, la caféine retrouvée dans Coffea
arabica et I’atropine provenant d’Atropa belladonna. Leurs propriétés biologiques incluent
des effets analgésiques, stimulants du systéme nerveux et antimicrobiens, leur conférant

une importance pharmaceutique majeure.

2.2.2. Les Composés Phénoliques et Polyphénols :

Les composés phénoliques et polyphénols constituent une autre classe importante, dérivant
du métabolisme des phénylpropanoides et du shikimate. Ces meétabolites, largement
distribués dans le régne végétal, se caractérisent par leurs puissantes propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes (Orav et al., 2006). On distingue plusieurs sous-
catégories, notamment les flavonoides comme la quercétine et le kaempférol, les tanins tels
que les ellagitanins et les gallotannins, ainsi que les acides phénoliques comme 1’acide
caféique et I’acide chlorogénique. Ces molécules jouent un role protecteur contre les stress
abiotiques et biotiques et sont impliquées dans la photoprotection, I’anti-inflammation et la

modulation du microbiote.

2.2.3. Les Terpénes et Terpénoides :

Les terpénes et terpénoides constituent la plus vaste classe de métabolites secondaires, étant
dérivée des voies du mevalonate et du méthylérythritol phosphate. Ces composés sont
responsables des ardbmes et parfums caractéristiques de nombreuses plantes et participent a
des mécanismes de défense contre les herbivores et les pathogenes (Ramawat&Merillon,

2020). lls se subdivisent en plusieurs sous-groupes, incluant les monoterpenes tels que le
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menthol (Mentha sp.) et le limonene (Citrus sp.), les sesquiterpenes comme I’artémisinine
(Artemisia annua) et le farnésol, ainsi que les diterpenes, représentés par des composés
bioactifs comme le taxol (Taxus brevifolia) et les ginkgolides (Ginkgo biloba). Ces
molécules présentent des propriétés antimicrobiennes, insecticides, anti-inflammatoires et
méme antitumorales, faisant d’elles des cibles privilégiées pour le développement de

médicaments (Salehi et al., 2020).

3.Les activités biologiques :

3.1. L’activité antioxydante :

L'activité antioxydante correspond a la capacité d'une substance a neutraliser les radicaux
libres ou a inhiber les réactions d'oxydation, protégeant ainsi les cellules et les biomolécules
des dommages oxydatifs (Halliwell&Gutteridge, 2015). Les antioxydants agissent en
interrompant les réactions en chaine des radicaux libres, soit en les piégeant, soit en les
réduisant, contribuant ainsi a la prévention du stress oxydatif et de ses effets déléteres sur
I'organisme (Sies, 2015). La mesure de cette activité repose sur des méthodes standardisees,
permettant d'évaluer la capacité antioxydante des composes présents dans les aliments et les
compléments alimentaires (Prior et al., 2005).

3.2. L’activité anti bactérienne :

L'activité antibactérienne correspond a la capacité d'une substance a inhiber la croissance
bactérienne ou a les éliminer. Elle repose sur plusieurs mécanismes d'action, tels que
I'altération de la paroi cellulaire, I'inhibition de la synthese des protéines ou la perturbation
des fonctions métaboliques essentielles (Kumar et al., 2016).

Les composés naturels, notamment les flavonoides, les alcaloides et les terpenes, possedent
des propriétés antibacteriennes en ciblant la membrane bactérienne et en augmentant sa
perméabilité, entrainant ainsi la mort cellulaire (Cushnie& Lamb, 2011). L’évaluation de
cette activité se fait principalement a 1’aide de tests in vitro, comme la méthode de diffusion
en geélose (test de Kirby-Bauer) et la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) et bactéricide (CMB), permettant de mesurer 1’efficacité et le spectre

d’action des agents antibactériens (Balouiri et al., 2016).
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Chapitre 11 Partie expérimentale :

Nos études photochimiques et biologiques ont été réalisées au niveau de l'unité de
recherche VARENBIOMOL et le Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT).

1. Travaux antérieurs :

La récolte et le séchage de la plante ont été réalisés antérieurement par Dr. Aliouche Lamia.
1.1.Préparation du matériel végétal :

La plante étudiée a été récoltée de la région d’Ouargla au mois de mai 2024. Les parties
aeriennes (feuilles, fleurs et tiges) de cette plante ont été sechées dans un endroit sec et aéré
a I'abri de I'hnumidité puis bien broyees, pulvérisées et pesees (350Q).

1.2. Extraction :

La quantité de matériel végétal obtenue (350g).Elle a subi une macération dans un mélange
hydro-alcoolique (EtOH / H2O ; 70 : 30 ; V/V) pendant 24 heures. Le premier extrait
récupéré est concentré sous pression réduite et a une température modérée (entre 35-40°C).
La macération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. Les trois extraits
hydro-alcooliques récupérés sont réunis et concentrés a la solution concentrée obtenue, on
ajoute de I’eau distillée et du tétra acétate de plomb Pb(OAc) 4. La solution ainsi obtenue
est laissée au repos a froid pendant une nuit pour décantation. Cette décantation permet le
dépbt de la chlorophylle. Aprés filtration on obtient une solution aqueuse. Cette phase
aqueuse subit une extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité
croissante, on commence par I’éther de pétrole ensuite chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle
et en dernier le n-butanol. Les quatre phases organiques récupérées sont séchées avec du
Na2SO4 anhydre puis filtrées, concentrées sous pression réduite a sec et pesées. On obtient
0,16 g d’extrait pour la phase éther de pétrole, 3,16 g d’extrait pour la phase chloroforme,

4,12g d’extrait pour la phase acétate d’éthyle et 6,01 g pour la phase n-butanol.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux trois extraits obtenus (extrait
chloroformique, extrait acétate d’éthyle et I’extrait butanolique). Ces derniers ont été
soumis a un dosage spectrophotométrique en vue d’évaluer leur taux de polyphénols et de
flavonoides totaux et d’examiner leur pouvoir antioxydant, anti-Alzheimer,

antidiabétique,anti-inflammatoire, antifongique et antibactérien.
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2. Les tests préliminaires du screening phytochimique :

2.1. Les stérols :

> Définition :

Ce sont dérivés des phytostérols qui sont des composés naturellement présents dans la
fraction lipidique des plantes. Ils ne sont pas synthétisés par I'homme et I'animal et ne

peuvent étre apportés que par l'alimentation. Plusieurs études ont démontré que les

phytostérols et les phytostanols réduisent 1’absorption du cholestérol dans I’intestin gréle
(Goad, J. 1991).
» Test de Salkowski :

Quelques mg de I’extrait est mis dans 2mL chloroforme ensuite on rajoute 2mL d’H>SO4
concentré dans le tube a essai. On le secoue et on le laisse quelques minutes. L'apparition
de la couleur rouge dans la couche chloroforme indique la présence des stérols (William,
G.2003).

2.2. Les saponosides :
> Définition :

Le saponoside est un hétéroside généralement d’origine végétale formé d’une génine de
type triterpéne ou stéroide appelée sapogénine. Possédant un ou des groupements
osidiques. Les saponosides sont un vaste groupe de glycosides, largement distribués chez
les plantes supérieures, leurs propriétés tensioactives les distinguent des autres glycosides.

IIs se dissolvent dans I’eau pour former des solutions moussantes colloidales par agitation.

» Testalamousse :

Quelque mg de I’extrait est mis (Robert, J.,2002). Dans le tube a essai ensuite on rajoute
une quantité de bicarbonate de sodium et de 1’eau, si la mousse prend 1’aspect d’alvéoles
de miel stable indique la présence des saponosides

2.3. Les flavonoides :

» Définition :

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a

la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les pigments quasi universels de
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végétaux. lls interviennent comme des composés de defense ainsi que dans la signalisation
de la reproduction, de la pathogenése et de la symbiose. Les flavonoides végétaux sont
impliqués dans le mécanisme d'intervention contre l'infection par des micro-organismes ou

’attaque par les herbivores.

» Test de Shinoda :

Une petite quantité de 1’extrait a été dissoute dans SmL d’éthanol a 95% (v/v) puis traitée
avec quelques gouttes d’acide chlorhydrique HCI concentré et 0,5g de coupeaux de
magnésium. L’apparition d'une couleur rose ou magenta en 1 ou 2min indique la présence
des flavonoides (Harborne J.B. et al., 1999).

2.4. Les alcaloides :

»  Définition :
Le mot alcaloide dérive du mot alcalin qui était utilisé pour décrire les bases de Lewis
contenant les hétérocycles azotés. Les alcaloides sont définis aujourd’hui comme des
composeés azotes plus ou moins basique (Bruneton, J.1993). Selon leur structure chimique,

ils ont été classés en plusieurs catégories les indoles, les pyrrolidines, les pyridines et les

quinoléines.

»  Réactif de Wagner :

Quelque mg d’extrait est mis dans 5SmL de 1,5% d’HCl ensuite on filtre.Le filtrat est utilisé
pour la détection des alcaloides. 1,7 g d’iode et 2 g d’iodure de potassium KI sont dissout
dans 5 mL d’eau et complété avec I’eau jusqu’a obtenir 100 mL de solution. Ce réactif est

ajouté au filtrat de test, s’il y a I’apparition d’un précipité brun cela indique la présence
d’alcaloides (Bruneton, J .2009).

2.5. Les tanins :

> Définition :

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure complexe, ils ont des
propriétés tannantes, ils ont astringentes, cytostatiques et bactéricides car ils interférent

¢galement avec les protéines du protoplasme, c’est pour ¢a elle est utilisable dans les

préparations a usage local (cas de blessures, brulures) (Wallace, R.J.2004).
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» Test au chlorure de fer 5% :

Une solution de chlorure de fer a 5% est diluée dans 1’éthanol a 90%. Une petite quantité
de chaque extrait est mis dans 1’eau chauffée ensuite on filtre.On place quelques gouttes
de cette solution au-dessus du filtrat, I’apparition de la couleur verte ou bleu profond

indique la présence des tanins.

2.6. Les terpenes :

> Définition :

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte. Leur formule brute est (CsHx)n dont le x est variable en fonction du degré
d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de 1 a 8 sauf dans les
polyterpenes qui comprennent plus de cent unités isopréniques comme dans le cas du
caoutchouc. La molécule de base est I’isopréne de formule CsHs. Le terme terpénoide

désigne un ensemble de substances présentant le squelette terpénique avec une ou plusieurs
fonctions chimiques (Alcool, Aldéhyde, Cétone, Acide, Lactone, etc.) (Qureshi, N.1981).

> Le test utilisé pour détecter la présence des terpenes :

Les extraits des trois variétés sont additionnés chacun de 0,5mL d’anhydride acétique puis
0,5mL de chloroforme, apreés dissolution, les solutions sont transformées dans des tubes a
essai auxquels sont ajoutés 1mL d’acide sulfurique concentré. La réaction est effectuée a
froid, la formation d’un anneau rouge brunatre ou violet avec coloration de la couche

surnageante de vert ou de violet indique la présence des terpénes (Crete, P.1965).

2.7. Test desprotéines :

» Définition :

Les protéines sont des macromolécules biologiques présentes dans toutes les cellules
vivantes. Elles sont formées d’une ou de plusieurs chaines polypeptidiques. Chacune de

ces chaines est constituée de 1’enchainement de résidus d’acides aminés liés entre eux par

des liaisons peptidiques.

» Testde Biuret : Quelques mg d’extrait sont mis dans 1’eau et 1 mL de sulfate de cuivre
(CuSOa4) a 4% est ajouté, si la couleur violet clair a rose apparait ceci indique la

présence de protéines.
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2.8. Les composes réducteurs (Les sucres) :

> Définition :

Le terme sucres désigne tous les glucides ayant un pouvoir sucrant, essentiellement le
fructose, saccharose, glucose, maltose et lactose. Les glucides sont des constituant
universels des organismes vivants, Parfois appelés hydrates de carbonate. Ce sont, en

approximation, des composés organiques carbonylés (aldéhydiques ou cétoniques)

polyhydroxylés.

» Testde Fehling :

Dans un tube & essai on metlmL de la liqueur de Fehling puis on lui rajoute 1mL de
I’extrait. L’ensemble est incubé pendant 8min dans un bain marie bouillant, I’apparition

d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs (Bruneton,

J.2009).
2.9. Les anthraquinones :

> Définition :

L’anthraquinone appartient a la famille chimique des hydrocarbures aromatique
polycycliques. C’est un dérivé de I’anthraceéne. Présent a 1’état naturel chez un certain
nombre d’animaux et de plantes, il est aussi une substance active de produit phytosanitaire

(ou produit phytopharmaceutique, ou pesticide).

> Le test utilisé pour détecter la présence des anthraquinones :

Quelque mg d’extrait est dilué dans un mélange chloroforme / éther de pétrole pétrole (1 :1,
v/v) ensuite on rajoute la soude (NaOH 10%), la présence d’une couleur rouge indique la

présence d’anthraquinone (Rizk, A.M.1982).

3. Analyse quantitative :

3.1 Dosage des polyphénols totaux :

3.1.1. Le Principe de la réaction :
Le dosage des polyphénols totaux repose sur la réaction d’oxydoréduction entre les
composés phénoliques présents dans 1’extrait et le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier

contient des ions phosphomolybdate et phosphotungstate qui, en présence de
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polyphénols, sont réduits en un complexe bleu mesurable par spectrophotométrie a une
longueur d’onde de 765 nm. L’intensité de la coloration bleue est proportionnelle a la
concentration en composés phénoliques totaux dans 1’échantillon. Les résultats sont
exprimés en équivalent d’acide gallique (EAG) par gramme d'extrait sec, a 1’aide d’une
courbe d’étalonnage établie avec une solution standard d’acide gallique (Singleton et

al.,1999).
3.1.2. Protocole :

v Une solution mére d’acide gallique a été préparée (1 mg/mL).

v" Une série de dilutions (200, 175, 150, 125, 100, 75, 50, 25 ng/mL) a été réalisée.

v Pour chaque dilution, 20 pL de solution ont ét¢ mélangés a 100 pL de réactif
Folin-Ciocalteu (dilué 5 fois) et 80 pL de solution de Na>COs (0,4%).

v Apres incubation pendant 2 heures a température ambiante, I’absorbance a été
relevée a 765 nm.

v Le méme protocole a été appliqué aux extraits (1 mg d’extrait est dissous dans 1 mL
de méthanol, prélévement de 20 pL).

v Les résultats sont exprimés en ug d’acide gallique équivalent par mg d’extrait (g

EAGemg™).
3.2. Dosage des flavonoides totaux :

3.2.1. Le principe de la réaction :

Le dosage des flavonoides totaux repose sur la capacité des flavonoides présents dans
l'extrait a former un complexe coloré avec 1’aluminium (III) en milieu alcalin. Ce
complexe stable présente une coloration jaune mesurable par spectrophotométrie a une
longueur d’onde spécifique (généralement 415 nm). L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la concentration en flavonoides totaux dans I’échantillon. Les
résultats sont exprimés en équivalent quercétine (QE) par gramme d'extrait sec, en
utilisant une courbe d'étalonnage réalisée avec une solution standard de quercétine
(Ttirkoglu et al. 2007).
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Figure 4 : Réaction de formation du complexe flavonoide-chlorure d’aluminium (Shi et
al.,2022)

3.2.2. Protocole :

v" Une solution mere de quercétine (0,4 mg/mL) a été préparée, suivie d’une série de
dilutions (200, 175, 150, 125, 100, 75, 50, 25 ug/mL).

v Pour chaque extrait (CHCI3, AcOEt, n-BuOH) une solution mére et une série de
solutions diluées aux concentrations de 200, 100, 50, 25, 12,5 et 6,25 pg/mL ont
été préparées.

v Pour chaque dilution, 50 pL de chaque dilution ont été mélangés avec 20 uL de
NaNO-, 20 pL d'AICI et 20 pL de NaOH.

v Apres une incubation de 40 minutes, I’absorbance est relevée a 415 nm.

Le protocole est identique pour les extraits :1 mg d’extrait dans 1 mL de méthanol,
prélevement de 50 pL.

v La teneur en flavonoides est exprimée en pg équivalents de quercétine par mg

d’extrait
3.3. Dosage des tanins hydrolysables
3.3.1. Le principe de la réaction

Le dosage des tanins hydrolysables repose sur leur capacité a réagir avec une solution
alcaline de carbonate de potassium (K2COz), formant un complexe coloré mesuré
géneralement a 760 nm. Ce test permet de quantifier la teneur en tanins hydrolysables

dans les extraits végétaux (Hagerman ,2002).
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3.3.2. Protocole

v Une courbe d’étalonnage est préparée a partir de solutions standard d’acide gallique
a différentes concentrations.

v Pour chaque extrait (CHCI3, AcOEt, n-BuOH) une solution mére et une série de
solutions diluées de concentrations (400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25) pg/mL ont

été préparées.

v Dans une microplaque de 96 puits, 50 pL d’extrait ou de solution étalon sont
introduits dans chaque puits.

On ajoute ensuite 150 pL de carbonate de potassium (K2COs3) a 2,5 %.

Le mélange est incubé pendant 15 minutes a température ambiante.

L’absorbance est mesurée a 760 nm a 1’aide d’un lecteur de microplaque.

AN NN

Les résultats sont exprimés en g équivalents d’acide gallique par mg d’extrait (ug
EAG/mg).

3.4. Dosage des tanins condensés

3.4.1. Le principe de la réaction

Le dosage des tanins condensés repose sur leur capacité a former un complexe coloré avec
la vanilline en milieu acide. La vanilline réagit spécifiguement avec les noyaux
catécholiques des flavan-3-ols présents dans les tanins condensés, formant ainsi un
complexe rouge mesurable par spectrophotométrie.Cette réaction est communément
appelée réaction vanilline-HCI. L’intensité de la coloration rouge développée est
proportionnelle a la concentration des tanins présents dans 1’échantillon. La lecture se fait

généralement a une longueur d’onde de 500 nm (Broadhurst et Jones, 1978 ).
3.4.2. Protocole

v~ Une solution mére de catéchine (standard) est préparée a une concentration de 4
mg/mL dans du méthanol. A partir de cette solution, une série de dilutions est réalisée
aux concentrations suivantes : 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 et 200 pg/mL.

v" La courbe d’étalonnage est obtenue en mélangeant pour chaque dilution : 500 pL de

solution de catéchine, 3mL de réactif de vanilline (1 % vanilline dans le méthanol),1,5

mL d’acide chlorhydrique concentré (HCI, 8 % dans le méthanol)
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v"Le mélange est incubé a température ambiante pendant 20 minutes a 1’obscurité.

v" L’absorbance est mesurée a 500 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

v" Pour les extraits végétaux : 4 mg de chaque extrait (CHCI;, AcOEt, n-BuOH) est
dissous dans 1 mL de méthanol.

v" 500 pL de cet extrait est ensuite traité de la méme maniére que le standard.

v" Un blanc est préparé en remplacant I’échantillon par 500 pL de méthanol.

v" La teneur en tanins condensés est exprimée en équivalents catéchine (ug EC/mg

d’extrait) en se basant sur la courbe d’étalonnage.
4. Evaluation du pouvoir antioxydant
4.1. Test DPPH

4.1.1. Principe de la réaction

Le test DPPH repose sur la capacité des antioxydants présents dans un extrait a piéger le
radical libre stable DPPH- (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle). Ce radical, de couleur violette
en solution, présente une forte absorbance a 517 nm. Lorsqu’un antioxydant donne un
¢lectron ou un atome d’hydrogene au DPPHe, ce dernier est réduit et sa couleur vire au
jaune péle, entrainant une diminution de 1’absorbance. Cette diminution est proportionnelle
a la capacité antioxydante de 1’échantillon. Le pourcentage d’inhibition est calculé pour
chaque concentration testée, ce qui permet de déterminer 1’ICso, correspondant a la
concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux DPPH (Blois,
1958).

4.1.2. Protocole

Une solution de DPPH est préparée et conservée a I’abri de la lumiére.
v Une série de dilutions de chaque extrait (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.5625 pg/mL) est réalisée.
v Dans une microplaque 96 puits, 40 uL de chaque dilution sont melangés avec
160 pL du DPPH.
Apres 30 minutes d’incubation a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 517 nm.
v Le pourcentage d’inhibition est calculé, et la concentration d’extrait nécessaire pour

atteindre 50 % d’inhibition (ICso) est déterminée.
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e 1% :pourcentage d’inhibition
e AprpH:absorbance du contrdle négatif

e AEecH : absorbance de I’échantillon.

4.2 Test ABTS

4.2.1. Le principe de la réaction

Le test ABTS repose sur la capacité des composés antioxydants a neutraliser le radical
cationique ABTS* (2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)). Ce radical,
formé par I’oxydation du ABTS avec un agent oxydant (généralement le persulfate de
potassium), présente une coloration bleue-verte intense, avec une absorbance maximale a
734 nm. En présence d’antioxydants, ce radical est réduit, entrainant une diminution de
I’absorbance. La baisse de I’intensité colorée est proportionnelle a la capacité antioxydante

de I’échantillon (Re et al.,1999).
4.4.2. Protocole

v Leradical ABTS™" est généré par la réaction de I’ABTS avec du persulfate de
potassium, puis la solution est laissée réagir pendant 16 heures a 1’abri de la
lumiére.

v Une série de dilutions de chaque extrait (200,100, 50, 25, 12.5, 6.25,

3.125 pg/mL) est réalisée.

v 160 pL de solution ABTS™" sont mélangés avec 40 pL d’extrait dans une
microplaque.

v Apres une incubation de 10 minutes a température ambiante, 1’absorbance est
mesurée a 734 nm.

v L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition.
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4.3. Test de la phénanthroline

4.3.1. Le principe de la réaction

La méthode de la phénanthroline repose sur la capacité des antioxydants a réduire les ions

ferriques (Fe*") en ions ferreux (Fe?*). Ces derniers forment un complexe stable et coloré

(rouge orangé) avec la phénanthroline, mesurable par spectrophotométrie a 510 nm.

L’intensité de la coloration est proportionnelle a la capacité réductrice de 1’échantillon,

traduisant son activité antioxydante (Szydlowska et al., 2008)

4.3.2. Protocole

AN NN

Une solution du phénanthroline (0,5 %) est préparée en dissolvant 0,05 g dans 10
mL de méthanol.
Une solution de chlorure ferrique (FeCls a 0,2 %) est préparée en dissolvant 0,02
g dans 10 mL d’eau distillée.
Une série de dilutions des extraits est préparée aux concentrations suivantes : 200,
100, 50, 25, 12,5, 6,25, et 3,125 pg/mL.
Dans chaque puits d’'une microplaque de 96 puits, on introduit le mélange
suivant :

o 10 pL de I’extrait,

o 30 pL de phénanthroline,

o 110 pL de méthanol,

o 50 pL de FeCls.
Le mélange est incubé pendant 20 minutes a 30°C.
L’absorbance est mesurée a 510 nm a 1’aide d’un lecteur de microplaque.
Un blanc est préparé en remplagant 1’extrait par du méthanol.
Le pourcentage d’activité antioxydante est calculé a partir de la différence

d’absorbance entre le témoin et 1’échantillon selon la formule suivante :

e o o o o o e = = = = = - = = = = - = = - = = - - -]

1% : pourcentage d’inhibition

A smoin:absorbance du contrdle négatif /A extait : absorbance de 1’échantillon.
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5. Evaluation des activités enzymatiques
5.1. Test de ’alpha-amylase

5.1.1. Le principe de la réaction

L’alpha-amylase est une enzyme digestive clé impliquée dans 1’hydrolyse de I’amidon en
sucres simples. L’inhibition de cette enzyme permet de ralentir I’absorption du glucose,
ce qui constitue une stratégie efficace dans la gestion du diabete de type 2. Le test
consiste & mesurer la diminution de I’activité enzymatique en présence d’extraits

végétaux, a I’aide d’un dosage colorimétrique en utilisant I’iodine (Zengin et al., 2014).
5.1.2. Protocole

v" Une solution d’alpha-amylase (1 U/mL) est préparée dans un tampon
phosphate(0,1 M ; pH 6,9).

v Les extraits sont dilués a différentes concentrations.
Dans une microplaque, on mélange 25 L de I’extrait avec 50 pL de la solution
d’alpha-amylase, puis on incube & 37°C pendant 10 minutes.

v Ensuite, on ajoute 100 pL de solution d’amidon soluble (1 %) et on incube de
nouveau 20 minutes.

v" Pour arréter la réaction et révéler ’amidon non hydrolysé, on ajoute 100 pL d’une
solution d’iode (12/Kl).
L’absorbance est mesurée a 620 nm.

v Le blanc est préparé sans enzyme, et le contrdle sans extrait.

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule :

| 9% INH= 1-[(Ac-Ae)-(As-An)/(Ac-Ad)] |

A Absorbance (Amidon + IKI + HCI + volume de solvant d’extrait + volume de tampon
enzyme)

A¢: Absorbance (Enzyme+Amidon+IKI+HCL+Vol de solvant d’extrait)

As : Absorbance (Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI)

Ay : Absorbance (Extrait+IKI+125uL de tampon).
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5.2. Test de I’acétylcholinestérase

5.2.1. Le principe de la réaction

L’inhibition de I’acétylcholinestérase est évaluée afin de mesurer 1’effet des extraits sur
I’enzyme responsable de la dégradation de I’acétylcholine. La réduction de I’activité
enzymatique est souvent déterminée par la formation d’un produit coloré apres réaction

avec I’acétylthiocholine (Ellman et al., 1961).
5.2.2. Protocole

v Une solution de I’enzyme acétylcholinestérase et du substrat acétylthiocholine
iodure est préparée.

v" Pour chaque extrait (CHCIz, AcOEt, n-BuOH) une solution mére et une série de
solutions diluées de concentrations (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125) pg/mL
ont été préparées.

v' Des dilutions d’extraits sont incubées avec 1’enzyme, puis le substrat est ajouté.

v' La formation du produit coloré est mesurée a une longueur d’onde appropriée
(souvent autour de 412 nm).

v Le pourcentage d’inhibition est déterminé en comparant I’absorbance des

échantillons traités a celle d’un contréle sans extrait.
6. Activité anti-inflammatoire

6.1. Le principe de la réaction

L’activité anti-inflammatoire des extraits est évaluée in vitro par la méthode d’inhibition
de la dénaturation des protéines. Les agents inflammatoires induisent souvent la
dénaturation de 1’albumine bovine, et la capacité d’un extrait a inhiber ce phénomene est
utilisée comme indicateur de son potentiel anti-inflammatoire (Kandikattu et al., 2013)

avec modification.
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6.2. Protocole

» Préparation des solutions :

v" Solution tampon Tris-HCI 0,05 M, pH 6,6 : 1,2144 g de Tris ont été dissous dans
200 mL d'eau bidistillée. Le pH a été ajusté a 6,6 a 1’aide d’acide chlorhydrique.

v Solution de BSA a2 0,2 % : 0,2 g de BSA ont été dissous dans 100 mL de solution
de Tris-HCI.

v' Préparation des extraits : différentes concentrations ont été préparées a partir d’une
solution mére 16mg/mL.

v Solutions standard (diclofénac sodique): préparer différentes concentrations a partir
d’une solution mere a 500 ppm.

v Blanc d’extrait : 1 mL d’extrait + 1 mL de tampon Tris-HCI (sert & corriger
I’absorbance spécifique de I’extrait).

v Blanc BSA : 1 mL de BSA 0,2 % + 1 mL de solvant (évalue la dénaturation totale

de la BSA sans inhibiteur).
» Procédure :

v La solution d’albumine bovine préparée est mélangée avec différentes
concentrations d’extrait.

v Le mélange est chauffé a une température déterminée (70 °C pendant 10 minutes)
afin d’induire la dénaturation.
Apres refroidissement, I’absorbance est mesurée a 660 nm.

v Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation est calculé en comparant

I’absorbance des échantillons a celle d’un contréle (albumine sans extrait).

Calcul du pourcentage d'inhibition :

» Absorbance du contr6le = absorbance du blanc BSA
e Absorbance corrigée de 1’échantillon = absorbance corrigée de 1’extrait ou du
standard

e L’absorbance du témoin correspond a la valeur obtenue sans extrait végétal
(contrdle sans extrait).
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7. L’activité antibactérienne

7.1. Le principe de I’activité antibactérienne (méthode des puits)

Nous avons étudié l'activité antibactérienne en suivant la méthode de diffusion en milieu

solide. Cet essai a été mené au laboratoire de génie microbiologique et application.

La mise en évidence de I’activité antibactérienne des extraits de la plante saharienne du
genre Achillea a été réalisée par La méthode des puits a 1’aide de billes de verre (Boudmegh
et al., 2013). Cette technique permet d’estimer le pouvoir inhibiteur d’un extrait en
mesurant la zone d’inhibition de croissance bactérienne autour de la source d’extrait diffusé

dans le milieu solide.
7.2. Protocole

» Souches bactériennes testées :

Deux souches bactériennes ont été utilisées :
o Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram positif),
e Une souche du genre Bacillus subtilis (ATCC 6633).
» Préparation du milieu et de I’'inoculum :

Le milieu utilisé est Mueller-Hinton, ce dernier est fondu puis coulé dans chaque boite de
Pétri stérile. Aprés solidification, les boites sont pré-séchées a 37°C avant
utilisation.L’inoculum a été préparé a partir de cultures bactériennes jeunes (18 h a 37°C).
Quatre colonies isolées ont été suspendues dans de 1’eau physiologique stérile jusqu’a

obtention d’une turbidité équivalente a 0,5 unité McFarland (=1,5 x 108 UFC/mL).

» Ensemencement :
Le semis en surface a été¢ effectué a I’aide d’un écouvillon stérile imbibé de
I’inoculum. La surface entiére de milieu a été ensemencée selon la méthode des
trois quadrants afin d’obtenir un tapis bactérien homogene.

> Reéalisation des puits :
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Chaque boite de Pétri a été divisée en quatre quarts, un par extrait. Trois puits ont été
réalisés dans chaque quart a I’aide de billes de verre stérilisées, correspondant aux trois
concentrations des extraits. Apres solidification compléte du milieu, les billes ont été

retirées aseptiquement a I’aide d’une pince stérile.
» Depot des extraits :

Dans chaque puits, 15 pL de I’extrait correspondant ont été déposés a 1’aide d’une
micropipette stérile calibrée. Ainsi, pour chaque extrait, trois concentrations ont été testées
dans des puits distincts sur la méme boite.

» Incubation et lecture :

Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. L’activité antibactérienne s’est
manifestée par la formation de zones d’inhibition circulaires de croissance bactérienne

autour des puits. Les diameétres ont été mesurés avec une regle en mm.
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Chapitre III : Résultats et discussions

1.Résultats du screening phytochimique

Les résultats rassemblés dans les tableaux 2, 3 et 4 sont obtenus apreés la réalisation des tests
phytochimique des trois extraits, selon les protocoles cités dans la partie précédente au niveau
de I’unité VARENBIOMOL. Ces résultats sont classés en fonction des différents criteres

d’observation :

> Réaction tres positive +++ : présence confirmée.

> Réaction positive ++ : présence modérée.

> Réaction positive + : présence en tant que trace.

> Réaction négative - : absence.
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1.1. Resultats du screening chimique de la phase chloroformique

Tableau 2: Résultats du screening chimique de la phase chloroformique

Les métabolites _ Résultats
secondaires Observation Extrait CHCIs

Avant Apres

Stérols
+++
Saponosides
Flavonoides
Alcaloides

Tanins

Terpénes

Protéines

Sucre

Anthraquinones

e Stérols

Le test de détection des stérols a donné une réaction fortement positive, indiquant une présence
importante de ces composés dans la phase chloroformique. Les stérols, sont des substances
lipophiles, sont bien extraites par les solvants organiques apolaires tels que le chloroforme. Leur
abondance dans cet extrait suggere un potentiel pharmacologique, notamment en matiere

d’activités anti-inflammatoires, hypocholestérolémiques ou anticancéreuses.

e Saponosides

Les saponosides n’ont pas été détectés dans la phase chloroformique. Ce résultat est cohérent
avec leur nature hydrophile et leur structure glycosidique, qui les rend préférentiellement
solubles dans les solvants polaires comme 1’éthanol ou I’eau. Le chloroforme, de polarité faible,

ne permet donc pas leur extraction efficace.
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e Flavonoides

Une réaction légerement positive a été observée au test de Shinoda, indiquant une faible
présence de flavonoides. Bien que ces composés soient généralement mieux extraits par des
solvants polaires, certains flavonoides contenant peu de groupes hydroxyles ou méthoxyles
peuvent presenter une certaine affinité pour des solvants moins polaires comme le chloroforme.

Cette observation justifie leur détection partielle dans cet extrait.

e Alcaloides

Le test de dépistage des alcaloides a donné un résultat négatif. Les alcaloides étant des bases
azotées, leur extraction nécessite en général des solvants polaires ou légerement acides.
L'absence de ces composés dans 1’extrait chloroformique s’explique donc par I’inadéquation de

ce solvant a leur solubilisation.

e Tanins

Les tanins n’ont pas été révélés dans I’extrait chloroformique. Il s’agit de polyphénols de haut
poids moléculaire, connus pour leur bonne solubilité dans des solvants polaires tels que 1’eau
ou I’éthanol. Leur absence dans cette phase confirme I’incompatibilit¢ du chloroforme pour

leur extraction.

e Terpénes

Malgré leur nature lipophile, les terpenes n’ont pas été détectés dans la fraction chloroformique.
Cette absence pourrait résulter soit d’une concentration inférieure au seuil de détection, soit

d’une absence réelle dans 1’échantillon analysé.

e Protéines
Le test protéique est négatif, ce qui est attendu. Les protéines sont de grosses molécules solubles

dans I’eau et ne sont pas extraites par des solvants organiques non polaires. Ce résultat confirme

que I’étape au chloroforme n’est pas adaptée a I’extraction des protéines.

e Sucres

Les sucres n’ont pas €té détectés dans I’extrait chloroformique. Compte tenu de leur polarité
élevée, ils sont habituellement extraits dans des milieux aqueux ou dans des solvants polaires.
Leur absence ici confirme 1’exclusion des composés hydrophiles lors de I’extraction au

chloroforme.
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e Anthraquinones
Le test de dépistage des anthraquinones a donné un résultat négatif. Les anthraquinones sont
des composés aromatiques oxygénés, généralement solubles dans des solvants organiques
polaires & semi-polaires comme 1’éthanol, le méthanol ou I’acétate d’éthyle. Leur nondétection
dans I’extrait chloroformique peut étre expliquée par leur faible affinité pour ce solvant
apolaire. En outre, leur présence dans la plante étudiée pourrait étre marginale ou concentrée

dans d’autres fractions plus polaires.

1.2. Résultats du screening chimique de la phase d’acétate d’éthyle

Tableau 3: Résultats du screening chimique de la phase acétate d’éthyle

Les métabolites Résultats
secondaires Observation Extrait ACOEt
Avant Apres
Stérols “ “ -+
Saponosides - - _
Flavonoides . " -
Alcaloides ﬂ ++
[ +
Tanins H.
Protéines | | _
i\ 4
e “ “ i
Anthraguinones | ’ +
o 1

L'analyse phytochimique de l'extrait acétate d'éthyle a révélé la présence ou l'absence de
plusieurs métabolites secondaires. Chaque résultat est discuté individuellement ci-dessous, en

fonction de la réactivité observée dans les tests qualitatifs.

3
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e Stérols
Le test de détection des stérols a révélé une réaction fortement positive, traduisant une
concentration significative de ces composes dans cet extrait. Les stérols, appartenant a la famille
des lipides, sont connus pour leur réle dans la régulation de la fluidité membranaire et leurs

effets potentiels hypocholestérolémiants.

e Saponosides
Aucune réaction n’a été observée pour les saponosides, suggérant soit leur absence dans
I’extrait étudié, soit une concentration trop faible pour étre détectée. Ce résultat peut également
s’expliquer par la polarité plus élevée de ces composés, qui les rend généralement plus solubles

dans des solvants aqueux ou hydro-alcooliques que dans 1’acétate d’éthyle.
e Flavonoides

Le test de Shinoda a donné une réponse tres positive, confirmant une richesse notable en
flavonoides dans I’extrait ACOEt. Ces composés phénoliques sont bien connus pour leurs
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses. L’acétate d’éthyle est un
solvant approprié pour 1’extraction de flavonoides aglycones, ce qui justifie leur présence

marquée dans I’extrait.

e Alcaloides
La détection des alcaloides a donné un résultat modérément positif. Ces composés azotés sont
généralement bioactifs et peuvent présenter des propriétés pharmacologiques intéressantes,
telles que des effets analgésiques, antiparasitaires ou neuroactifs. Leur extraction partielle par
I’acétate d’éthyle est compatible avec la diversité de leurs structures et de leur polarité.

e Tanins

Les tanins ont été faiblement détectés, ce qui peut s’expliquer par leur nature hautement polaire,
rendant leur solubilité dans 1’acétate limitée. Cependant, méme en petites quantités, leur
présence peut contribuer a des propriétés biologiques telles que I’activité antioxydante ou

astringente.
e Terpénes

Les terpenes n’ont pas €été détectés dans cet extrait. Ce résultat peut étre attribué a leur caractére

tres lipophile, qui nécessite des solvants non polaires comme 1’hexane pour une extraction
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efficace. Par conséquent, leur absence dans cet extrait ne signifie pas son absence dans la plante
d'origine.
e Protéines

Le test de détection des protéines s’est révélé négatif, ce qui était attendu, car les protéines, de
nature trés polaire et de haut poids moléculaire, ne sont pas solubles dans 1’ ACOEt. Ce résultat
confirme la spécificité de cette extraction vis-a-vis les métabolites secondaires de faible masse

molaire.

e Sucres

Les sucres ont éte détectés de maniére modérée. Bien que ces composés soient généralement
hydrophiles, la présence de sucres faiblement polaires ou associés a d'autres structures (par

exemple sous forme de glycosides) pourrait justifier leur solubilité partielle dans 1’ AcOEt.

e Anthraquinones

Le test des anthraquinones a révélé une faible présence de ces composés.

1.3 Résultats du screening chimique de la phase butanolique

Tableau 4 : Résultats du screening chimique de la phase butanolique

Les métabolites Résultats
secondaires Observation Extrait n-BuOH
Avant Aprés
Stérols “ i F++
Saponosides - 3
Flavonoides - +++
Alcaloides ++
+
Tanins
Terpénes “ B
Protéines - B
l ++
Sucre !
++
Anthraguinones 1
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e Stérols

Le test de détection des stérols s’est révélé fortement positif, traduisant une présence
marquée de ces composés. Les stérols sont des lipides complexes jouant un réle crucial dans
la stabilit¢ membranaire des cellules. lls sont également reconnus pour leurs propriétés
hypocholestérolémique, anti-inflammatoires et immunomodulatrices.La présence de ces
composés peut contribuer aux propriétés biologiques de cet extrait, telles que 1’activité anti-

inflammatoire.

e Saponosides

Aucune réaction n’a été observée pour les saponosides, indiquant son absence apparente ou

sa concentration insuffisante pour étre détectée par les méthodes utilisées.

e Flavonoides

Le test de Shinoda a mis en évidence une abondance élevée de flavonoides dans cet extrait.
Ces composés phénoliques sont réputés pour leurs effets antioxydants puissants, ainsi que
pour leurs activités antimicrobiennes et anti-inflammatoires. Ce résultat suggére un

potentiel bioactif significatif de ’extrait.

e Alcaloides

Les alcaloides ont été détectés a un niveau modéré, traduisant la présence de composés
azotés bioactifs. Ces substances sont connues pour leurs propriétés pharmacologiques
diverses : analgesiques, stimulantes ou encore antiparasitaires. Leur extraction partielle par
le butanol s’explique par leur polarité intermédiaire et leur affinité pour les solvants polaires

organiques.
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e Tanins

Les tanins ont été faiblement détectés, ce qui indique une présence modeste. Ces
polyphénols sont en général tres solubles dans les solvants polaires, mais leur faible
abondance ici pourrait résulter d’une répartition préférentielle dans les phases plus
hydrophiles. Malgré leur faible concentration, les tanins peuvent tout de méme

contribuer a I’activité antioxydante et antimicrobienne de I’extrait.

e Terpénes

Le test des terpénes a donné un résultat négatif, suggérant une absence de ces composés
dans I’extrait butanolique. Les terpénes, en raison de leur nature trés lipophile, sont
généralement extraits par des solvants apolaires comme 1’hexane ou le chloroforme. Leur

non-détection ici est donc cohérente avec leur faible affinité pour le butanol.

e Protéines

Aucune trace de protéines n’a été détectée. Cela est attendu, car les protéines, en raison de
leur masse molaire élevée et de leur structure tridimensionnelle et leur solubilité restreinte,
sont peu solubles dans les solvants organiques comme le butanol. Elles nécessitent des

milieux tres polaires, souvent aqueux, pour étre extraites et détectées.

e Sucres

Le test des sucres a révélé une présence modérée, ce qui peut tre attribué a I’extraction de
certains sucres simples ou d’oligosaccharides faiblement polaires. Le butanol étant un
solvant polaire organique, il permet I’extraction de sucres ayant une affinité moderée avec

des solvants organiques ou associés a d'autres structures organiques comme les glycosides.

e Anthraquinones

Le test de détection des anthraquinones a donné un résultat modérément positif, suggérant
une présence significative de ces composés dans 1’extrait butanolique. Les anthraquinones
sont particulierement reconnues pour leurs propriétés laxatives, antibactériennes,
antifongiques, antitumorales et antioxydantes. L’extraction efficace de ces composés a
’aide du n-butanol peut s’expliquer par leur structure relativement polaire, en particulier

lorsqu’elles sont présentes sous forme de glycosides. Cette solubilité justifie leur migration
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vers la phase butanolique lors du fractionnement. La détection positive des anthraquinones
dans I’extrait étudi¢ renforce l'intérét pharmacologique de la plante, notamment pour ses
potentiels effets laxatifs et antimicrobiens potentiels. Cependant, il est important de rappeler
que certaines anthraquinones peuvent étre irritantes ou toxiques a fortes doses, ce qui
implique une évaluation rigoureuse de leur profil toxicologique dans une perspective de

développement thérapeutique.

2. Analyse quantitative

2.1. Résultats de dosage des polyphénols et des flavonoides
Une droite d’étalonnage est réalisée avec de 1’acide gallique dans les mémes conditions que

les échantillons & analyser.

1,00 - y =0,003x + 0,104
2 —

080 - R2=0,997
(&S]
S 0,60 -
2
S 0,40 -
o]
< o.20 -

0,00 ; ; ; ‘ ‘

0 50 100 150 200 250
Concentrations pg/mi

Figure 5 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

La teneur en polyphénols totaux estimée pour chaque extrait est calculée a partir de la courbe
d’étalonnage et exprimée en microgrammes en acide gallique par milligramme.
La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un

flavonoide standard (la quercétine).

1,20 _
g 100 y - 0,0048x
2 0,60
2
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Concentrations pg/ml

Figure 6 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage et a
été exprimée en microgrammes équivalent en quercétine par milligramme d’extrait.

La teneur en polyphénols et en flavonoides de chaque extrait est représentée dans le tableau 5 :

Tableau 5 : Résultats du dosage des polyphénols et des flavonoides.

Extrait CHCIs AcOEt n-BuOH
Teneur en polyphénols 163,42+0,23 180,22+0,11 450,23+0,25
(MLGEAG / mg)
Teneur en flavonoides (png 65,23+1,03 67,12+1,24 333,24+0,96
EQ/mg)

Teneur en polyphénols (LgEAG/mQ)
et en flavonoides (LgEQ/mQ)

500
400
300
200
100

u Polyphénols
® Flavonoides

CHCI3 AcOEt n-BuOH

Figure 7 : L’histogramme représente la quantité des polyphénols et des flavonoides en (ug)
dans les trois extraits.

» Le dosage des polyphénols totaux a montré que 1’extrait butanolique posséde la teneur la plus
¢levée (450,23 = 0,25 pg EAG/mg), suivi de I’extrait acétate d’éthyle (180,22 + 0,11 pg
EAG/mg) et enfin I’extrait chloroformique (163,42 + 0,23 pg EAG/mg).

» Concernant les flavonoides, I’extrait butanolique présente ¢galement la concentration la plus
importante (333,24 = 0,96 pg EQ/mg), suivi respectivement par les extraits acétate d’éthyle
(67,12 £ 1,24 ng EQ/mg) et I’extrait chloroformique présente une teneur faible en composés
phénoliques (65,23 + 1,03 pg EQ/mg). Ces résultats confirment la richesse en composes

antioxydants des extraits polaires.
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2.2. Résultats de dosage des tanins

2.2.1. Résultats du dosage des tanins hydrolysables

La quantification des tanins hydrolysables a été réalisée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage
établie avec une solution standard de I’acide gallique (la courbe précédente ; figure 5),
permettant ainsi d’estimer la teneur en tanins condensés dans chacun des extraits analysés en
microgrammes en acide gallique par milligramme d’extrait.

Tableau 6 : Résultats du dosage des tanins hydrolysables

Extrait CHCIs AcOEt n-BuOH
Tanins hydrolysables 6,8+0,3 >50 >35
(LgEAG /mg)

Teneur en tanins hydrolysables (WQEAG /mg)

60 -

40
30 -
20

CHCI3 AcOEt BuOH

Figure 8 : Histogramme représente la teneur des tanins hydrolysables en (LgEAG /mg)
dans les trois extraits.
Le tableau ci-dessus montre les résultats des dosages de tanins hydrolysables a partir
d'extraits obtenus a l'aide de solvants organiques de polarité croissante : chloroforme,
acetate d'éthyle et n-butanol. L'analyse montre une différence marquée dans la teneur en

tanins selon les extraits.

» Lateneur totale en tanins hydrolysables a montré que I’espece étudiée présente une
teneur élevee en ces composes pour I'extrait acétate d'éthyle et I'extrait butanoique

avec un taux plus élevé pour l'extrait acétate supérieur a 50 HgEAG /mg, tandis que
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I'extrait chloroformique présente une faible teneur en ces composés avec un taux
de 6,8 + 0,3 ug EAG / mg.

2.2.1. Résultats du dosage des tanins condensés

La quantification des tanins condensés a été réalisée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage

¢établie avec une solution standard de catéchine, permettant ainsi d’estimer la teneur en

tanins condenses dans chacun des extraits analyses.

Absorbance
o =
o o1 ol

o
o

y = 0,0055x - 0,0336

R?=0,999

—

50

100

150 200

250

Concentration (pg/ml)

Figure 9 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.

Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/mg) et sont présentés dans le tableau 7.

Tableau 7: Résultats du dosage des tanins condensés

Extrait

CHCl3

ACcOEt

n-BuOH

Tanins condensés

(Mg EC/mg)

28+15

40

>60 ug EC / mg

40+£2,3ug EC/ mg
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Teneur en tanins condensés (LgEC/mQ)

60
50
40
30

20 /
10

CHCI3

AcOEt BuOH

Figure 10 : L’istogramme représente la teneur des tanins condensés en pg EC /mg dans les
trois extraits.
> Le taux calculé de tanins condensés a montré que les trois extraits contenaient une
concentration élevée de ces composés . Pour I'extrait de chloroforme, le taux était de 28 + 1,5 ug
EC/mg, pour I'extrait d'acétate d'éthyle, la teneur était supérieure a 50 g EC/mg et pour I'extrait

butanolique, le taux était égal a 40 + 2,3 ug EC/mg.
3. Résultats des activités biologiques

3.1 Résultats des activités antioxydantes
3.1.1 Résultat du test DPPH
Dans cet essai, l'activité anti-radicalaire des trois extraits CHCI3, AcOEt et n-BuOH a été
évaluée en mesurant les concentrations inhibitrices a 50 % (Clso) selon la formule décrite dans
la partie précédente, en fonction de la capacité de réduction du radical DPPH comparée au
standard antioxydant (BHA). Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau :

Tableau 8 : Inhibition du radical DPPH par les extraits CHCls, AcOEt, n-BuOH

Concentration % d’inhibition
Extraits 15625 ug | 3,125 pg 6,25 Lg 12,5 ug 25 ug 50 ug 100 g 1Cso
(ng/mL)
(ng/mL)
CHCls NA 6,84+1,40 | 11,93+2,03 | 2594+3,23 | 51,05¢1,30 | 77,47+0,55 | 80,16+155 | 34,35%0,21
AcOEt NA NA 753+0,30 | 24,347,05 | 49,68+431 | 76,67+2,09 | 78,040,51 | 37,34%0,82
n-BUOH 9,42+1,05 | 13712529 | 32,12¢558 | 69,29%4,72 | 74,67+124 | 76,27+0,65 | 78,10£0,60 | 6,29+0,47
BHA 2221+124 | 31.73x1.22 | 54.89+3.60 | 67.60+1.13 | 76.77#0.54 | 78.67+1.31 | 79.01x0.89 | 5.73%0.41
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Figure 11: Courbe d’inhibition des trois extraits (test DPPH).

L’évaluation du potentiel antioxydant par la méthode DPPH a mis en évidence une activité
antioxydante élevée de I’extrait butanolique, avec une valeur d’ICso de 6,29 + 0,47 pg/mL, tres
proche de celle du standard BHA (5,73 = 0,41 pg/mL). Cette similitude indique une forte

capacité de neutralisation des radicaux libres par 1’extrait.

A D’inverse, les extraits chloroformique et acétate d’éthyle ont montré une efficacité inférieure,
avec des ICso de 34,35 + 0,21 pg/mL et 37,34 £ 0,82 pg/mL, respectivement, indiquant une

activité antioxydante modéreée.

Comme illustré dans la courbe représentative du pouvoir d’inhibition (figure 11), I’extrait
butanolique atteint rapidement un taux élevé d’inhibition, comparable a celui du BHA, dés les
faibles concentrations. Cette dynamique confirme la présence probable de composés réducteurs

puissants dans cet extrait.

3.1.2 Résultat du test ABTS

Dans ce test l'antioxydant réagit avec le cation radical ABTS™, de couleur bleue, ou les
électrons sont transférés pour former ABTSH™, qui est incolore. La réduction est mesurée et
permet de déterminer la concentration inhibitrice des extraits testés, par rapport aux standards

tels que le BHT et le BHA. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 9.
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Tableau9: Inhibition du cation ABTS "par les extraits CHCI3, AcOEt, n-BuOH

Concentration % d’inhibition
Extraits 3,125 pg 6,25 ug 12,5 ug 25 g 50 g 100 pg 200 g ICs0
(ng/mL) (Hg/mL)
CHCl3 31,13+3,04 52,11,77 72,1740,38 | 90,04+1,04 | 92,53+0,57 92,31+1,11 | 92,48+0,94 | 17,93+0,27
AcOEt 7,23+1,00 15,08+1,89 | 23,49+1,30 | 4529+166 | 72,89+0,77 91,0442,46 | 92,20+1,48 | 31,31+0,85
n-BuOH 10,27+2,59 13,87+1,96 25,32+9,41 57,24+3,22 89,54+2,88 92,64+0,69 93,09+0,25 16,93+0,46
BHA 83.42+4.09 93.52+0.09 93.58+0.09 93.63+0.16 93.63+0.95 94.20+0.90 95.39+2.62 1.81+0.10
BHT 72.52+0.81 59.22+0.59 78.55+3.43 90.36+0.00 92.18+1.27 93.37+0.86 94.87+0.87 1.24+0.00
ABTS
120
100
g 80 if! /// ——CHCI3
o
E 60 =fi— AcOEt
2
£ 40 == BUuOH
=>e=BHA
20
E ==BHT
0
0 50 100 150 200 250
Concentration (ug/ml)

Figure 12 : Courbe représentative du pouvoir d’inhibition des trois extraits par le test ABTS.

Le test ABTS a permis de mettre en évidence une activité antioxydante significative pour les
trois extraits étudiés. L’extrait butanolique s’est révélé le plus actif, affichant la plus faible
valeur d’ICso =16,93 * 0,46 pg/mL, suivi des extraits chloroformique (17,93 £ 0,27 pg/mL) et
acétate d’éthyle (31,31 = 0,85 ug/mL). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus lors du

test DPPH.
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La courbe d'inhibition radicalaire ABTS<* (Figure 12) montre que les deux extraits, butanolique
et chloroformique atteignent rapidement un taux d'inhibition élevé similaire a celui du BHA et

du BHT a des concentrations élevées.

Les standards BHA et BHT ont, quant a eux, présenté une activité antioxydante nettement
supérieure, avec des valeurs d’ICsp respectives de 1,81 £ 0,10 pg/mL et 1,24 + 0,00 pug/mL. Ces
résultats soulignent non seulement la puissance antioxydante de ces références, mais également

la sensibilité et la fiabilité du test utilisé.

Bien que moins puissants que les standards de référence, les extraits naturels testés démontrent
une capacité appréciable a neutraliser le radical ABTS<", notamment les fractions butanolique
et chloroformique. Ces observations suggerent la présence de composés phénoliques ou
d’autres métabolites secondaires bioactifs dans ces extraits, contribuant a leur activité

antioxydante.

3.1.3 Reésultat du test Phénanthroline

Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le Fe** en Fe?" qui
ensuite réagit avec la phénanthroline pour donner un complexe de couleur rouge-orangé, et qui
absorbe a 510 nm. Les résultats obtenus avec les trois extraits sont illustrés dans le tableau

suivant :

Tableau 10: Absorbance du complexe Fe?*-phénanthroline des trois extraits

Concentration Absorbance Aos

(Hg/mL)

Extraits 0.78125 1.5625 3.125 g 6.25 ug 12.5 pg 25 g 50 pg Aos(ug/mL)

CHCls NA NA 0,36+0,02 | 0,42+#0,03 | 0,54+0,01 0,760,1 1,0740,02 | 10,35+0,45

AcOEt NA NA 0,33+0,01 | 0,36+0,01 | 0,48+0,04 | 0,64+0,02 | 0,99+0,08 | 14,86+0,64

n-BuOH NA NA 0,37+¢0,02 | 0,46+0,03 | 0,75%0,25 | 1,04+0,09 | 1,69+0,12 | 6,19+0,82
BHA 0,49+0,01 | 059+0,01 | 0,73+0,02 | 0,93+0,01 | 1,25+0,04 | 2,10+0,05 | 4,89+0,06 | 0,93+0,07
BHT 0,47+0,01 | 047001 | 053+0,03 | 1,23+0,02 | 1,84+0,01 | 348+0,03 | 4,84+0,01 | 2244017

44




Chapitre 3 Résultats et discussions

Phénanthroline

=4¢—CHCI3

d) /
g 3 —#—AcOEt
o]
3 2 / / BUOH
o]
< —<BHA

1

_-_gté'_-'i —#=BHT
0
) 10 20 30 40 50 60
-1

Concentration (ug/ml)

Figure 13: Courbe représentant les absorbances des différents standards et extraits
(phénanthroline)

Nos résultats obtenus par la méthode du complexe fer(l11)-phénanthroline confirment I’activité
antioxydante des extraits testés, avec une efficacité variable selon les extraits. L’extrait au n-
butanol s’est révélé le plus actif, avec une valeur de Agso = 6,19 + 0,82 pug/mL, suivi de I’extrait

chloroformique (10,35 + 0,45 pg/mL) et de I’extrait acétate d’éthyle (14,86 + 0,64 ug/mL).

Ces valeurs indiquent une capacité réductrice importante, notamment pour I'extrait butanolique,
et ces résultats peuvent étre attribués a la richesse de cet extrait en composés phénoliques et

flavonoides.
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3.2. Résultats des activités enzymatiques

3.2.1. Résultats du test d’inhibition de I’a-amylase (antidiabétique)

Les résultats de 1’activité alpha amylase sont illustrés ci-dessous :

Tableau 11: Résultats des ICsp des extraits et standards obtenus avec le test alpha amylase.

% d’inhibition du test alpha amylase

Extraits 6,25 g 12,5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 pg 1Cso (Mg/mL)
CHCls 27,83+1,90 28,09+1,71 16,95+1,60 5,01+0,56 3,35+0,28 2,24+0,26 NA >400
AcOEt NA NA NA NA NA NA NA NA
n-BuOH | 2 37+0,22 1,15+0,14 1,58+0,05 1,19+0,22 | 1,090,089 | 1,58+0,32 | 1,36+0,43 >400

62,5 ug 125 pg 250 ug 500 pg 1000 pg 2000 pg 4000 pg 1Cs0 (ng/mL)

Acarbose |7 76+0,17 8,08+0,30 9,46+0,11 10,70+0,96 31,81+2,89 37,21+3,54 53,05+1,59 | 3650,93+10,

70

Nos résultats indiquent que 1’activité antidiabétique évaluée par 1’inhibition de 1’enzyme a-
amylase est trés faible pour I’ensemble des extraits testés. L’extrait chloroformique ainsi que
I’extrait butanolique présentent des valeurs d’ICso supérieures a 400 pg/mL, traduisant une
faible capacité inhibitrice. L’extrait acétate d’éthyle ne montre aucune activité detectable dans

les conditions expérimentales.

A titre comparatif, le standard Acarbose affiche une I1Cso= 3650,93 + 10,70 pg/mL, confirmant
la validité du test et soulignant 1’écart d’efficacité entre les extraits végétaux et le composé de

référence.

Ainsi, aucun des extraits testés ne présente une inhibition significative comparable a celle de
I’Acarbose. Les faibles activités observées pour les deux extraits, chloroformique et
butanolique suggeérent soit une absence de composés bioactifs capables d’inhiber 1’a-amylase,

soit une concentration insuffisante de ces composés dans les extraits obtenus.

Ces résultats mettent en évidence la faible potentialité antidiabétique des extraits dans ce
modele enzymatique, et indiquent qu’ils ne constituent pas une source prometteuse

d’inhibiteurs de 1I’a-amylase, du moins dans les conditions et les concentrations testées.
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3.2.2. Résultats du test anticholinestérasique (anti-Alzheimer)

Tableau 12: Résultat de 1’activité anti-cholinestérase des trois extraits

% d’inhibition du test anticholinestérase ( Acetylcholinesterase)

Concentration 3,125 ug 6,25 ug 12,5 ng 25 ug 50 ug 100 pug 200 pg 1Cs0 pg/mL
CHCIz 0,85+0,21 0,86+0,11 0,95+017 0,77+0,89 0,63+0,28 0,39+0,21 0,15+0,44 NA
AcOEt 1,06+0,74 0,88+0,46 1,08+0,13 0,42+0,54 0,72+0,11 0,73+0,51 0,68+0,15 NA

n-BuOH 1,01+0,25 0,93+0,23 0,96+0,56 1,09+0,19 1,02+0,24 1,17+0,19 1,16+0,31 NA
Galantamine | 35,93 +2,28 | 43,77 £0.00 | 68,50 +0,31 | 80,69 +0,41 |85,78 +1,63 | 91,80 +0,20 94,77 £0,34 6.27£1.15
Test AChE
100
80 [/K
z 60 1 —4—CHCI3
£ 120 ~&— AcOEt
= K
IS BuOH
20 .
== Galantamine
O V"‘ﬂ"‘__'" "' ""
0 50 100 150 200 250
Concentration (pug/ml)

Figure 14: Courbe représentative le pouvoir d’inhibition des trois extraits et de standard
(anticholinestérasique).

Les résultats indiquent que les extraits CHClz, AcCOEt et n-BuOH ne présentent aucune activité

significative d’inhibition de 1’acétylcholinestérase. Les pourcentages d’inhibition restent trés

faibles, sans qu’aucune ICso exploitable ne puisse étre déterminée dans les conditions

experimentales.

En comparaison, la galantamine, utilisée comme standard, montre une forte activité inhibitrice

(ICs0 = 6,27 = 1,15 pg/mL), confirmant la validité du test. La courbe d’inhibition illustre

47




Chapitre 3

Résultats et discussions

clairement cette différence, soulignant 1’efficacité du composé de référence face a I’inactivité

des extraits testés.

3.3.Résultats de P’activité anti-inflammatoire

Tableau 13 : Résultats de P’activité anti-inflammatoire.

% d’inhibition (Diclofénac 1C 5o =21,6 pg/mL)
Extraits 125 ug 250 ug 500 pg 1000 pg 2000 pg 4000 pg 8000 ug 1Cso
(Hg/mL)
AcOEt 1,16+ 0,12 1,33+ 0,32 1,16+ 0,33 1,01+ 0,84 0,88+ 0,62 0,90+ 0,44 | 1,19+ 0,65 1,32
n-BuOH 1,39+0,17 1,41+0,64 1,31+0,12 1,36+0,65 1,33+0,71 1,42+0,21 1,72+0,33 1,27

Les Résultats obtenus montrent que I’extrait acétate d’éthyle et 1’extrait butanolique de notre

plante présentent une activité inhibitrice significative.

En effet, I’extrait butanolique (ICso= 1,27ug/mL) et I’extrait acétate d’éthyle (ICs0=1,32
pg/mL) sont beaucoup plus efficaces que le diclofénac (ICso= 21,6ug/mL) un anti-
inflammatoire non stéroidien de référence.Ces résultats montrent que ces deux extraits sont
environ 16 a 17 fois plus puissants que le diclofénac. Cela suggere la présence de composés
bioactifs puissants dans ces extraits, pouvant justifier leur potentiel thérapeutique. Ces résultats
ouvrent la voie a une valorisation pharmacologique potentielle en vue d’isolation de composés

actifs dans la recherche de nouvelles molécules anti-inflammatoires naturelles.

3.4. Résultats de P’activité antimicrobienne

Apres 24 heures d'incubation a 37°C, les zones d'inhibition autour des puits ont été mesurées
pour évaluer l'activité antibactérienne des quatre différents extraits d’Achillea sur

Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis.
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Tableau 14 : Zone d’inhibition de I’activité antibactérienne des quatre extraits sur

Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis.

Zone d’inhibition (mm)

Souche bactérienne Staphylococcus aureus Bacillus subtilis
(ATCC 25923) (ATCC 6633)
[C]mg/mL 0,625 1,25 25 0,625 1,25 25
Extrait éther de / 5mm / / 2 mm /
pétrole
Extrait CHCls / / / / / /
Extrait ACOEt / 9 mm / / / /
Extrait n-BuOH / / / / 3mm
Témoin négative / /

DMSO (20 pL)
Témoin positive 39 mm 17 mm

Gentamicine

Figure 15 : L’effet des quatre extraits (éther de pétrole, CHCI3, AcOEt et n-BuOH) sur la souche

bactérienne Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis.
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e

S.aureus §

B.subtilis

f B _ subtilis

Figure 17 : L’effet de DMSO sur les deux souches bactériennes (S. aureuset B. subtilis)

Les résultats de cette étude permettent de conclure que :

Les extraits de Achillea ont présenté une activité antibactérienne différente selon le type
d’extrait et la souche bactérienne testée.
Contre Staphylococcus aureus, I’extrait d’acétate d’éthyle a montré une bonne activité
avec une zone d’inhibition de 9 mm a 1,25 mg/mL, probablement grace a sa richesse en
flavonoides et composés phénoliques. L’extrait a I’éther de pétrole a aussi montré une
activité modérée (5 mm), ce qui pourrait étre lié a la présence de terpénes. En revanche,
les extraits butanolique et chloroformique n’ont montré aucune activité contre cette
souche.

Concernant Bacillus subtilis, seule une faible inhibition a été observée : 3 mm avec
I’extrait butanolique et 2 mm avec I’extrait a I’éther de pétrole, ce qui peut s’expliquer
par la présence de saponines ou de composés faiblement actifs. Les extraits d’acétate

d’éthyle et chloroformique n’ont montré aucun effet sur cette souche.
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Conclusion

Les plantes médicinales, utilisées depuis 1’Antiquité, constituent une source majeure de
composés bioactifs présentant un large éventail d’activités thérapeutiques. Face aux enjeux
actuels liés a la résistance aux antibiotiques et au stress oxydatif, I’exploration de ces ressources
naturelles s’avére particulicrement pertinente. Dans ce contexte, notre étude se propose
d’évaluer les activités biologiques d’une espeéce saharienne du genre Achillea,

traditionnellement utilisée en médecine populaire en Algérie.

Les travaux effectués sur cette plante ont débuté par une macération des parties aériennes dans
de I’éthanol a 70 %, suivie d’une extraction liquide-liquide a 1’aide de solvants de polarité
croissante, permettant d’obtenir trois extraits distincts : CHCl;, AcCOEt et n-BuOH. Ces extraits
ont ensuite été soumis a un criblage phytochimique, révélant une richesse en métabolites
secondaires. Cette richesse a été confirmée par des dosages quantitatifs des polyphénols et des

tanins.

L’activité antioxydante des extraits a ét¢ évaluée a I’aide de trois méthodes complémentaires :
DPPH, ABTS et phénanthroline, extraits acétate d’éthyle et éther de pétrole page
50Conclusion en utilisant le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT)
comme controles positifs. Les résultats ont révélé que 1’extrait butanolique présentait 1’ activité
antioxydante la plus marquée. En effet, cet extrait a affich¢ des valeurs d’ICso
significativement (ICso = 6,29 + 0,47 ng/mL pour le test DPPH, ICso = 16,93 + 0,46 ng/mL
pour ’ABTS et une Aogsso = 6,19+0,82 ug/mL pour le test a la phénanthroline). En
comparaison, 1’extrait CHCl; a présenté une activité antioxydante modérée, se placant en

deuxiéme position apres cet extrait.

L’activité enzymatique a également été évaluée pour les trois extraits. Les résultats ont montré
que ces extraits présentaient une activité inhibitrice trés faible de I’alpha amylase
(antidiabétique) avec des valeurs d’1Cso supérieures a 400 ug/mL, ce qui indique une capacité
d’inhibition négligeable. Par ailleurs, 1’évaluation de 1’inhibition de 1’acétylcholinestérase
(activité anti-Alzheimer) n’a révélé aucun effet significatif ; aucune valeur d’ICso exploitable

n’a pu €tre déterminée dans les conditions expérimentales appliquées.

L’activité anti-inflammatoire, évaluée par la méthode de dénaturation des protéines, a révélé
que les extraits n-BuOH et AcOEt présentaient une activité particulierement élevée, surpassant

méme celle du composé de référence, le diclofénac (ICso = 21,6 pg/mL). Les valeurs d’ICso Ont
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été estimées a 1,27 ug/mL pour I’extrait butanolique et a 1,32 pg/mL pour I’extrait acétate

d’éthyle, indiquant une forte capacité inhibitrice.

Enfin, I’activité antibactérienne, testée sur Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, a montré
une zone d’inhibition de 9 mm contre Staphylococcus aureus avec 1’extrait acétate d’éthyle,
tandis que I’extrait butanolique a présenté une zone de 3 mm contre Bacillus subtilis, a la
concentration de 1,25 mg/mL. Ces résultats indiquent une activité antibactérienne faible a

modérée, dirigée principalement contre les souches Gram positif.

En résumé, cette étude met en évidence le potentiel de notre plante en tant que source naturelle
de molécules bioactives présentant diverses propriétés pharmacologiques. Les trois extraits
analysés (CHCIs;, AcOEt et n-BuOH) ont révélé une activité antioxydante notable. Parmi eux,
I’extrait acétate d’éthyle et n-butanol se sont distingués par une puissante activité anti-
inflammatoire, accompagnée d’un effet antibactérien modéré. Ces résultats prometteurs ouvrent
la voie a des investigations plus approfondies, visant notamment [’isolement puis
caractérisation des composés actifs, ainsi que la réalisation d’essais biologiques in vitro.
L’objectif a terme serait de valoriser ces extraits dans le domaine de la phytothérapie ou dans

le développement de formulations médicamenteuses naturelles.
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Résumeé

Notre travail repose sur 1’étude phytochimique et biologique d’une plante saharienne algérienne
appartenant au genre Achillea. Nos investigations phytochimiques ont porté sur les trois extraits
chloroforme (CHCI), acétate d’éthyle (AcOEt), n-butanol (n-BuOH) de cette plante. Le
screening phytochimique a mis en évidence la présence de différents métabolites secondaires
tels que les stérols, flavonoides, alcaloides, saponosides, tanins, terpenes, anthraguinones,
protéines et composés réducteurs. Les taux des polyphénols, des flavonoides, des tanins
hydrolysables et condensés totaux ont été déterminés par les méthodes colorimétriques, les
résultats ont montrés une richesse de I’extrait butanolique en polyphénols avec un taux
de 450,23 £ 0,25 pg EAG/mg d’extrait et en flavonoides avec un taux de 333,24 +0,96 ug
EQ /mg d’extrait. L’activité antioxydante de ces extraits a été évaluée par trois méthodes :
DPPH, ABTS, et phénanthroline. Les résultats ont montré que I’extrait butanolique était le plus
actif par rapport a D’extrait acétate d’éthyle et chloroformique. Les tests d’inhibition
enzymatique ont montré que 1’ensemble des extraits posséde une faible activité inhibitrice vis-
a-vis a-amylase (ICsq > 400 pg/mL), ce qui traduit une absence d’effet antidiabétique notable.
De méme, aucun des extraits n’a présenté d’inhibition significative de 1’acétylcholinestérase,
suggérant un potentiel thérapeutique limité contre la maladie d’Alzheimer. L’activité anti-
inflammatoire, évaluée par inhibition de la dénaturation de 1’albumine sérique bovine, a montré
un effet notable pour 1’extrait butanolique, avec une ICso de 1,27 ug/mL, bien meilleure que
celle du diclofénac (21,6 pg/mL). Enfin, I’activité antibactérienne a été testée in vitro contre
deux souches Gram positif ; Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis par la méthode de
diffusion en milieu solide par puits. L’extrait acétate d’éthyle a présenté une zone d’inhibition

de 9 mm contre S. aureus, sans effet sur B. subtilis.

Mots-clés : Achillea, screening phytochimique, dosage des polyphénols, activité antioxydante,

activité enzymatique, activité anti-inflammatoire et antibactérienne.



Abstract

Our study is based on the phytochemical and biological investigation of a Saharan Algerian
plant belonging to the Achillea genus. Phytochemical analyses were carried out on three extracts
of the plant: chloroform (CHCL), ethyl acetate (AcOEt), and n-butanol (n-BuOH).
Phytochemical screening revealed the presence of various secondary metabolites, including
sterols, flavonoids, alkaloids, saponins, tannins, terpenes, anthraquinones, proteins, and
reducing compounds. The contents of total polyphenols, flavonoids, hydrolysable tannins, and
condensed tannins were determined using colorimetric methods. The results indicated that the
butanolic extract was particularly rich in polyphenols (450.23 +0.25 ug GAE/mg ) and
flavonoids (333.24 + 0.96 ng QE/mg ). The antioxidant activity of these extracts was evaluated
using three methods: DPPH, ABTS, and phenanthroline. The results indicated that the butanolic
extract exhibited the highest activity compared to the ethyl acetate and chloroformi extracts.
Enzyme inhibition assays showed that all extracts displayed low inhibitory activity against o-
amylase (ICso > 400 png/mL), indicating no relevant antidiabetic activity. Similarly, none of the
extracts exhibited notable inhibition of acetylcholinesterase, suggesting limited therapeutic
potential against Alzheimer's disease. Anti-inflammatory activity assessed via BSA
denaturation inhibition, revealed a marked effect for the butanolic extract, with an ICso of
1.27 ng/mL significantly higher than diclofenac (21.6 ug/mL). Finally, antibacterial activity
was tested in vitro against two Gram-positive strains, Staphylococcus aureus and Bacillus
subtilis, using the agar well diffusion method. The ethyl acetate extract showed an inhibition

zone of 9 mm against S. aureus, with no effect observed on B. subtilis.

Keywords: Achillea, phytochemical screening, polyphenol content determination, antioxidant
activity, enzymatic activity, anti-inflammatory and antibacterial activity.
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