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Introduction

Introduction

Les essences ligneuses et surtout les arbres captent notre intérét par leurs tiges, leur tronc,
leur houppier et leurs branches. En somme, par I'ensemble de leurs parties aériennes. Leur
beauté majestueuse, leur richesse ornementale est souvent telle que I’homme doit se rendre a
I’évidence. C’est donc I'aspect extérieur de I'espéce dans son ensemble qui captive en premier
lieu notre attention. Les arbustes ont une essence ligneuse dont les tiges sont entierement
lignifiées et se ramifiérent dés la base, les différentes formes de ramifications engendrent des

arbustes de différents types, a tige unique, a plusieurs tiges ou buissonnants (Belot, 2004).

Les plantes ligneuses qui n’atteignaient pas une hauteur d'au moins 3 metres en raison
de leurs tiges multiples ou de leur petite taille, sont considérées comme des arbustes (EI Amin,
1990). Acacia, un arbuste répandu dans le monde entier, comprend environ 1200 espéces de la
famille des Fabaceae appartenant a la tribu des Acacieae. Les espéces d'Acacia sont
importantes pour l'alimentation et I'ethnopharmacologie et ont des utilisations thérapeutiques
potentielles. En effet, 152 constituants chimiques ont été répertoriés a partir des espéces
d'Acacia ainsi que leurs activités biologiques. Les principaux composés isolés sont les
flavonoides, les terpénoides et les acides phénoliques, accumulés principalement dans les
feuilles, les gousses et les écorces des tiges. Ces composés ont de multiples activités
pharmacologiques telles que : antibactériens et antifongiques, antioxydants, anticancéreux,

antibactériens et antifongiques (Amoussa et al., 2020).

Une étude a montré que le feuillage issu des especes d’Acacia est un fourrage d’une
valeur nutritive trés intéressante caracterisé par sa richesse en protéines. Cependant, cing
especes d’Acacia (Acacia nilotica, Acacia horrida, Acacia saligna, Faidherbia albida et
Albizia julibrissin), récoltées de zones arides et semi-arides d’ Algérie, ont été déterminés. Les
échantillons étudiés montrent donc des taux élevés en protéines (157-252 g/kg MS), le contenu
le plus élevé était noté chez Acacia horrida (551 g/kg MS) (Kadi et Zirmi-Zembri, 2016).
Ainsi, I’analyse chimique a révélé que les contenus en maticres azotées totales de certaines
feuilles d’arbustes sont intéressants et ’utilisation des feuilles d’arbustes fourragers dans
I’alimentation des ruminants constitue une alternative alimentaire intéressante vue le déficit
fourrager rencontré en Algérie et I’augmentation des prix des mati¢res premieres formulant les
aliments concentrés (Mebirouk-Boudechiche et al., 2014). En outre, le genre Acacia, est

connu aussi par la forte abondance en terme de metabolites secondaires, dix espéces du genre
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Acacia ont été étudiées et soixante-seize (1-76) molécules ont été rapportées appartenant a la

famille des tri terpénes, saponines, flavonoides, polyphénols, tannins... (Hussain, 2019).

L’objectif de la présente étude est de valoriser ’espéce Acacia horrida, dont peu de
données sont disponibles concernant ses vertus biologiques. En effet, le travail consiste a
extraire les molécules bioactives par une nouvelle méthode d’extraction et a élaborer les tests

d’activités biologiques, a savoir :

1. Les activités antioxydantes
2. Activité anti-inflammatoire
3. Activité antibactérienne

4. Activité antidiabétique



Chapitre | :
Partie
théorique



Partie théorique

1. Famille des Fabaceae
1.1. Position systématique

La famille des Fabaceae, également connues sous le nom de famille des Iégumineuses,
représentent la famille des plantes a fleurs avec plus de 730 genres et 19 400 espéces réparties
dans le monde entier. En Algérie, cette famille est représentée par 53 genres et de 339 especes.
(Debbi et al., 2019).

Les Fabaceae peuvent étre réparties en 4 sous-familles selon I’ Angiosperm Phylogeny
Group 111 (2009) :

La sous-famille de Bauhinioides
La sous-famille des Mimosoideae
La sous-famille des Caesalpinoideae

La sous-famille des Papilionoideae ou Faboideae

Classification de Cronquist (1981)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionia
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales

Figure 1: Classification taxonomique des fabaceae (Cronquist, 1981).
1.2. Description botanique

Les plantes Fabaceae peuvent étre des plantes herbacées, des arbustes ou des arbres. Ils
présentent une grande variété de formes, de tailles et de structures. Elles possédent un
métabolisme azoté élevé et renferment des acides aminés non protéogéniques (Spichiger et al.,
2002). Ces plantes possédent plusieurs caracteres morphologiques en commun :

Feuilles : normalement composées pennées rarement bipennées, alternes, stipulées, parfois
transformées en vrilles simples, folioles toujours a bord entier, parfois avec points translucides
de forme trés variables mais presque asymétriques.

Racines : présentent des nodosités ou vivent des bactéries symbiotiques du genre rhizobium.
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Inflorescences en racémes ou en panicules rarement de cauliflorie.
Fleur : sont hermaphrodites zygomorphes.
Fruits : des gousses coriaces ou ligneuses, déhiscentes ou indéhiscentes a maturité s'ouvrant

en deux valves parfois samaroides (Gnagne et al., 2017).

1.3. Répartition géographique des Fabaceae :

Le principal centre de diversité des Fabaceae est situé en Amérique du centre et du sud.
D’autres centres de diversité sont localisés également en Afrique et en Asie (Maroyi, 2023).
En géneéral, les Fabaceae sont distribuées dans tous les biomes terrestres. Leur répartition est
cependant variable selon la sous-famille. Les Faboideae sont cosmopolites et se retrouvent
presque dans tous les milieux du globe terrestre. Les Caesalpinioideae occupent surtout les
régions tropicales et subtropicales de I’Amérique, de I’ Afrique et de I’ Asie. Les Mimosoideae
dominent les régions tropicales et subtropicales, colonisent aussi les zones arides et semi-arides
de I’Afrique, de I’Amérique et de I’ Australie (EI-Saber Batiha et al., 2019).

Figure 2: Répartition géographique des Fabaceae (Boutaghane, 2013).
2. Présentation du Genre Acacia

Les Acacia présentent une large diversité. Il existe environ 1350 espéces d'Acacia dans
le monde, dont environ 960 originaire d'Australie. La forme de croissance de I'Acacia est soit
un arbre, soit un grand arbuste (Lahdachi et al., 2015). lls poussent dans divers environnements,
de tropical, subtropical a chaud et les régions tempérées froides du monde (Benbrahim et al.,
2014). Les feuilles d'Acacia sont soit des vraies feuilles (bipennées) ou phyllodes (pétiole
modifié se présentant comme une simple feuille) avec une grande partie de la littérature

phytochimique faisant référence aux phyllodes comme feuilles.
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Les fleurs d'Acacia sont de couleur jaune vif a creme. La période de floraison est
géneralement de la fin de I'hiver au printemps ou au début de I'été. Les graines sont comestibles
et généralement broyées en une sorte de farine. La gomme exsude des tiges et branches en
réponse a des facteurs environnementaux ou de stress (Kheloufi, 2022).

2.1. Principaux métabolites secondaires du Genre Acacia

Les legumineuses produisent une grande diversité de métabolites secondaires. Les
techniques chromatographiques ont prouveé que les Acacia sont une riche source de composés
bioactifs, notamment les phénols, les alcaloides, les saponines, les terpénoides, les stérols, les
polysaccharides, les acides aminés non protéiques, les acides gras, et divers acides organiques
(Belkouicem et al., 2022).

2.2. Importance médicinale et économique

Les espéces d'Acacia, sont des plantes économiques trés importantes en tant que sources
de tanins, de gommes, de bois, de combustible, de fourrage et de médicaments traditionnels
(Mkaouar et al., 2014). Les espéces d'Acacia ont été utilisées comme plantes médicinales
depuis les premiers temps de la civilisation (Gormo et Nizesete, 2013). Elles sont utilisées
dans le traitement d'un large éventail de troubles tels que les maladies gastro-intestinales,
respiratoires, oculaires et utérines. Dans la mythologie égyptienne, L'Acacia était consideré
comme l'arbre de vie reflétant sa nature curative. Les fleurs, les feuilles, les gousses, les graines
et les racines d'Acacia sont utilisées traditionnellement pour le traitement de diverses affections
par de nombreuses cultures. En Australie, au début de I'époque coloniale les botanistes ont
décrit comment les attributs médicinaux des especes d'Acacia étaient utilisés par les indigénes
australiens (Subhan et al., 2018).

2.3. Principaux métabolites secondaires du Genre Acacia

Les phénols végéetaux sont les principaux constituants bioactifs des plantes et ils
constituent le plus grand groupe de métabolites végétaux secondaires avec une présence
universelle dans le réegne végétal (Abbasi et al., 2023). Le terme « polyphénols » ou «
composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de molécules divisé en une dizaine de
classes chimiques, selon le nombre d’unités phénoliques présentes (Hareb, 2022). Elles
présentent un point commun : la présence dans leur structure d'un ou plusieurs cycles

aromatiques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Berrekbia et Medaci, 2023).
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Diverses sous-classes polyphénoliques ont été identifiés chez Acacia comme les acides

phenoliques, flavonoides et tanins (Subhan et al., 2018).

2.3.1 Acides phénoliques

Les acides phénoligues sous leurs formes libres et conjuguées sont parfois signalés chez
Acacia. Les principaux acides phénoliques présents dans Acacia se sont avérés étre les acides
galliques dérivés. Subhan et al. (2018) confirment que la plupart des acides phénoliques ont
été detectés dans les gousses et que tres peu des acides phénoliques ont été trouvés dans les

feuilles ou I'écorce.

O OH

HO OH
oOH

Figure 3: Structure chimique de ’acide gallique (Wikipédia A, 2023).

2.3.2 Flavonoides

Les flavonoides sont largement signalés chez les fabaceaes. Ce sont des pigments
quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles. Plus de 100 flavonoides y compris les flavanes, les flavanones,
les flavonols, les flavones et leurs glycosides ont été trouvé dans différentes espéces d'Acacia
(Saidi, 2019). Subhan et al. (2018) confirment que le bois de cceur et les écorces sont les

parties de plantes les plus couramment examinées pour les flavonoides.
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OH
OH

Figure 4: Structure chimique de Proanthocyanidine B3 (Wikipédia C, 2023).

3. les activités biologiques
3.1. L'activité antioxydante

3.1.1 Stress oxydant

De maniere générale, le stress oxydant se définit comme un deséquilibre entre
I’exposition a des pro-oxydants et la capacité de détoxification des systémes de défense
antioxydant (enzymatique et non-enzymatique) (figure 06) (Pincemail et al., 2017).

En conséquence, des dégats souvent irréversibles interviennent dans la cellule :
modifications oxydantes au niveau des lipides (AGPI), de I’ADN et des protéines. A des degrés
variables, le stress oxydant est impliqué dans le développement des maladies cardiovasculaires,

des cancers, du diabete ou encore des maladies neuro-dégénératives (Afonso et al., 2017).

3.1.2 Les antioxydants
Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, en faible concentration par

rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit I’oxydation de ce substrat. Ils
peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine (Neha
etal., 2019). IlIs font I’objet de nombreux travaux car, leur utilisation comme des conservateurs
dans les denrées alimentaires en remplacant les antioxydants de synthese, ils interviennent dans

le traitement de nombreuses maladies (Habellah et al., 2016).
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////S:én;tio,\}dants
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Figure 5: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants (Nkhili, 2009).

Les antioxydants peuvent agir en (Pisoschi et Pop, 2015) :
»  Reéduisant ou en dismutant les espéces réactives d’oxygenes

»  Piégeant les espéces réactives d’oxygenes pour former un composé stable
»  Séquestrant les métaux de transition libres
»  Générant du glutathion (GSH)

3.1.3 L’activité antioxydante

D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneur d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.
En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par
résonance et par manque de positions appropriées pour €tre attaqué par I’oxygene moléculaire

(Brainina et al., 2019).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puisse réagir avec un nouvel
acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de 1’oxygene

singulet pour la transformer en chaleur (Ayoka et al., 2022).
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La propriété antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a pieger le
radical libres : radical hydroxyle, I’anion superoxyde et les radicaux peroxyles. Les flavonoides
inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a  leur groupement hydroxyle (C3OH)
fortement reéactif. Ils peuvent également protéger les membranes cellulaires par leur action a

différents niveaux sur la peroxydation lipidique (Ghedira, 2005).

3.2. Les activités anti-inflammatoires

3.2.1 Généralité sur I’inflammation

L'inflammation est une réaction biologigque & une homéostasie tissulaire perturbée. A son
niveau de base, il s'agit d'un processus de destruction des tissus qui implique le recrutement de
produits déerivés du sang, tels que les protéines plasmatiques, les fluides et les leucocytes, dans
les tissus perturbés. Cette migration est facilitée par des altérations de la vascularisation locale
qui entrainent une vasodilatation, une augmentation de la perméabilité vasculaire et une

augmentation du débit sanguin (Chenivesse et Nadai, 2020).
Les causes de la réaction inflammatoire sont multiples :

> Agent infectieux : contamination par des micro-organismes (bactéries, virus, parasites,
champignons) ;

Agents physiques : traumatisme, chaleur, froid, radiations ;

Agents chimiques : caustiques, toxines, venins ;

Corps étrangers : exogenes ou endogenes ;

Défaut de vascularisation : réaction inflammatoire secondaire a une nécrose parischémie ;

YV V. V VYV V

Agression dysimmunitaire (anomalie de la réponse immunitaire, allergies, auto-immunité)
(Ashley et al., 2012).

3.2.2 Activité anti-inflammatoire

La réponse inflammatoire est un processus physiologique de défense de I’organisme
contre des agressions qui entraine une altération tissulaire ou une infection. Elle nécessite une
régulation fine, généralement bénéfique, elle conduit a 1’élimination d’éventuels pathogénes et

au retour a I’homéostasie du tissu 1ésé (Lefevre et a.l, 2020).

Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans le regne végétal est trés vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des

propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la
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cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes (Haioun et Hamoudi,
2015).

De nombreuses études ont prouvé que les flavonoides déploient leurs activités
pharmacologiques, notamment anti-inflammatoires, par I’inhibition d’importantes enzymes de
régulation (Abbad et al., 2022). En effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de
la production des prostaglandines, des molécules pro inflammatoires trés actives. Cet effet
serait di a la réduction du métabolisme de I’acide arachidonique par I’inhibition de la
lipooxygenase, de la cyclooxygénase et de la phospholipase A2. Certaines kinases (PKC, la
P13kinase et tyrosine kinases) impliquées dans la réponse inflammatoire sont aussi affectées
par les flavonoides. La présence de la double liaison C2=C3 dans le noyau des flavonoides

semble étre essentielle a leur activité anti-inflammatoire (Debab, 2020).

3.3. Les activités antibactériennes

3.3.1 Généralités

Des la naissance, I'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux et causent des maladies les plus
fatales et des épidémies les plus répandues. Pour résister a ces microorganismes de nombreux
moyens sont mis en jeu. On peut distinguer 3 groupes : les barrieres anatomiques, les
mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et I'immunité acquise (Ben Abdallah et al.,
2019).

L’examen de la réaction bactérienne en présence d’antibiotique traite la réponse des
bactéries a 1’action d’une dose d’antibiotique. Avant toute étude impliquant les antibiotiques,
il est nécessaire de connaitre I’attitude des micro-organismes sans facteur de stress. Notamment
par le comportement de la croissance, celle-ci étant I’indicateur de I’activité d’une population
bactérienne. Les antibiotiques, étant fréquemment utilisés afin d’éliminer les agents infectieux,
perturbent le développement cellulaire. La croissance est donc plus ou moins fortement altérée
par la présence d’antibiotiques. L’action produite par les antibiotiques est déterminée en ciblant

toute avarie portée sur la croissance bactérienne (Bertholle et Bibette, 2010).

3.3.2 Les différentes techniques de I’évaluation de I’activité antibactérienne

Pour établir la croissance bactérienne de nombreuses méthodes existent et permettent de

visualiser et mesurer la quantité des organismes (Bertholle et Bibette, 2010).
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e La méthode de dilution en milieu liquide

Consiste a preparer une série de tubes a hémolyse stérile avec le méme milieu de culture
liquide (2 ml) puis constituer une gamme de concentrations de lI'antibiotique a tester. Un tube
(témoin) est également préparé. Ensuite, on ajoute la méme quantité de germes dans chaque
tube (inoculum). La galerie ainsi préparée sera incubée a 37°C pendant 18 heures. Puis, elle
sera examinée a 'ceil nu apres 1’incubation. Le principal inconvénient de cette méthode est la
quantité de tubes a manipuler, soit 100 tubes pour une dizaine d'antibiotiques a examiner. Une
variante de cette méthode consiste a utiliser des microcupules en plaque au lieu de tubes. I

s'agit d'une micro méthode en milieu liquide (Traoré et al., 2012).

e La méthode de dilution en milieu solide

Consiste a incorporer I'antibiotique a une concentration donnée dans la gélose, maintenue
liquide a 42°C. Une série de boites de Pétri est préparée avec des concentrations d'antibiotique

variant selon une progression géométrique de base de 2, comme précédemment.

Puis sont préparées les suspensions des différentes bactéries a examiner qui sont alors
distribuées dans les microcupules metalliques. Des tiges métalliques stériles plongent dans
chaque cupule. Puis par un mouvement de translation sont déposées les différentes bactéries
sous le méme volume (de I'ordre du microlitre) a la surface du milieu gélosé ou solide. Apres
avoir ensemence la série de boites, celles-ci sont incubées dans une étuve jusqu'au lendemain.
La lecture est alors effectuée : il est facile de repérer I'emplacement de chaque souche et de
noter la croissance ou 1’absence de croissance. Cette méthode semi-automatique permet
d'examiner des séries de 20 a 98 souches selon le type de plaque. Cette méthode de
détermination de la CMI par une approche directe est peu pratique, car en effet, tester la
sensibilite a 10 antibiotiques nécessite de préparer une centaine de boites contenant les diverses

concentrations d'antibiotique (Srifi et al., 2013).

e La méthode de diffusion en milieu solide

Consiste a ensemencer en surface d'un milieu solide par inondation de la souche a tester.
Puis a déposer des disques de papier buvard comprenant un antibiotique a une certaine
concentration. Apres solubilisation de I'antibiotique par I'humidité du milieu gélose, il s'établit
un gradient de concentration qui varie avec le temps. La boite ainsi préparée est mise a incuber
pendant une nuit a 37°C. Il est possible de voir la croissance bactérienne (au milieu de la boite)

ainsi que des zones d'inhibition de la croissance circulaires, a proximité de chaque disque. Plus
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la zone d'inhibition est grande, plus grande est la sensibilité de la souche bactérienne testée vis-
a-vis de l'antibiotique étudié. Chaque zone peut étre mesurée selon divers moyens : regle,
compas, pied a coulisse... La zone d'inhibition circulaire est mesurée par le diamétre en mm,
puis il sera possible de calculer la CMI de I'antibiotique pour la souche examinée en reportant
ce diameétre sur une courbe de concordance, préétablie a I'avance avec une centaine de souches
(échantillonnage) de sensibilités différentes. Neanmoins, la détermination par cette méthode
est insatisfaisante, d'ou la nécessité de recourir a la méthode directe par dilution ou encore a

d'autres méthodes comme celle du E-test (Daoudi et al., 2015).

3.4. Les activités antidiabétiques

3.4.1 Généralité dur le diabete

Le diabéte est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas
suffisamment d’insuline ou que 1I’organisme n’utilise pas correctement 1’insuline qu’il produit.
L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang. L hyperglycémie,
ou concentration sanguine élevée de sucre, est un effet fréquent du diabete non contrdlé qui
conduit avec le temps a des atteintes graves de nombreux systemes organiques et plus
particulierement des nerfs et des vaisseaux sanguins (Moumou et Braik, 2018).

3.4.2 L’activité antidiabétique

Un antidiabétique naturelle est une substance utilisé pour traiter le diabéte sucré en
abaissant la glycémie. Leur utilisation dépend de la nature du diabéte, du dosage de
I'némoglobine glyquée, de I'age et de la situation de la personne, et de bien d'autres facteurs.
Le but des antidiabétiques est d'équilibrer la glycémie mais aussi de diminuer le risque de

survenue de maladie cardiovasculaire (Fahouma et al., 2022).
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Matériels et méthodes

1. Introduction

L’objectif de ce chapitre est de présenter différents matériels utilisés et méthodes
experimentales suivies.

Toute la partie expérimentale a été réalisée au niveau du centre de recherche de
biotechnologie a Constantine(CRBT) Donc le but de notre travail consiste a1’ extraction de la
plantes par différentes techniques, suivie par les tests des activités antioxydants de I’extrait
végétales des feuilles Acacia horrida ainsi que les activités biologiques , et 1’évaluation de
I’efficacité des différentes méthodes.

Les étapes essentielles de ce travail sont présentées ci-dessous :
o Préparation de des extraits par plusieurs méthodes d’extraction.
o Dosage des composes phénoliques des extraits végétaux.
o Les activités antioxydantes et anti inflammatoires des extraits végétaux.
o Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits.

On peut résumer 1’ensemble du travail effectué selon I’organigramme suivant :
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Choix de la plante

Récolte -Séchage -broyage

Extraction par la méthode Extraction par sonificateur Extraction par micro-onde

classique (70 :30) 90min sous pression 800 emb

Extrait brute de

méthode classique

Filtration

Extrait brute de

] Micro-onde
Extrait

chloroformique

Extrait brute de

Extrait acéthate sonificateur

ethyle

Extrait butanolique

Figure 6: Organigramme systématique de I’ensemble des travaux expérimentaux réalisé.
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2. Materiel végeétal
2.1 Récolte

Nous avons utilisé la partie aérienne de la plante notamment les feuilles d’acacia horrida,
qui ont été récoltées de la région de beb el kantara, situé a la wilaya de Constantine, entre les

mois de février et mars 2023.

2.2. Préparation de I’échantillon

2.2.1. Séchage
Les feuilles d’Acacia horrida ont été nettoyées avec de I'eau du robinet pour éliminer les
poussieres et autres particules contaminants. Ensuite, ils ont été séchés dans 1’étuve pendant

vingt-quatre heures a une température maximale de 37° C (Aouidi et al., 2013).

Figure 7: Séchage de la plante Acacia horrida [originale].

2.2.2. Broyage et tamisage

La fin du séchage est déterminée par 1’obtention de trois pesées consécutives a poids
constant, les feuilles ont été réduites en une poudre fine a 1’aide d’un broyeur électrique (E8130
Waring mélangeur) puis tamisées dans une tamiseuse électrique pour obtenir une poudre fines
qui sera stockée dans des petits bocaux en verre. La poudre obtenue est soumise a différentes

méthodes d’extractions.
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Figure 8: Broyage de la plante Acacia horrida [originale].

2.2.3. Matiere séche

La détermination du taux d’humidité est réalisée en prenant une masse initiale des feuilles
vertes de Acacia horrida, qui ont été séchés dans I’étuve a 105°C pendant 24h jusqu’a

I’obtention d’un poids constant.
3. Méthode de Macération et Extractio
3.1Extraction solide -liquide par macération

La macération est un procédé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide
froid pour en extraire les composés solubles, ou bien pour qu'il absorbe ce liquide afin d'en

obtenir le parfum ou la saveur, pour le conserver ou pour qu'il s'y décompose

e Mode opératoire suivi

Pour une extraction solide -liquide, la technique de Mompon et al. (1998) a été suivi:
o 50g des feuilles broyées ont été macéré dans 300 ml d’une solution hydro-éthanolique
70% sous agitation mécanique pendant 24h.
o Apreés filtration, nous avons ré effectué deux autres extractions sur le résidu.
o On a procédé ensuite a I'évaporation sous vide de I'extrait éthanolique dans un
évaporateur rotatif (BUCHI) a 38°C pour obtenir I’extrait brut.
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Figure 9: Filtration sous vide pour la récupération du résidu [originale].

3.1.2. Extraction par ultrasons

e Principe

L’extraction par ultrasons est une alternative rapide, peu couteuse simple et efficace cette
méthode offre de nombreux avantages en termes de rendement, de sélectivité, de temps et

d’énergie. On a utilisé cette méthode 1’éthanol a 70%.

e Mode opératoire suivi

Pour une extraction par ultrasons, le mode opératoire choisit est le suivant :
Avec mélange hydro alcoolique (éthanol et eau) :

o Une quantité de 50g de la plante broyée a été macérée dans 200 ml de 1’éthanol 70%
pendant 24heures

o L’erlenmeyer est placé dans un extracteur ultrasons ou il est exposé a I’extraction durant
30 minutes.

o L’extrait est évaporé sous vide a 38C° jusqu’a évaporation totale du solvant, et enfin

récupéré et séché a 37 C° dans I’étuve.

Figure 10: Extraction par sonde ultrasonique [originale].
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3.1.3. Extraction par micro-onde

e Mode opératoire suivi

o Dans cette méthode on a utilisé un four @ micro-onde et nous avons opté pour le mode
opératoire suivant :

o Dans un bécher un mélange hydro alcoolique de volume égal a (320 ml d’éthanol+80
ml de H20) a été additionné a 70g de d’échantillon.

o Le dispositif expérimental est placé ensuite dans un four micro-onde (Samsung
ME73A) pendant 90 secondes sous une pression égale a 600 mbar.

o Le mélange est récupéré suivi d’une filtration sous vide.

o Enfin I’extrait subit une évaporation sous vide a 38C° jusqu’a I’évaporation totale du

solvant, et enfin récupéré et séché a 37 C° dans I’étuve.
4 Estimation du contenu total en polyphénols (TPC) et des flavonoides (TFC)

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode décrite par Muller et al., (2010)
sur une microplaque a 96 puits, un volume de 20 pl d’extrait (1 mg d’extrait dissoute dans 1
ml de méthanol) est ajouté a 100 ul de FCR dilué (Annexe V), ensuite un volume de 75 pul de
carbonate de sodium (7,5%) (AnnexeV) est additionné, le mélange est laissé a 1’obscurité
pendant 2 heures a température ambiante.L’absorbance est mesurée a 765 nm. Un blanc est
préparé de la méme maniére en remplacant 1’extrait par le solvant utilisé (Méthanol). L’acide
gallique (Annexe IV) est utilisé comme contrdle positif, a partir de lequel une courbe
d’étalonnage a été établie (Annexe VI).

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode décrite par Khlifi et al., (2013),
et sur une microplague a 96 puits, un volume de 1 ml de chaque extrait a été mélangée avec un
volume égal de trichlorure d'aluminium (AICI3) (Annexe V) dans le méthanol (2%). (On a
divisé les volumes par 10), le mélange est laissé a I’obscurité pendant 15min a température
ambiante. L'absorbance a été lue a 415 nm. Un blanc est préparé de la méme maniére en
remplagant I’extrait par le solvant utilisé(Méthanol). La quercétine (Annexe V) est utilisé
comme contrdle positif, a partir de lequel une courbe d’étalonnage a été établie (Annexe VI).

5. Activités biologiques
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L’étude de I’activité antioxydante de 1’espéce Acacia horrida a été réalisée par
I’utilisation de plusieurs méthodes a savoir : total phénolique et total flavonoides, piégeage du
radical libre DPPH, piégeage de I’ABTS, pouvoir réducteur (FRAP), réduction par la formation
du complexe Fe*2-phenanthroline, réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC) et

réduction des nanoparticules d’argent.
5.1 Activité antioxydante :
5.1.1Activité piégeage du radical libre DPPH

Le test a été réalisé selon la méthode décrite par Blois, (1958), sur une microplaque a 96
puits, une solution de 160 pl du DPPH (Annexe II) a été mélangée avec 40 pl de 1'échantillon
adifférentes concentrations. Le mélange a été maintenu a une température ambiante pendant 20
min. L’absorbance a été¢ mesurée a 517 nm. L’acide ascorbique et le trolox (Annexe IV) sont

utilisés comme standards

Acontrﬁle - Aextrait
Inhibition (%) = [ ] X 100
calculé selon Acxtrait 1’équation

Le  pourcentage d’inhibition a été

suivante :

Equation 1: Pourcentage d’inhibition du DPPH.
Ou a contréle est l'absorbance du contrdle négatif, et a extrait I'absorbance de

I'extrait/standard.
5.1.2 Activité du piégeage du cation radical ABTSe+

Cette activité est déterminé selon la méthode de Re et al., (1999), un volume de 160 pl
d’ABTS (Annexe II) a été ajouté a 40 ul de D’extrait dilué dans le méthanol a plusieurs
concentrations, la lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 734 nm apres
10 min d’incubation. L’acide ascorbique et le trolox (Annexe V) sont utilisés comme standards

dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.
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Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon I’¢quation suivante :

Acontrﬁle - Aextrait

Inhibition (%) = | 1X 100

Aprrnif

Equation 2: Pourcentage d’inhibition d’ABTS.

Ou a contrble est I'absorbance du contrble negatif, et a extrait I'absorbance de

I'extrait/standard.
5.1.3 Activité Reducing power (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu
(1986), en effet la méthode est basée sur la réduction des ions ferrique (Fe**) en complexe en
ions ferreux (Fe2*) par les antioxydants qui donnent une couleur bleu.

Un volume de 10 ul de I’extrait & différentes concentrations est mélangé avec 40 pl d’une
solution tampon phosphate (pH 6,6) et 50 ul d’une solution de ferrycanide de potassium (1%)
L’ensemble est incubé a I’étuve & 50°C pendant 20 min. Ensuite, 50 pl d’acide tri-
chloroacétique (TCA) 10% sont ajoutés pour stopper la réaction.Enfin, un volume de 40 pl

d’eau distillée et 10 pl d’une solution de chlorure de fer (0,1%) sont ajoutes.

L’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 700 nm. L’acide ascorbique et le
trolox sont utilisés comme standards dont 1’absorbance a ¢été mesurée dans les mémes
conditions que les échantillons .Une augmentation de 1’absorbance correspondent & une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.
5.1.4 Activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC)

La méthode CUPRAC est basee sur la réduction du complexe Cuivre-Neéocuproine en

présence d’un antioxydant et elle est déterminée selon la méthode d’Apak et al., (2014).

Dans une microplaque a 96 puits, 40 pul de I’échantillon ont été ajoutés a 60 ul de tampon
acétate d’ammonium, 50 pl de Néocuproine, et 50 pl de chlorure de cuivre (CuCl2) (Annexe
V), Apres une heure d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a 450 nm.

L’acide ascorbique et le trolox sont utilisés comme standards dont I’absorbance a été
mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats ont été calculés a titre
d’ Aos (pg/ml).

5.2 Activité enzymatique
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o Inhibition de I’alpha amylase

L'activité inhibitrice de I'alpha -amylase a été déterminée par la méthode de Zengin et al.,
(2014) avec quelques modifications. Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 25 pl
d’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 50 ul d’une solution d’a-amylase
(1U/ml) puis incubé pendant 10 min a 37°C. Ensuite, 50 ul d’amidon (0,1%) sont additionnes.
Le mélange est incubé une autre fois pendant 10 minutes a 37°C.

Apreés incubation, 25 ul d’acide hypochlorique (1M) et 100 ul d’iodure de potassium iode
sont ajoutés. La lecture de I’absorbance est réalisée a 630 nm. L’acarbose est utilisée comme
standard.

Le pourcentage d’inhibition de 1’ a-amylase a été calculé par la formule suivante :

(Ac — Ae) — (As — Ab)

%Inhibition =1 — [
(Ac — Ae)

Equation 3: Pourcentage d’inhibition de 1’a-amylase.

Ac : Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ae : Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]

As : Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]

Ab : Absorbance [Extrait+1KI+125 pl de tampon]

5.3 Activité anti-inflammatoire in vitro

L'activité anti-inflammatoire a été déterminée in vitro par la dénaturation thermique de la BSA
(Kandikattu et al., 2013) avec quelques modifications. Un volume de 100 ul de chaque extrait
a été mélangé avec 100 ul de Bovine Solution de sérum-albumine (0,2 %) préparée dans un
tampon Tris-HCI (50 mM, pH 6,6). Le mélange a été laissé au repos pendant 15 minutes a 37°
puis chauffer dans un bain mari a 72 °C pendant 5 min. L'absorbance était enregistrée a 660
nm apres refroidissement a température ambiante. Le diclofénac sodique a été utilisé comme
étalon. L'effet des échantillons contre la dénaturation de la BSA a été présenté comme

pourcentages d'inhibition calculés a I'aide de la formule ci-dessous :

| (%) = AC - AS/ AC x100

Ou, I : Le pourcentage d'inhibition, AS : I'absorbance de 1’échantillon, et AC : absorbance du
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controle.

5.3 Activité antibactérienne
6. Analyses statistiques

Les résultats des tests in vitro effectués sont exprimés en moyenne = SD d’analyses en

trois essais. Les valeurs de CI50 (Concentration d’inhibition & 50%) et de A0, 50 (la

concentrationindiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de régression linéaire

a partir de deux courbes : [% inhibition = f (concentrations)]

Pour la CI50 et [Absorbance= f (concentrations)] pour la AQ.50, les comparaisons

multiples et ladétermination des taux de signification sont faites par " test DSH (différence
significative honnéte) de Tukey" et le test ANOVA univarié. Les différences sont

considéréesstatistiquement significatives au seuil de 0,05.
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Résultats et discussion

1. Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux

Les valeurs des teneurs en polyphénols et flavonoides totaux des 5 extraits de la plante
Acacia horrida : EC : extrait classique, ES : extrait par sonification, EM : extrait par micro-
ondes, DC : extrait dichlorométhane, AE : extrait acétate d’éthyle, BU : extrait butanolique

respectivement exprimés en ug equivalent.

TPC EAG /mg 435,99
£
g 240,63 223.96
©
(@)
£ 12954
O
<
w 58,02
EC ES EM AE BU
Figure 11: Teneurs en polyphénols totaux.
TFC 70,68
59,39
P 47,39
s
3
o 28,86
(@]
£
O
<
w
EC ES EM AE

Figure 12: Teneurs en flavonoides totaux.
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Tableau 1: Teneurs en polyphénols et flavonoide totaux des 6 extraits d'Acacia horrida.

Extraits Teneur en composés Teneur en cOmposés
phénoliques (ug EAG/ mg flavonoides (ug EQ/ mg

d’extrait)* d’extrait)*

EC 129,54+3,8 28,86+2,62

ES 240,63+0,57 70,68+3,43

EM 223,96+1,07 59,39+3,41

DC - -

AE 435,99+0,76 47,04+3,15

BU 58,02+3,41 -

La teneur en composés phénoliques totaux illustré dans la figure 11 et le tableau 1 a
montré une concentration maximale de I’extrait AE : extrait acétate d’éthyle, suivi par 2
extraits de valeur moyenne : ES : extrait par sonification (240,63+0,57), EM : extrait par
micro-ondes puis (223,96+1,07). L’extrait EC : extrait classique a montré une valeur de
relativement faible de composés phénoliques (129,54+3,8), alors que ’extrait BU : extrait

butanolique était le pauvre en composés phénoliques.

Il apparait d’aprés ces résultats que la grande majorité des polyphénols sont
moyennement polaires. Par conséquent, pour obtenir des fractions riches en polyphénols, il est
d’utiliser des solvants organiques moyennement polaires comme 1’extrait AE : extrait acétate
d’éthyle, alors que I’utilisation d’un extrait plus polaire comme 1’éthanol et le butanol a donné

la valeur la plus faible de polyphénols.

La teneur en polyphénols totaux de 1’étude de Khelalfa et al. (2020) faite sur Acacia
horrida était supérieur avec une valeur de 785.1 mg/g cependant les deux especes ont été
collectés de la méme région ; Constantine. Cela est peut-étre di a I’utilisation de I’extraction
par ultrasons en utilisant I’acétone comme solvant qui est plus polaire qu’AE et moins polaire
que le méthanol, pour extraire les polyphénols d’Acacia horrida il est préférable d’utiliser la

méthode d’ultrasons et un solvant moyennement polaire.

Une autre étude (Bouazza et al., 2012) sur cette plante a montré une valeur trés faible
(98.9g/kg) mais riches en tanins condensés qui sont solubles dans 1’alcool, la valeur est proche

de celle de I’extrait EC.
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D’aprés la figure 12 I’extrait le plus riche en flavonoides est 1’extrait ES avec une
valeur de 70.68, suivi par les deux extraits EM (59,39+3,41) et AE (47,04+3,15). L’extrait le
plus pauvre en flavonoides est I’extrait EC (28,86+2,62).

D’aprés ces résultats la sonification a donné un bon rendement de polyphénols et de

flavonoides par rapport a 1’autre méthode micro-ondes.

2. Activités biologiques et antioxydantes.

2.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de la plante Acacia horridaa été évaluée par les différentes
méthodes suivantes : DPPH, ABTS, FRAP, CUPRIC.

3.1.1. Le teste DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Ce radical est souvent utilis¢é pour estimer I’activité antioxydante de nombreux
composés, dont les composées phénoliques des trois extraits étudiés ici. Les résultats obtenus

sont présentés dans le tableau 2 et la figure 13.

Tableau 2: Inhibition du radical DPPH par les extrais et le standard.

Extraits EC ES EM DC A= BU Torlox
DPPH 25,96+3,57 16,90+0,70 30,57+0,27 >800 5,44+128 69,48+1,82 512+
0,21
DPPH 800
£
2
S
["e]
O
69,48
2596 16,9 30,57 '
o St g 512

EC ES EM DC AE BU Torlox

Figure 13: Valeurs des ICsqdes extraits en comparaison avec le standard pour le test DPPH
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L’effet anti-radicalaire des extraits étudiés représentés par leurs ICso montre la valeur
(5.44pg/ml) pour I’extrait AE (acétate d’éthyle) montre un pouvoir antioxydant fort d’une
valeure proche de que celle du standard testé Torlox, suivi par les extraits dont le pouvoir
antioxydant décroissant ES (16.9ug/ml), EC (25.95ug/ml), EM (30.57ug/ml), BU
(69.48ug/ml). L’extrait DC avait le pouvoir antioxydant le plus faible (>800 ug/ml).

D’apres les résultats de DPPH et des TPC, la richesse en polyphénols totaux de I’extrait
AE est probablement responsable de cette forte activité antioxydante.

Les extraits présentant I'activité antioxydante la plus élevée par DPPH ont des piégeurs
de radicaux libres et sont capables de réagir avec le radical DPPH, ce qui pourrait étre attribué
a leur capacité de donneur d'électrons. La réaction est caractérisée comme un radical libre stable
en raison de la délocalisation de I'électron de réserve sur I'ensemble de la molécule, de sorte
que la molécule ne se dimérise pas, comme ce serait le cas avec la plupart des autres radicaux
libres (Gharsellah et Boukaous, 2021).

3.1.2. Le test du piégeage du radical ABTS

L'ICso et I'activité antioxydante de l'extrait testé sont inversement proportionnelles. Ce
test est pratique et le plus populaire, néanmoins, il est limité car ils utilisent des radicaux non
physiologiques.

Tableau 2: Résultats de test ABTS.

ICso 3,28+0,44 6,68+0,90 8,62+1,32 >800 6,68+0,18 19,74+1.30 3,21+0,06

ABTS

>
800

I1Cso ug/ml

328 6,68 8,62 6,68 19,74 3,21

EC ES EM DC AE BU  Torlox

Figure 14: Valeurs des ICsodes extraits en comparaison avec le standard pour le test ABTS
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L’effet anti-radicalaire des extraits étudiés représentés par leurs ICso (Figure 14),
montre la valeur (3.28 pg/ml)pour ’extrait EC ; une valeur presque identique a celle du
standard testé Torlox (3.21 ug/ml).Suivi par les extraits : AE et ES (6.68 pg/ml) qui ont un
effet antioxydant proche au standard mais un peu inférieur. L’extrait BU est relativement faible

par rapport aux autres extraits, tandis que DC a I’activité la plus faible (>800pug/ml).

La pauvreté des extraits BU et DC en polyphénols peut étre la cause que son activité

antioxydante était faible.

% En présence d’ABTS, le radical du sulfate va réagir selon les réactions suivantes :

S2027% + ABTS — SO+ SO + ABTS
SO™+2 ABTS — SO>*+2 ABTS*
S20.%+3 ABTS — 2 SO+ 3 ABTS*

#+ Le sulfate réagit avec I’ABTS pour générer des radicaux ABTS-* qui sont plus réactive

que celles des DPPH.

De plus ’ABTS est un test efficace pour déterminer 1’activité antioxydante des extraits
lipophiles ou hydrophiles, grace & son pouvoir de solubilité dans les solvants aqueux ou

organiques, et il n’est pas affecté par la force ionique (Awika et al, 2003).

4. Le test du pouvoir réducteur du fer FRAP

Le pouvoir réducteur du Fe** et Fe*" d’un composé est utilis€¢ pour déterminer la
capacité des antioxydants a donner des électrons, qui est ’'une des caractéristiques principales

des composés phénoliques (Yildirnm& Kara, 2001).

Les résultats sont exprimés en termes d’ Aos(pg/ml)présente dans le tableau 4.

Tableau 3: Résultats de test FRAP.

Ao.s 14,37+0,94 15,27+2,39 22,92+1,56 5,25+0,20

Les résultats d’AQ.5 sont illustrés dans ce diagramme (Figure 15)
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FRAP
22,92
14,37 15,27
wn
g
5,25
EC ES EM Torlox

Figure 15: Valeurs des A0.5 des extraits en comparaison avec le standard pour le test FRAP

Les 3 extraits ont montré des valeurs proches entre eux mais un peu loin par rapport a celle
du Torlox. L’extrait le plus proche au Torlox est EC.

5. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Le test sert a évaluer la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC), les
résultats sont par la suite calculés a titre d’Ao.s (ug/ml) correspondant a la concentration

indiquant 0,50 d’absorbance. Ils sont présentés dans le tableau 5 el la figure 16.

Tableau 4: Résultats du test CUPRIC.

- 17,43+0,35 18,62+0,51 29,05+0,5 98,69 +0,14

CUPRIC
98,96
29,05
17,43 18,62 i
EC ES EM Torlox

Figure 16: Valeurs des A0.5 des extraits en comparaison avec le standard pour le test
CUPRIC.

Les trois extraits testés ont montrés des activités réductrices loin de celle obtenue par le Torlox.
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1.2.2. Mesure de ’activité antidiabétique
L’alpha-amylase est une enzyme digestive glucidiques catalyse 1’hydrolysation des

polymeéres de 1'a-D-glucose au niveau des liaisons o(1-4). Cette enzyme est présente dans le
pancréas pour exercer son role essentiel est la digestion de l'amidon présent dans le bol

alimentaire.

1Co.s5
3650,93
400 400 400 229 61 400 400
EH B E = B BB
EC ES EM DC AE BU Acarbose

Figure 17: Histogramme comparatif des IC50 des six extraits d’Acacia horrida avec le

standard Acarbose.

D’apreés I’histogramme comparatif, tous les extraits testés d 'Acacia horrida présentent
aucun effet antidiabétique faible par rapport au standard acarbose (>400 par rapport a 3650.93
ug/ml) ; les valeurs entre le standard et I’extrait sont incomparables. Les biomolécules de

I’extrait de cette plante ont pu inhiber 1’alpha-amylase.

L’extrait DC ne présente aucune activité inhibitrice de I’alpha amylase (229.61 ug/ml)
en raison de la pauvreté en biomolécules actives en raison de la polarité de ce solvant qui est

inférieure a celle des molécules d’intéréts.

1.2.3. Mesure de P’activité anti-inflammatoire

L’activité antiinflammatoire a été mesurée par rapport a un standard anti-

inflammatoire DICLOFENAC figure 18.
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IC50

5000 5000 5000 5000 5000 5000

I I I I I I 62,13
EC ES EM DC AE BU

Diclofenac

Figure 18: Histogramme comparatif des IC50 des six extraits d’Acacia horrida avec le

standard Diclofenac.

D’apres I’histogramme comparatif, tous les extraits testés d’Acacia horrida ne
présentent aucun effet anti-inflammatoire par rapport au standard diclofenac (>5000 par
rapport & 62.13.ug/ml) ; les valeurs entre le standard et 1’extrait sont incomparables. Les
biomolécules de I’extrait de cette plante n’ont pas pu inhiber la cyclooxygénase Il soit les
extraits riches en polyphénols ou celles qui sont pauvres, cette enzyme est responsable de la

synthése de prostaglandine responsable des symptomes d’inflammation.

1.2.5. Mesure de ’activité antimicrobienne

La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition aprés 24 heures
d’incubation, qui sont représentés par une auréole claire formée autour de chaque disque. Les
résultats des cinq extraits dont I’ordre suivant EC, DC, AE, BU, ES illustrés dans la figure 11,

seulement I’extrait DC et BU qui ont présentaient une auréole claire formée autour de disque :
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Figure 19: Résultats de l'activité antibactérienne des extraits d’Acacia horrida.

e L’extrait DC a une activité antimicrobienne contre la bactérie : Escherichia coli ATCC
25922,
e [L’extrait BU a une activité antimicrobienne contre la bactérie : Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Une étude faites sur un peuple Samburu a Kenya qui vivent selon leurs anciennes
traditions qui utilisent les plantes médicinales pour le traitement des diarrhées communes chez
eux, parmi ces plantes Acacia horrida. Dans cette étude 1’extrait de cette plante a montré une
activité inhibitrices des croissances des bactéries responsables de la diarrhée ; notamment
(STD 25922) et S. aureus (ATCC 20591) avec un diamétre d’inhibition 18.66mm et 18mm

respectivement (Omwenga et al., 2009).

L’étude citée en dessus a montré une large gamme d’activité anti-diarrhéique testée sur
d’autres especes Salmonella typhi Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtillis (Omwenga et
al., 2009).

Acacia horrida présente une activité antibactérienne anti-diarrhéique large contre les
bactéries infectieuses de gram négatif (E.coli) ou positif (S. aureus). L’extrait d’Acacia horrida
peut étre utilisé comme un antibiotique naturel alternatif aux antibiotiques anti-diarrhéiques
chimiques.

L’extrait d’Acacia horrida est riche en molécules bioactives : Polyphénols, tannins,

alcaloides... qui sont probablement responsable de cette activité.

33



Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives

De nos jours, Acacia horrida a connu un grand intérét, elle appartient a la famille des
fabacées qui sont des arbustes [égumineuses qui se trouvent dans les zones arides ou semi arides
de I’ Algérie.

Pour valoriser cette plante, six extraits ont été préparés par différents méthodes
d’extraction et de systéme solvant et différentes activités biologiques ont été évaluées : EC :
extrait classique, ES : extrait par sonification, EM : extrait par micro-ondes, DC : extrait

dichlorométhane, AE : extrait acétate d’éthyle, BU : extrait butanolique.

En premier lieu, le dosage quantitatif des polyphénols totaux, par la méthode de Folin-
Ciocalteu a révélé I’extrait AE comme étant I’extrait le plus riche en polyphénols, suivi par le
ES, EM et EC et enfin les BU, alors que les résultats du dosage quantitatif des flavonoides
totaux par la méthode au chlorure d'aluminium montrent que 1’extrait ES présente la teneur la

plus élevée en flavonoides totaux suivi par EM, EC, AE.

Il apparait d’apres ces résultats que la grande majorité des polyphénols et des
flavonoides d’Acacia horrida sont moyennement polaires ; soluble dans 1’éther d’éthyle.

L’extraction par sonification était la meilleur par rapport aux autres méthodes.

L’activité antioxydante a été évaluée par les tests de piégeage de radicaux libre ABTS
et DPPH et en mesurant le pouvoir réducteur FRAP et CUPRIC ; I’extrait AE avait un pouvoir
antioxydant fort qui est probable due a sa richesse en polyphénols. Parmi les tests utilisés ; les
deux tests de piégeage de radicaux libres ont été les plus efficaces DPPH et ABTS ; les valeurs
des extrais ont étaient proches de celle de standard. Pour les activités biologiques : 1’activité
antidiabétique par I’inhibition de 1’alpha amylase, 1’activité anti-inflammatoire par rapport au
Diclofénac et I’antibactérienne par inhibition de la croissance des bactéries en mesurant la zone
d’inhibition contre les deux bactéries pathogénes: Escherichia coli ATCC 25922 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923 par les deux extraits respectivement : DC, BU. Pour les
activités biologiques il a été remarqué une absence d’activité anti-inflammatoire et

antidiabétique alors que 1’activité anti-oxydante était puissante.

A la lumiére de ces résultats, I'extrait de cette plante et en particulier 1’extrait DC et

BU peuvent étre utilisé comme source naturelle d’antioxydants et antibactérienne.

e Faire des études précliniques in vivo afin de prouver les résultats obtenus in vitro.
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e Proposer des formulations agroalimentaires et cosmétiques a base des extraits étudiées
comme antioxydants.

e Faire des études sur les autres parties de la plante notamment les fleurs et les graines.
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Résumé

Résumé

La présente étude contribue a la valorisation d'une plante médicinale "Acacia horrida"
par I’évaluation de ses propriétés chimiques et biologiques a savoir : I'activité antioxydante et

enzymatique des extraits.

Trois méthodes d’extraction ont été effectuées, par : ultrasons, macération et micro-
ondes, cette étude prouve I’efficacité et le bon rendement de 1’extraction par ultrasons par
rapport aux : macération et micro-ondes. Aussi différents systemes solvant ont étaient utilisés
a fin d’extraire les molécules bioactives déterminer la teneur en polyphénols et flavonoides
totaux et pour mesurer 1’activité antioxydante et les activités biologiques a savoir, l'activité

anti-inflammatoire, 1’antidiabétique et 1’antimicrobienne.

D’une part activité antioxydante a été mesuré par différents tests : de piégeage des
radicaux libres : DPPH et ABTS ou par le pouvoir réducteur CUPRAC et FRAP. Les tests de
piégeage ont étaient les plus efficace. Le criblage phytochimique de ces extraits a permis de
mettre en évidence la présence des métabolites secondaires : les polyphénols et flavonoides
totaux en abondance dans I’extrait AE (acétate d’éthyle), qui sont probablement les

responsables de la forte activité antioxydante observée dans le méme extrait.

D’autre part les extraits de cette plante n’ont démontrés aucune activité antidiabétique,
ni anti-inflammatoire par contre 1’activité antibactérienne était présente dans les deux extraits

DC (dichlorométhane) et BU (extrait butanolique).

Mots clés : Acacia horrida, activité antioxydante, activités biologiques, extraction.



Résumé

Abstract

This study aims to value a medicinal plant "Acacia horrida™ for the evaluation of
chemical and biological propreties of this plant : antioxidant and enzymatic activities.

Three methods of extraction has been effected with : ultrasonification, maceration and
microwave. Also different solvant systems was used to extract bioactives molecules and define
total phenolic and total flavonoides contents, antioxidant and biological activities :

antidiabetic, anti-inflammatory and antibacterien activities was mesured.

On one hand antioxidant activity was mesured by different tests : free radical scavenging
essays (DPPH and ABTS) and reducing power essays (FRAP and CUPRAC), results showed
that scavenging tests were more efficient. Phytochemical screening of Acacia extracts allowed
to highlight the presence of secondary metabolites : polyphenols and flavonoides, in abundance
in the extract AE (Ethyl actetate), which are probably the responsible of the high antioxidant

activity observed in the same extract.

On the other hand extracts of Acacia didn’t showed any antidiabetic neitheranti-
inflammatory activities, on the contrary the two extracts DC (Dicloromethane extract) and BU
(Buthanolic extract) showed antibacterien activity against E.coli and S.aureus in respectively.

Key words : Acacia horrida, antioxidant activity, biological activities, extraction.



Résumé
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