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Introduction

Depuis ’antiquité, de grandes civilisations comme la Chine, I’Egypte, Babylone, la
Gréce, Rome et d’autres ont utilisé les plantes pour se soigner. Au fil du temps,
l'utilisation de ces plantes médicinales s'est accrue, a mesure que les sociétés
industrialisées ont commencé a les extraire et a les transformer en médicaments et
produits thérapeutiques, mais cela n'a pas empéché leur continuation et leur utilisation
accrue dans les zones rurales, ou les remédes a base de plantes sont largement utilisés

pour traiter les maladies simples, en raison des colts élevés du traitement [1,2].

Le principal critere de sélection des plantes de la flore médicinale repose sur la
présence et l'abondance d'alcaloides dans I'espéce sélectionnée [3], ce critére étant
crucial pour obtenir un rendement significatif. Cependant, de maniére générale, le
rendement en alcaloides reste souvent trés faible. De plus, la répartition des alcaloides
au sein des familles botaniques est tres inégale, certaines étant riches en alcaloides,
telles que les Apocynacées [3]. Cette famille de plantes dicotylédones, parmi les dix
plus grandes familles de plantes présente dans le monde entier, représente une
composante essentielle de la flore mondiale, étant vaste et diversifiée. Comptant
parmi les familles les plus importantes des angiospermes, elle se distingue par la
richesse de ses especes et leur répartition géographique étendue. Les Apocynacées
sont connues pour leur valeur médicinale, de nombreux membres de la famille ayant
été utilisés depuis des siécles dans la médecine traditionnelle pour traiter une variété
des maladies, et ce en raison de sa capacité a produire des métabolites secondaires

importants [4,5].

Le genre végétal Vinca, communément appelé pervenche, appartient a cette famille
(Apocynaceées). Ces especes sont des herbacées ou des sous-arbustes qui poussent
dans les climats tempérés et tropicaux [6]. Elles sont utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter les troubles de la circulation et soutenir le métabolisme
cérébral. Elles sont également utilisées pour traiter la perte de mémoire,
I’hypertension artérielle et la cystite, ainsi que pour soulager les maux de gorge, les

saignements de nez, les contusions, les abceés et 1’eczéma [6,7].

En effet, Les alcaloides extraits de Vinca ont suscité un intérét considérable et sont

largement utilisés de nos jours. Depuis leur découverte dans les années 1950, ces
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composeés, produits dans les feuilles, ont révolutionné le domaine médical notamment

en tant qu'agents anticancéreux [8].

Dans ce contexte, une plante Algérienne du genre « Vinca » de la famille des
Apocynaceées a été choisie. Cette recherche fait partie d'un programme lancée par

L’unit¢ de recherche VARENBIOMOL pour étudier les plantes médicinales
Algériennes. L'objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de cette plante en
principes actifs et a déterminer leurs propriétés biologiques. Pour cela notre étude
englobera deux aspects : le premier d’ordre phytochimique sera basé principalement
sur la teneur de composés polyphénoliques présente dans les trois extraits (CHCls,
EtOAc, n-BuOH) de cette plante et le second sera consacré a une évaluation des
activités biologiques : activité antioxydante, antifungique et antibactérienne dans le

but d’¢élargir les perspectives de valorisation des trois extraits.

Notre mémoire se répartit donc en trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a I’étude bibliographique sur les généralités de la
famille des Apocynacées suivie dun apercu bibliographique de métabolites
secondaires et de I’activité antioxydante, antifungique et antibactérienne.Le deuxiéme
chapitre est consacré aux travaux expérimentaux, il renferme les travaux relatifs a
I’extraction de la matiére végétale, le dosage des polyphénols et des flavonoides
totaux des trois extraits chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique, de plus leurs
activités biologiques. Le troisiéme chapitre comporte I’interprétation des résultats

obtenus et en dernier une conclusion générale.
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Les plantes meédicinales sont des sources de substances bénéfiques pour la santé dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses qui représentent une précieuse
source de produits naturels exploités par les étres humains depuis I'Antiquité [9]. Cette
utilisation a conduit a la mise en valeur d'un grand nombre de plantes aux propriétés curatives
contre diverses maladies dans de nombreuses régions du monde [10, 11]. Les codts et les
effets secondaires associés aux médicaments conventionnels sont les principaux facteurs qui
contribuent a la résurgence de l'intérét pour les plantes médicinales [12].De nombreuses
plantes médicinales ont été étudiées pour leurs propriétés : antifongiques, cardioprotectrices,
anticancéreuses, antioxydantes, antimicrobiennes, anti-insectes, antibactériennes, herbicides et

autres propriétés bioactives [13, 14].

La famille des Apocynacées parmi les familles les plus vastes et significatives des
angiospermes. C’est une famille de plantes eudicotylédones appartenant a 1’ordre des «
Gentianales », connue sous le nom de famille des apaniers ou famille des lauriers-roses, elle
est généralement constituées d'arbres, d'arbustes, des vignes [15].Elle produise une variété

d’alcaloides et posséde de nombreuses propriétés médicinales [16].

La famille des Apocynacées anciennement appelée Asclepiadaceae maintenant incluse dans
les Apocynacées par Angiosperm Phylogeny Group en 2009 au niveau du systéeme de
classification. La derniere division de la famille des Apocynacées a été publiée par Anderson
et ses collegues comprend 5 sous-familles (Apocynoideae-Asclepiadoideae-Periplocoideae-
Rauvolfioideae-Secamonoideae), elle rassemble pres de 155 genres dont les plus importants
sont : Asclepias, Nerium, Pachypodium, Plumeria et Vinca [17] et 2000 espéces [18]. Cette
famille cosmopolite se retrouve principalement dans les régions tropicales et subtropicales,

avec une répartition plus limitée dans les régions tempérées [19].
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1.2.3. Les caracteres botaniques de la famille Apocynacees

La famille des apocynacées constituée des arbres, des arbustes, des vignes et parfois des
espéces ressemblant & des cactus (figurel) [20,21] ou des herbes vivaces comme la pervenche,
facilement identifiables par une combinaison distinctive de latex, de lobes corollaires torsadés
en bouton [22]. Les membres de cette famille végétale présentent des feuilles simples qui
peuvent étre opposées, verticillées ou alternées, et dont le bord peut étre entier, ondulé ou
révoluté, ces feuilles peuvent adopter diverses formes telle que, l'ovale, l'elliptique, la
lancéolée, la linéaire, I'obovale, I'elliptique-ovale, la linéaire-lancéolée ou la cordée. Le
sommet des feuilles peut étre pointu, obtus, arrondi, mucroné ou aigu [23]. Les traits
caractéristiques de cette famille sont presque toutes les espéces qui produisent une seve
laiteuse. Une autre caractéristique des fleurs des Apocynacées réside dans leur association
étroite tant sur le plan structurel que fonctionnel entre les étamines et les carpelles [20- 24].

FR * __h e L
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Figure 1 : Exemples de deux plante de la famille Apocynacées.

1.2.4. Intérét nutritionnel, économique et pharmacologique de la famille Apocynacée
v'Intéréts pharmacologiques

La famille des Apocynacées est I’une des familles médicinales les plus diversifiées du régne
végétal est constituée d’une riche source des médicaments utilisés a la fois en médecine
traditionnelle et conventionnelle. Les membres de la famille des Apocynacées sont abondants
en alcaloides, terpénoides , stéroides, flavonoides, glycosides, phénols simples, lactones et
hydrocarbures. L'activité médicinale de ces plantes était due a la présence d'alcaloides qui
étaient soit des alcaloides indolines, ou des alcaloides stéroidiens [15,25]. En médecine

traditionnelle, les espéces d’Apocynacées sont utilisées pour traiter les affections gastro-
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intestinales, la fievre, le paludisme, la douleur et le diabete, notamment les maladies cutanées
et ectoparasitaires, il a été aussi rapporté qu’il y a des especes des Apocynacees qui possedent

des propriétés anticancéreuses et antipaludiques [26].
v

La plupart sont utilisées comme source de nourriture par les populations tribales, en
particulier les fruits tels que Carpotroche surinamensis (sachainchi), et les graines de
certaines especes, telles que Landolphia owariensis, sont également consommées comme

aliment, mais quelques-unes sont utilisées comme poisons contre les prédateurs [27].
v

La famille des Apocynacées est une famille de plantes d'une grande importance économique.
Elle fournit des médicaments, des fibres, des plantes ornementales, du latex, des aliments, des
colorants, des parfums et d'autres produits importants. Plusieurs composés d'origine végétale
extraits des membres de cette famille ont également révélé des propriétés remarquables, dans
le monde entier cette famille pourrait présenter un intérét significatif dans le développement

de médicaments antimicrobiens plus efficaces et moins toxiques [18].

1.3. Le genre Vinca :

Le genre Vinca, faisant partie de la famille des Apocynacées établi par Linné en 1735. 1l est
défini par la présence de fleurs a cing pétales, suscite un vif intérét pour ces propriétés
médicinales, attribué a sa forte concentration en alcaloides, flavonoides et composés
phénoliques. Ces composés naturels, synthétiseés et stockés dans les parties aériennes des
plantes Vinca, agissent comme une barriére défensive contre les herbivores et les pathogénes.
Le genre comprend environ 12 espéces, dont les plus connues sont: Vinca major L,
Catharanthus roseus (L.G. Don.) et Vinca minor L [28,29].

Exemples de plantes médicinales du genre Vinca
» Vinca major L (Grande Pervenche): elle a été récoltée pour la premiere fois en
Yougoslavie ou cette plante a subi un examen chimique qui a révélé sa richesse en
alcaloides, saponines, stérols insaturés, acides organiques et phénols. Cette plante est
utilisée comme remede populaire pour traiter le diabete et la ménorragie [30].
» Catharanthus roseus (Vinca rosea): elle est d'une grande importance en tant que plante

médicinale qui fournit des alcaloides antitumoraux et des alcaloides anticancéreux [31].
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Les feuilles de Vinca rosea ont été utilisées historiquement en médecine traditionnelle

pour leurs propriétés hypoglycémiantes orales. L'étude de ces propriétés a abouti a la

découverte fortuite des alcaloides indoliques et terpénoides, la vinblastine et la vincristine,

qui ont marqué les débuts des agents anticancéreux naturels en clinique [32].

» Vinca minor L (Pervenche cultivée): une plante horticole aux fleurs bleu-violet qui

fleurissent du printemps a I'été. Minor est l'une des plantes médicinales les plus

importantes et la seule source naturelle de vincamine. C'est I'un des rares alcaloides

crucial principalement présent dans ses feuilles ayant des effets bénéfiques sur les

cellules, il agit comme un visodilatateur. Cette plante offre une source naturelle potentielle

a des fins pharmaceutiques grace a la vincamine qui est I'alcaloide principal de la petite

pervenche cultivée [33,34].

Vinca major L

1.3.2. Classification taxonomique

roseus L

Figure 2 : Trois plantes du genre Vinca.

Tableau 1 : Les classifications taxonomiques de genre Vinca [21].

Régne

Plantae

Sous-regne

Tracheobionta

Super-division

Angiospermae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Gentianales
Famille Apocynaceae
Sous-famille Apocynoideae
Tribu Vincae

Genre Vinca L
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A tous les stades de croissance, aucune disparité significative n'est observée en termes de
hauteur des plantes de genre Vinca. Elles mesurent de 25 & 50 cm de longueur avec des
pousses trainantes, des tiges horizontales non ramifiées et tomenteuses qui peuvent mourir
complétement jusqu'au porte-greffe (V. minor a tiges couchées et feuilles lancéolées, et
V.major a tiges dressées et feuilles ovales) [35].Les feuilles, d'un vert foncé, persistent sur la
plante et sont opposées avec de courts pétioles. Le limbe brillant présent une nervure pennée
mesurant environ 50 mm a l'aisselle des feuilles, apparaissent des fleurs solitaires et a cing
pétales. La corolle en forme de tube a la base mesurant de 20 a 38 mm de diamétre et
composée de cing lobes de couleur bleue ou bleu-violet ou rose est doublée fréquemment par
des appendices corollins formant une couronne a 1’intérieur de la corolle. Le fruit se compose
de deux follicules (Figure3) [36,37].

Figure 3 : La forme des fleurs et des feuilles de la plante Catharanthus roseus (Vinca rosea)

Les feuilles des especes de Vinca sont fréqguemment utilisées pour la préparation d'extraits en
raison de leur capacité a libérer rapidement une concentration élevée d'alcaloides. L'épiderme
des feuilles de Vinca est constitué d'une seule couche de cellules comprenant des cellules de
la chaussée, des complexes stomatiques et des trichomes, qui agissent comme une barriére

protectrice contre les facteurs environnementaux [38].

Le genre Vinca originaire des régions tempérées, il est répandu en Europe (France ,ltalie,
Espagne, Portugal, Grece, Turquie, Russie, Ukraine, Allemagne, Belgique, Pays-Bas
Royaume-Uni, Irlande, Scandinavie), dans le nord-ouest de I'Afrique (Maroc, Algérie,
Tunisie, Libye, Egypte, Afrique du Sud, Madagascar) ainsi que dans le sud-ouest et en Asie
centrale (Palestine Syrie, Jordanie, Irak, Iran, Afghanistan, Pakistan, Inde, Chine, Japon,
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Corée du Sud, Taiwan, Vietnam ) [35,39]. La distribution de ce genre en Algérie est centrée

dans les foréts et les zones humides [40].

v Répartition des plantes répandues du genre Vinca

» Catharanthus roseus : est une plante vivace que I'on trouve fréquemment dans les pays
tropicaux. Elle est originaire de Madagascar, c'est pourquoi on l'appelle pervenche de
Madagascar [41].

Figure 4 : Distribution mondiale de Catharanthus roseus

v" Vinca major L : Prenant racine naturellement dans les zones vallonnées de diverses
régions comme le Pakistan, I'Algérie, le Maroc, I'’Arménie, la République de Géorgie,
I'lran, I'lrak, le Liban, la Syrie, la Turquie, le Portugal (y compris les Acores et Madere),

I'Espagne (notamment les iles Canaries) [42].

Figure 5 : Distribution mondiale de Vinca major

» Vinca minor L : est originaire du nord de I'Espagne et de I'ouest de la France, ainsi que de
I'Europe centrale et méridionale, et se trouve également en abondance dans la région du
Caucase [34].
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Figure 6 : Distribution mondiale de Vinca minor

2. Les Métabolites Secondaires
2.1. Généralités

Les métabolites secondaires des plantes constituent des réservoirs uniques de produits
pharmaceutiques, d'additifs alimentaires, d'arébmes et d'autres matériaux industriels. Leurs
accumulations sont souvent favorisées dans les plantes soumises a divers stress biotiques ou
abiotiques pouvant augmenter I'efficacité de la reproduction. Ces éléments ne sont pas
directement issus de la photosynthese, mais plutdt du résultat de réactions chimiques
ultérieures induites par des éliciteurs ou des molécules signal. La compréhension des voies de
transduction du signal responsables de la production de métabolites secondaires en réponse a
ces éliciteurs revét une importance cruciale pour optimiser leur production commerciale
[43].Le nombre total de métabolites secondaires dans le regne végétal est estimé entre
200 000 et plus de 500 000 [44,45].

2.2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des plantes sont classés en fonction de leurs caractéristiques
chimiques. Ils sont regroupés en trois catégories de molécules : les composés phénoliques, les

terpénoides et les alcaloides [46].

2.2.1. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques se trouvent dans les fruits et les légumes, les boissons et de
nombreux autres produits alimentaires. Ils constituent I'une des familles les plus importantes
de métabolites secondaires jouant un réle essentiel dans leur interaction avec I'environnement
[47]. Les composés phénoliques simples sont souvent produits par les végétaux en

décomposition, tels que les acides méthoxy et hydroxy benzoiques et I'acide cinnamique [48].
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La Structure des composés phénoliques est caractérisée par un noyau benzénique constitué
d’un groupement hydroxyle pouvant étre libre ou engagé dans une liaison ester ou éther. Ce
noyau est la cause de la forte rigidité et réactivité chimique en raison de déplacement
d'électrons en résonance dans le plan du cycle formé par les six atomes de carbone [49,50].
(Figure 7).

Acide Férulique oH

HO Acide Gallique
:@A)‘\ HOQ OH HO, OH‘?; j{GH
aH

o
Resvératrol Acide Tannique e

HO OoH

Figure 7: Exemples des composés phénoliques.

Les terpenes représentent la classe la plus vaste et la plus diversifiée de composés organiques
végétaux, comptant prés de 15 000 structures moléculaires connues. Les terpénoides sont la
plupart du temps des agents de défense contre les herbivores. Leur grande diversité découle
du nombre d'unités de base les constituants et des différents modes d'assemblage [51]. On

distingue notamment :

v" Les monoterpenes, composés de 10 atomes de carbone.

V" Les sesquiterpénes, composés de 15 atomes de carbone.

v Les diterpenes, composés de 20 atomes de carbone. Les triterpénes , composés de 30
atomes de carbone, et les tétraterpénes, composés de 40 atomes de carbone (Figure 8)
[51].

11
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Figure 8: La structure chimique de certains terpenes

Les alcaloides, des composeés chimiques significatifs, offrent une riche source pour la
recherche de médicaments. De nombreux alcaloides issus de plantes et d’herbes médicinales
ont démontré des effets antiprolifératifs et anticancéreux sur divers types de cancers. Parmi
eux, la vinblastine, la vinorelbine, la vincristine et la vindésine ont déja été développées avec
succes en tant que médicaments anticancéreux [52].Les alcaloides sont rarement libres dans la
plante mais plut6t sous formes de Glycosides ou de sels d'acide malique, tartrique ou citrique

et sont généralement constitués d'un hétérocyclique avec un atome d'azote (Figure. 9) [53,54].

CH;,
HO

N

CH, o
¢

Camptothecin

Coronaridine

Figure 9: Exemples d'alcaloides indoles ayant une activité anticancéreuse
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L'activité antioxydante mesure la capacité d'un organisme a se défendre contre les
effets néfastes des radicaux libres. Evaluer cette activité est une des fagons
d'apprécier la valeur biologique et nutritive d'un aliment [55]. Plusieurs espéces du
genre Vinca ont été étudiées pour leur activité antioxydante, comme Vinca major
[56] et Vinca minor [57], et les résultats ont montré une forte capacité de leurs
extraits a neutraliser les radicaux DPPH. C'est l'une des raisons qui nous a

encouragés a choisir une plante Algérienne de ce genre pour 1’étudier.

Une substance ou un extrait possédant une activité antibactérienne est un extrait capable
d'inhiber la reproduction de micro-organismes (champignons et bactéries) ou de les détruire
[58]. Les études ont montré les propriétés antibactériennes de différentes especes (plantes) du
genre Vinca, telles que Vinca major, Vinca minor et Vinca rosea. Parmi elles, Vinca major a
été la plus étudiée, montrant une activité contre diverses souches bactériennes pathogeénes,

suivie de Vinca minor et Vinca rosea [59,60].

Les champignons microscopiques sont a l'origine de nombreuses maladies chez I'hnomme.
Ces dernieres années, les cas de mycoses ont augmenté de maniéere significative et elles sont
maintenant la quatriéme cause d'infections nosocomiales [61]. Les plantes médicinales
offrent une source inépuisable de composés naturels qui peuvent étre utilisés pour
développer de nouveaux agents antifongiques [61]. Une étude collective a été menée pour
évaluer l'activité antifongique de 500 extraits de différentes plantes. Les résultats ont révélé
que parmi les 500 extraits testés, 42 ont montré une activité antifongique significative. Parmi
eux, l’extrait de I’espéce Vinca rose a montré une forte activité antifongique contre
Aspergillus niger, Fusarium moniliforme, Aspergillus fumigatus et Candida albicans [62,63]
et I'extrait de la plante Vinca minor a montré aussi une activité antifongique élevée contre

Fusarium oxysporum, f.s.p. lycopersici [63].

13
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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 etudiee a été récoltée de la région Saida en Mai 2023. Les parties aériennes
(feuilles, fleurs et tiges) de cette plante ont été séchées dans un endroit sec et aéré a

I'abri de I'numidité puis bien broyées, pulvérisées et pesées (850,249).

1-2 Extraction :

Les parties aériennes (850,24¢) ont été mises a macérer dans un mélange éthanol /eau
(7:3) pendant trois jours, cette opération est répétée trois fois avec renouvellement de
solvant. Aprés concentration a une température n’excédant pas 38°C, nous avons
obtenu un extrait brut qui est dilué avec 1’eau distillée. La solution ainsi obtenue est
laissée au repos a froid pendant une nuit pour décantation aprés 1’ajout du tétra
acetate de plomb Pb(OAc)4, cette décantation permet le dépdt de la chlorophylle.
Aprés filtration , la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une
extraction liquide-liquide dans une ampoule & décanter en utilisant des solvants non
miscibles a ’eau et de polarité croissante en commencant par L’éther de pétrole,
Chloroforme, puis L’acétate d’éthyle, et en dernier le N-butanol. Les quatre extraits
organiques récupérées sont séchées, concentrées sous pression réduite a sec et pesees.

Le protocole d’extraction utilisé est résumé dans la figure 10.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux trois extraits obtenus. Ces derniers
ont ét¢ soumis a un dosage spectrophotométrique en vue d’évaluer leur taux de
polyphénols et de flavonoides totaux et d’examiner leur pouvoir antioxydant,

antibactérien et antifongique.
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Matiére végétale m = 850.24g g J

1. Macération dans EtOH :

H,O (7 :3).
2. Filtration.
Extrait brut
l 1. Traitement avec
I’cau.

Phase aqieuse/ 1. Extraction par Ether pétrole.

2. Décantation

| Concentration a sec

Phase aqueuse J [[ Extrait éther de pétrolem=0.46 g ]]

2. Décantation
| Concentration a sec

‘ 1. Extraction par CHCI; (3fois)

Phase aqueuse J [[ Extrait de CHCl; m=7.53¢ ]]

1. Extraction par AcOEt (3fois)
2. Décantation

Concentration a sec

‘ Extrait ’AcOEt m=1132¢g \
Phase aqueuse J

1. Extraction par n-BuOH (3fois)
2. Décantation

| Concentration a sec

Phase aqueuse J l Extrait de n-BUOH m =24.50 g \l

Figure 10: Protocole d’extraction de la plante
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2- Analyse quantitative :

2.1. Dosage des polyphénols totaux

2.1.1 Principe de la réaction :

Le principe de la réaction des composés phénoliques totaux, également appelée
réaction de détermination des polyphénols repose sur l'utilisation du réactif de Folin-
Ciocalteu [64].Ce réactif est constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW1,040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo01,040). Une fois le phénol
présent dans 1’échantillon oxyd¢, le réactif est réduit en un mélange d’oxyde bleu de
tungstene (WgO23) et de molybdéne (MogO,3). La réaction produit une couleur dont
le maximum d'absorption se situe généralement entre 725-765 nm, proportionnel a la

quantité de polyphénols présents dans I'échantillon. Selon une méthode de dosage sur

microplaque décrite par Muller [65].

2-
OH OPO,

+HPOS ™ 4 2Na® - © + 2Na®

Figure 11 : Principe de la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu

2.1.2. Le protocole :

>

Une solution meére d’acide gallique a été préparée avec une concentration de
Img/ml (1000pg/ml) a partir de laquelle on a préparé une série des dilutions
de concentration (200,175, 150, 125, 100, 75, 50, 25) pg/ml.

Une courbe d’étalonnage standard a partir de ces dilutions d’acide gallique a
été obtenue, en mélangeant 20 ul de chaque concentration avec 100ul de
Folin Ciocalteu (FCR dilué 5 fois) et 80ul de Na,CO;3 (0.4%), et elles ont été
transférées sur une microplaque. La lecture a été prise apres deux heures a 765
nm.

Pour les extraits, 1 mg de chaque extrait (chloroforme, acétate d'éthyle et
butanol) a été dissous dans un volume de 1 ml de méthanol, et 20 pl de chaque
extrait préparé a été prélevé et mélangé avec 100 pl de Folin Ciocalteu (FCR
dilué 5 fois) et 75 ul de carbonate de sodium (0.4%), aprés 2 heures Incubation,
la lecture a éte réalisée a 765 nm.

Partie expérimentale
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» Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par 20 pl du
méthanol.

» La lecture des absorbances pour toutes les analyses a été effectuée a 1’aide d’un
lecteur de microplaque (Perkinelmer).

2.2. Dosage des flavonoides totaux :
2.2.1 Principe de la réaction :

Le principe de la réaction flavonoide repose sur la capacité des flavonoides a réagir
avec certains réactifs, produisant des colorations caractéristiques qui permettent
leur identification. Le dosage des flavonoides dans I'extrait est basé sur le
complexe formé entre Al*3et les flavonoides. Selon La méthode de Topcu [66] est
utilisée avec quelques modifications pour une détermination sur microplaque 96

puits.

0)

o

N\,
Al
C/ \c1

1

Figure 12: Réaction de formation du complexe flavonoide-chlorure d'aluminium

2.2.2. Protocole :

» Lateneur en flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine de différentes concentrations (200, 175, 150, 125, 100, 75,
50, 25) pg/ml, la solution mére de la quercétine a été préparée par la
dissolvons de 1 mg de la quercétine sur 5 ml de méthanol pour obtenir 0,2
mg/ml de Sm.

» La courbe d’étalonnage de la quercétine a été realise en mélangeant 50 ul de
chaque dilution préparée avec 20 pl de NaNO,, 20 pl de AICI; et 20 pl de
NaOH et aprés une durée de 40 min, la lecture est faite a 415 nm.

» Pour les extraits, 1 mg de chaque extrait (chloroforme, acétate d'éthyle et
butanol) a été dissous dans un volume de 1 ml de méthanol, et 50 pl de chaque

18
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extrait préparé a éte prélevé et mélangé avec 20 ul de NaNO;, 20 pl de AICI;
et 20 pl de NaOH.

» Le blanc est préparé de la méme maniére en remplacgant I’extrait végétal par
50 ul du méthanol.

> Les solutions préparées ont été placées a I'obscurité pendant 40 minutes, et
I'absorbance a été lue a 415 nm par un lecteur de microplaques (Perquinelmer).

3.Tests de I’activité antioxydante :

3.1La méthode du test DPPH :

3.1.1 Principe de la reaction :

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage
du DPPH selon la méthode de Blois [67], ce test consiste a mesurer le pouvoir
réducteur de l'antioxydant en présence du radical libre DPPH" (2,2-diphényl-1-
trinitrophénylhydrazine). C'est un radical libre violet. DPPH" est réduit par un
donneur d'atomes H (AH), entrainant la formation de 2,2-diphényl-1-
trinitrophénylhydrazine incolore ou jaune pale (DPPH-H) et au radical A’
[68].Cette activité a été réalisée pour déterminer la concentration d'extrait requise

pour réduire la concentration initiale de radicaux DPPH a 50 % [69].

O,N I'\I——N —>» O,N N—N
DPPH (Violet) DPPH-H (jaune)

Figure 13: Réaction de réduction du DPPH’
3.1.2. Protocol :

» La solution de DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) (CigH12N5Os,
M=394.33), est préparée par la solubilisation de 6 mg de DPPH dans un
volume de 100 ml de méthanol pour obtenir une solution de 26ug/ml, cette

derniére est conservée a 1’abri de la lumiére a -20°C.
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» Pour chaque extraits (CHCI3, AcOEt, n-BuOH) une solution mére et une série
de six solutions (800,400, 200, 100, 50, 25, 12.5) pg/ml ont été préparées.

> Dans une microplaque de 96 puis on a mélangé 40 ul de chaque solution des
extraits a différentes concentrations avec 160 pl de DPPH, et pour chaque
concentration le test est répété 3 fois.

> Un controle négatif est préparé en mélangeant 40 ul de méthanol avec 160 pl
de DPPH.

» La lecture de I’absorbance est faite a 517 nm aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante.

> L'efficacité des radicaux DPPH a été évaluée en termes de pourcentage
d'inhibition des radicaux libres par les extraits de la plante, avec les valeurs
ICso exprimées en pl/ml. Pour le test DPPH, I'ICsy est définie comme la
concentration d'antioxydant nécessaire pour atteindre une inhibition de 50 %

des radicaux [70], I’'ICso calculé comme suit :

1%= [(AoppH— AecH)/ Apper] X 100

e |%: pourcentage d’inhibition
e Apppy : absorbance du contréle négatif

e Agcnh: absorbance de I’échantillon.

3.2 La méthode de test ABTS :

3.2.1 Principe de la réaction :

L’activit¢ ABTS [L’acide 2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)] est
déterminée la premiére fois par la méthode de Re [71], représente un composant
largement exploité dans I'évaluation de la capacité antioxydante globale des extraits
de plantes, ce procéde photométrique repose sur la réduction gréace a la présence des
composants antioxydants d'un radical métastable bien identifié (ABTS™). L'ABTS
génere également un radical libre relativement stable qui perd sa couleur lorsqu'il
revient a son état non-radical. Dans cette méthode, un antioxydant est introduit dans
une solution d'ABTS déja formée en radical, puis aprés un laps de temps défini la
quantité restante d'/ABTS™ mesurée par spectrophotométrie & une longueur d'onde de
734 nm [72,73].
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Figure 14 : Réaction chimique ABTS lors du test d’activité antioxydant

3.2.2 Protocol :

>

Une solution d’ABTS" est préparée en mélangeant I’ABTS et le persulfate de
potassium (K,S,0g), et placée 16 heures a I’abri de la lumiere.

Pour chaque extrait utilise (CHCI3;, AcOEt, n-BuOH) une solution mere et 6
dilutions de concentration (800, 400, 200, 100, 50, 25,12.5) pg/ml ont été
préparées.

Sur une microplaque en mélangeant 160 pl de la solution ABTS™ avec 40 pul de
chaque extrait pour chaque concentration.

Le contréle négatif est préparé de la méme manicre, en remplacant I’extrait par
le méthanol (160ul de la solution ABTS" plus 40 ul de méthanol)

Apres 10 munites a une température ambiante, la lecture de 1’absorbance est
faite a 734 nm sur le lecteur de microplaque (Perkinelmer).

L'amplitude de la décoloration a été évaluée en pourcentage de réduction
d'absorbance 1Cso [74]. Pour déterminer la capacité de piégeage des composés

testés, I'équation suivante a été utilisée :

1% = [(AasTs — Aech)! AagTs] X 100

o : pourcentage d’inhibition.
J : absorbance du contrble négatif.
o : absorbance de 1’échantillon.

3.3 La méthode du test phénanthroline :

3.3.1. Principe de la réaction :

Partie expérimentale

La méthode de la réaction phénanthroline est déterminée par la méthode de

Szydlowska-Czerniaka [75], elle repose sur la création d'un complexe stable entre la
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phénanthroline et les ions ferreux (Fe?*). Cette technique est largement exploitée en
chimie analytique pour évaluer la concentration des ions ferreux dans une solution.
En réaction avec les ions ferreux, la phénanthroline forme un complexe rouge orangé,
appelé complexe fer-phénanthroline. La formation de ce complexe coloré facilite la
mesure de la concentration des ions ferreux par spectrophotométrie. La densité
optique de la solution est directement liée a la concentration des ions ferreux, ce qui

garantit une quantification précise [76].

Complexe rouge

Figurel5 : La formation de complexe stable entre la phénanthroline et les ions

ferreux.

3.3.2 Protocol :

» Une solution du phénanthroline (0.5 %) a été réalisée en dissolvant 0.05 g de
1,10-phénanthroline dans un volume de 10 ml de méthanol.

> Une autre solution de chlorure ferrique (FeCls; 0.2 %) a été préparée en
dissolvant 0,02 g de FeCl;z dans un volume de 10 ml d'eau.

» Pour chaque extrait (CHCI3, 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.

» Pour chaque concentration, en mélangeant 10ul d’extrait avec 30 ul de
phénanthroline, 110 pl de méthanol et 50 pl de FeCls dans une microplaque.

> Le contrdle négatif est préparé de maniere similaire, en remplagant I'échantillon
par le methanol, puis en ajoutant les autres reéactifs comme décrits
précédemment.

» L'absorbance a été mesuré a 510 nm apres incubation de 20 minutes a 30 °C.
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4.

Nous avons étudié deux activités antimicrobienne in vitro ; ’activité antibactérienne
et Iactivité antifungique en suivant la méthode de diffusion en milieu solide [77].Les
deux activités ont été réalisées au centre de recherche de biotechnologie, I’activité
antibactérienne au niveau du laboratoire de bactériologie et 1’activité antifungique au

niveau de laboratoire de mycologie.

4.1.1activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne des extraits a été déterminée a l'aide de la méthode de
diffusion sur disque, qui est une méthode simple et pratique et largement utilisée
notamment en microbiologie pour évaluer la sensibilité des micro-organismes aux
agents antimicrobiens, ou la zone d'inhibition de la croissance des micro-organismes

autour des disques antimicrobiens est mesuré manuellement a 1’aide d’une régle [78].
4.1.2. Protocol :

» Les souches bactériennes : notre étude a porté sur deux souches disponible dans
le CRBT, de référence qui sont les suivantes : une bactérie pathogene a gram
positive: Staphylococus aureus (ATCC 25923), et une bactérie a gram négative :
Escherichia coli (ATCC 25922).

» Préparation de milieu de culture : le milieu Muller Hinton est fondu puis couler

sur chaque boite de pétri. Les boites sont pré séches avant 1’utilisation.

» Préparation de I’inoculum bactérien: a partir d'une culture de 24 heures a 37
degrés, 4 a 5 colonies d’aspect identiques bien isolées ont été sélectionnées et
transférées dans un tube contenant une solution de chlorure de sodium a 0.9%. ,
afin d'obtenir une solution bactérienne homogene avec une densité cellulaire
initiale ou une turbidité proche de la densité de Mc Ferland de 0.5 (1078
UFC/ml).

23



Chapitre 11 Partie expérimentale

Figure 16: Préparation de I’inoculum.

» Ensemencement : a I'aide d'un écouvillon, la suspension a été étalée sur toute la
surface de la gélose Mueller-Hinton par La méthode des trois cadrant. Ce
processus est répété trois fois, en retournant la boite d'environ 60 degrés apres
chaque application, l'objectif étant d'obtenir une distribution uniforme de

I’inoculum.

Figure 17: Ensemencement des souches

> Préparation des dilutions : les trois extraits (CHCI3, AcOEt, n-BuOH) ont été
repris avec le dimethylsulfoxide (DMSO). Pour chaque extrait utilisé une solution
meére a été préparée de concentration de 5mg/ml et 4 dilutions ont été réalisées de

concentration : (2.5/ml, 1.25mg/ml, 0.625mg, 0.3125) mg/ml.

Figure 18:Préparation des dilutions.

> Préparation des disques : les disques ont été préparés a partir de papier Wattman
N°3 et stérilisés dans un autoclave a une température de 120° pendant 20 minutes.

N
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> Dépodt des disques : le disque stérile de papier Wattman N°3 a été posé sur la
surface de la gélose Mueller-Hinton aprés avoir été imprégné avec 30 pul de
I'extrait respectif a différentes concentrations a I'aide d'une micropipette, ensuite
les boites ont été incubées pendant 24h a 37°C.

Figure 19 : Le dép6t des disques

> Lecture des résultats : aprés ’incubation I’effet des extraits se traduit par
I’apparition autour de disque d’une zone circulaire transparente correspondant a
I’absence de la croissance. Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche
est sensible [79]. L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a 1’aide
d’une régle le diameétre de la zone d’inhibition. La sensibilité aux différents
extraits a été notée selon le diamétre des halos d’amortissement comme suit :
- Insensible (-) ou résistante: aux diameétres inférieurs de 8 mm.
- Sensible (+): diamétre entre 9 a 14 mm.
- Tres sensible (++): pour les diamétres entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++): diamétre supérieurs a 20 mm [79].

4.2 L’activité antifongique :

4.2.1. Principe de la réaction :

Le fondement de Il'activité antifongique des composés naturels repose sur leurs
interactions avec les cellules fongiques, entrainant la perturbation de divers processus
cellulaires cruciaux pour la survie et la croissance des champignons, aboutissant
ultimement a leur destruction [80].L'activité antifongique des trois extraits a été
déterminée a I'aide de la méthode de diffusion [81].

4.2.2 . Protocol :
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» Les champignons utilisés : notre eétude a porté sur deux champignons disponible

dans le CRBT phytopathogénes qui sont : Alternaria sp et Fusarium oxysporum
f sp. Lycopersici.

Préparations de milieu de culture PDA : la préparation de milieu PDA se
prépare en faisant bouillir une quantité de pomme de terre couper en petit morceau
avec de 1’eau dans un bécher sur une plaque chauffante jusqu’a cuisant. Une fois
le jus de pomme de terre sera prét, on le récupére et on ajoute 44g de D glucose et
44g d’Agar et on le met sur agitateur chauffante et aprés ’homogénéisation du
milieu, on compléte le volume avec I’eau distillée stérile jusqu’a 2200 ml. On
divise ce volume sur 22 Erlenmeyer stérile, chaque Erlenmeyer contient 100 ml de
milieu PDA. Pour stériliser le milieu, ces 22 Erlenmeyer ont été placés dans un
autoclave a 121°C pendant 20 minutes. Apres stérilisation et refroidissement, ils
ont été versés dans des boites de Pétri & 45°C.

Préparation des dilutions: pour les trois extraits (CHCI3;, AcOEt, n-BuOH)
une solution mére a été préparée par la solubilisation de 3 mg d’extrait dans un
volume de 300ul de DMSO a partir de laquelle on a préparé une série de
solutions diluées de concentrations (1.25, 2.5, 5,10) pg/ml.

Evaluation de D’activité antifongique (Méthode de diffusion): 1’activité
antifongique des extraits est évaluée par la méthode de disque. Un disque de 5mm
de diamétre pris d’une culture de champignon de 7 jours est déposé aseptiquement
au centre de la boite de pétri contenant le PDA et 23 ul de chaque extraits ont été
appliqués sur le dessus de chaque disque, I’expérience est répétée 3 fois pour
chaque concentration d’extrait. Le témoin est préparé en remplacant I’extrait par
le DMSO et un témoin négatif aussi est préparé en mettant le champignon sur le
PDA seulement. Aprés 48h d’incubation a 25° C, la croissance mycélienne du
champignon est mesurée a 1’échelle millimétrique a 1’aide d’une régle (d).
Lecture des résultats : I’activité inhibitrice est effectuée en mesurant la
croissance radiale du champignon sur le milieu PDA. Cela implique de mesurer le
diameétre des colonies de champignons sur le milieu PDA avec l'application du
produit par rapport au diametre moyen des colonies de chaque milieu de lutte
contre les champignons (DMSO) et de calculer la différence de diamétre. Les

résultats sont ensuite exprimés en pourcentage d'inhibition de la croissance de
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chaque champignon par chaque produit. L'activité d'inhibition en pourcentage est

calculée selon la formule ci-dessous [81]:

PI (%) = (D —d) / D) x 100

e Pl : pourcentage d‘inhibition.
e D Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA avec DMSO
(témoin +).

e d: Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA contenant 1’extrait.
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Chapitre I : Résultats et discussions

1. Résultats des analyses quantitatives:
1.1 Résultat de dosage des polyphénols:

Le taux de polyphénols totaux présent dans les extraits de la plante a été quantifié par
spectrophotométrie UV /Vis. La courbe d’étalonnage établie a 1’aide de différentes
concentrations de 1’acide gallique a partir d’une solution mere, a permis d’estimer la teneur en
composé phénolique de I’extrait. Les absorbances de la courbe d’étalonnage en fonction de

leurs concentrations sont reportes sur la figure suivante :

0.90 1 y =0,003x + 0,104
0,80 1 R2 = 0,997
0,70 -
$ 0,60 -
c
S 0,50 -
S 0,40 -
< 0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 : . . : .
0 50 100 150 200 250

Concentrations pg/ml

Figure 20 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La teneur en polyphénols totaux estimé pour chaque extrait est calculée a partir de la courbe
d’¢étalonnage et exprimée en microgrammes en acide gallique par milligramme d’extrait est

représentée dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Résultats du dosage des polyphénols.

Extrait CHCI; AcOEt n-BuOH
Teneur en polyphénols 261,5+1,21 655,23+1,36 702,24+2,90
(LgEAG /mg)

29



Chapitre 111 Résultats et discussions

Teneur en polyphénols (ng EAG/mg )

800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

CHCI3 AcOEt BuOH

Figure 21 : Histogramme représente la quantité en (ug) des polyphénols dans les trois
extraits.

v Le taux des polyphénols totaux calculé a révélé que I’espéce étudiée présente une teneur
importante en composés phénoliques pour D’extrait acétate d’éthyle et 1’extrait
butanolique, avec un taux plus élevé pour I’extrait butanolique (702,24+2,90 pgEAG/mg
d’extrait), tandis que D’extrait chloroformique présente une teneur faible en composés

phénoliques avec un taux de (261,5+1,21ugEAG/mg d’extrait).

1.2 Résultat de dosage des flavonoides:

La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
flavonoide standard (la quercétine). Les absorbances de la courbe d’étalonnage en fonction de

leurs concentrations sont reportes sur la figure suivante :

120 1 y = 0,0048x
1,00 - R2=0,999
[<3]
§ 0,80 -
§ 0,60 -
< 0,40 -
0,20 -
0,00 . . . . .
0 50 100 150 200 250
Concentrations pg/ml

Figure 22 : 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 est
représentée dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Résultats du dosage des flavonoides.

Extrait CHCI; AcOEt n-BuOH
Teneur en flavonoides 40,97+0,44 277,63 £1,04 302,77+1,02
(ng EQ/mg)

Teneur en flavonoides (ng EQ/mg )

350 -
300 ~
250 ~
200 -
150 -
100 -

CHCI3 AcOEt BuOH

Figure 23: Histogramme représente la quantité en (ug) des flavonoides dans les trois extraits.

v Pour les flavonoides, le taux calculé a montré que 1’extrait butanolique a la plus grande
valeur (302,77£1,02 ug EQ/mg d’extrait) suivi par I’extrait acétate d’éthyle (277,63 £1,04
EQ/mg d’extrait) et enfin I’extrait chloroformique (40,97+0,44pg EQ/mg d’extrait).

v" Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont conformes avec ceux des flavonoides.
Ces résultats ont permis de classer les extraits selon leur richesse en composés
phénoliques comme suit : extrait butanolique > extrait d’acétate d’éthyle > extrait

chloroformique.
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2. Résultat de I’activité antioxydante :

2.1. Résultat du test DPPH :

Dans ce test, I’activité anti-radicalaire des trois extraits CHCls, AcOEt et n-BuOH a été

Résultats et discussions

évalue par la mesure des concentrations inhibitrices a 50% (ICsp) selon la formule indiquée

dans la partie précédente, en se basant sur la capacité d’une substance a réduire le radical

DPPH par rapport a des antioxydants standards (BHT et BHA)(Annexe 3)Les résultats

obtenus sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 4 : Inhibition du radical DPPH par les extraits CHCl3, AcOEt, n-BuOH

Concentrati
on (ug/ml)
Extraits 125
CHCl;
11,00+6,98
AcOEt
11.3945,01
n-BuOH
3,09+0,79
BHA 76,55+0,48
BHT 49,09+0,76

25

15,25+4,60

6.36+5,87

11,52+2,42

79,89+0,26

72,63+2,06

% d’inhibition

50

28,12+1,20

20,25+6,98

26,29+1,18

81,73+0,10

88,73+0,89

100

50,40+1,87

50,31+4,60

58,83+1,09

84,18+0,10

94,00+0,31

200

72,10+2,08

28,12+1,20

80,07+1,08

87,13+0,17

94,97+0,08

400

73,13+1,81
82,16+0,71

82,12+1,09

89,36+0,19

95,38+0,41

800

74,22+1,87

83,21+1,38

83,22+1,07.

90,14+0,00

95,02+0,23

1Cso
(Hg/ml)

392,64+10,00

16,86+0,70

43,21+0,40

6,14+0,41

12,99+0,41

Les courbes de 1’absorbance en fonction des différentes concentrations sont reportées sur la

figure suivante
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DPPH
120
100 , , ,
! K4
g %0 < ——CHCI3
2 60 —8— AcOEt
£ / ~—#—n-BUOH
40 =>e=BHA
20 fe=BHT
0
0 200 400 600 800 1000
Concentration pg/ml

Figure 24 : Courbe représentative du pouvoir d’inhibition des trois extraits par le test DPPH.

v' D’aprés le tableau 4, les résultats réveélent que les extraits acétate d’éthyle et butanolique
sont les plus actifs avec des 1Csy 16,86+0,70 pg/ml et 43,21+0,40 pg/ml respectivement
par rapport aux standards BHT et BHA (12,99+0.41ug/ml, et 6,14+0,41 pg/ml
respectivement). L’extrait chloroformique est le plus faible avec une 1Csy 392,64+10,00
pg/ml.

v" Les études indiquent le réle direct des polyphénols et des flavonoides dans I'augmentation
du pouvoir des antioxydants et l'inhibition des radicaux libres [82]. Cela explique la
différence dans les résultats de l'activité antioxydante des trois extraits et la supériorité des

extraits : acétate d'éthyle et butanolique.

2.2. Résultat du test ABTS :

La méthode consiste a faire réagir l'antioxydant avec le cation radical ABTS™, de couleur
bleue, ol les électrons sont transférés pour former ABTSH™, qui est incolore. La réduction de
couleur a été mesurée par lecture d'absorbance, permettant de determiner la concentration
inhibitrice des extraits testés, par rapport aux standards tels que le BHT et le BHA. Le
pourcentage d'inhibition de I'ABTS a été calculé selon une formule prédéfinie. Les résultats

obtenus sont presentés dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Inhibition du cation ABTS "par les extraits CHCls, AcOEt, n-BuOH

Concentration
Extraits(pg/ml)

12.5 25
CHCl; 2,18+1,24 4,79+2,77
AcOEt 10,49+4,17 | 23,59+2,72
n-BuOH 6,02+0,65 12,41+0,82
BHA 69,21+0,40 | 78,23+1,34
BHT 92,83+1,42 | 94,68+0,42

% d’ inhibition

50
6,66+0,80

43,93+1,94

27,32+8,30

88,12+1,28

94,95+0,90

100
9,96+7,56

58,47+5,67

37,49+0,40

88,76+3,07

95,32+0,25

200
13,68+0,33

66,19+5,63

58,89+7,97

90,85+1,74

95,59+0,47

400 800
18,85+0,64 | 24,55+1,93

65,50+1,73 | 73,91+2,13

79,9845,35 | 46,54+6,60

90,95+0,51 | 96,68+0,39

95,83+0,15 | 95,86+0,10

1Cs (g/ml)

>800

70,75+4,46

157,40+14,07

1,29+0,30

1,81+0,10

Les courbes de 1’absorbance en fonction des différentes concentrations sont reportées sur la

figure suivante :

120
100
80
60

Inhibition %

40

20

0

ABTS
e a—: 5 =X
7 - ——CHCI3
= == AcOEt
] n-BuOH
o —=BHA
W/" —=BHT
0 200 400 600 800 1000

Concentration pg/mL

Figure 25 : Courbe représentative du pouvoir d’inhibition des trois extraits par le test ABTS.

v Nos résultats ont démontré que les extraits d'acétate d'éthyle présentent une activité

supérieure a celle des extraits butanoliques, avec des valeurs de 1Csq respectives de

70,75 £ 4,46 ng/ml et 157,40 + 14,07 pg/ml. Cependant, en comparaison avec les
standards BHA et BHT, qui affichent des IC50 de 1,29 + 0,30 ug/ml et 1,81 + 0,10
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pg/ml respectivement, il est conclu que les deux extraits (n-BuOH, AcOEt) sont

inactifs par rapport a ces standards.

v' Les résultats de ’ABTS ont également confirmé que I'extrait chloroformique a la plus

faible activité antioxydante et ces résultats sont cohérents avec les résultats du test

DPPH.

2.3. Résultat du test phénanthroline :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir donneur d’¢lectron. Cette

technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe**) en

fer ferreux (Fe®") qui ensuite réagit avec la phénanthroline pour donner un complexe de

couleur rouge orange, et qui absorbe a 510 nm. Les résultats obtenus avec les trois extraits

sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 6: Absorbance du complexe Fe?*-phénanthroline des trois extraits

Concentration

(ng/ml)Extraits
3.125
CHCl; 0,31+0,01
AcOEt 0,42+0,05

n-BuOH 0,360,09

0,49+0,01
BHA

0,47+0,01
BHT

6.25
0,27+0,03

1.30+0,06
0,33+0,02
0,59+0,01

0,47+0,01

Absorbance

12.5 25

50

100 200

0,29+0,04 | 0,30+0,04 | 0,34+0,02 | 0,40+0,02 | 0,43+0,03

1,20+0,24 | 2,08+0,23 | 2,67+0,47 | 3,40+0,07 | 3,59.%

0,01

0,44+0,02 | 0,63+0,03 | 0,87+0,09 | 1,50+0,07 | 2,89+0,49

0,73+0,02 | 0,93+0,01 | 1,25+0,04 & 2,10+0,05 | 4,89+0,06

0,53+0,03 | 1,23+0,02 | 1,84+0,01 | 3,48+0,03 | 4,84+0,01

A0.5

Ao s5(g/ml)
>200

3,42+0,18
16,84+0,91
0,93+0,07

2,24+0,17

Les courbes de 1’absorbance en fonction des différentes concentrations sont reportées sur la

figure suivante

Absorbance

o P, N W b~ 01O

Phénanthroline

/

¢—CHCI3

== AcOEt

n-BuOH

—e- —

=>=BHA

50

100 150 200
Concentration pg/ml

=e=BHT
250

35



Chapitre 111 Résultats et discussions

Figure 26 : Courbe représentative les absorbances des différents standards et extraits
(phénanthroline).

v" Les résultats du test phénanthroline ont confirmé les résultats des deux premiers tests,
ou les résultats ont montré que I'extrait acétate d'éthyle posséde une activité
antioxydante tres significative (Aos = 3,42 £ 0,18 ug /ml) par rapport aux standards
utilisés BHT et BHA (Aos= 2,24+0,17ug /ml et 0,93+0,07 respectivement ) , suivi de
pres par l'extrait butanolique (A¢s = 16,84 + 0,91 pg/ml) et enfin avec moins

d'efficacité 1’extrait chloroformique (Ags> 200 pg/ml).

3. Résultats de I’activité antimicrobienne :
3. 1.Résultat de I’activité antibactérienne :
Aprés 24 heures d'incubation, les boites de Pétri ont été récupérées (Figures 28, 29 et 30) et
les diamétres des zones d'inhibition des trois extraits sur les souches bactériennes étudiées ont
été mesurés (on a calculé la moyenne de chaque trois boites d’une méme concentration de

chaque extrait) ; les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 7: zone d’inhibition de ’activité antibactérienne des trois extraits sur les

Staphylococcus aureus et Escherichia coli

Zone d’inhibition (mm)

Souches Staphylococcus aureus Escherichia coli
bactériennes (ATCC 25923) (ATCC 25922)

[CImg/ml 0,31 | 0,62 1,25 2,5 5 0,31 0,62 1,25 2,5 5
CHCls / / / / / / / / / 6
AcOEt 12,3 | 156 | 175 @ 178 18 / / / / /

n-BuOH / / 13 14 17 / / / / /
Témoin négative / /
DMSO (20 ul)
Teémoin positive 41 mm 20 mm
Amoxicilline
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Figure 27: L’effet des trois extraits (CHCI3;, AcOEt, n-BuOH) sur la souche bactérienne

Staphylococcus aureus.
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Figure 28: L’effet des trois extraits (CHCI3, AcOEt, n-BuOH) sur la souche bactérienne
Escherichia coli
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Figure 29 : L’effet de I’amoxicilline sur les deux souches testées (S. aureus, E. coli)
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D'apres les résultats obtenus, nous concluons ce qui suit :

Les extraits de la plante Vinca montrent une efficacité antibactérienne plus marquée sur la
bactérie a gram positif que sur celle a gram négatif. Plus précisément, I'extrait acétate
d'éthyle présent une activité marquée contre Staphylococcus aureus. Ce dernier montre
également une sensibilité accrue a toutes les concentrations testées de I'extrait (2.5, 1.25,
0.62, 0.31) (mg/ml), notamment a 5 mg/ml, ou la zone d'inhibition est atteinte 18 mm.
L’évaluation de D’activité antibactérienne de I'extrait n-butanol révéle une sensibilité
élevée, bien que moindre que celle de I'extrait acétate d’éthyle, contre Staphylococcus
aureus aux concentrations élevées (1.25, 2.5, 5) (mg/ml), mais aucune sensibilité, aux
concentrations plus faibles (0.31, 0.62) (mg/ml). En comparaison, I'extrait chloroformique
n'a pas montré de sensibilité a toutes les concentrations étudiées (figure 28).

Concernant la bactérie a gram négatif ; Escherichia coli, aucune sensibilité n'a été
observée pour les deux extraits acétate d’éthyle et n-butanol, tandis qu'un effet inhibiteur
marginal a été noté avec I'extrait chloroformique (figure 29).

Les etudes ont montré que l'activité antibactérienne des extraits dépend de la richesse de
ces derniers en composés phénoliques et en divers métabolites secondaires tels que les
tanins et les alcaloides [83]. Ainsi, la différence d'activité antibactérienne entre les trois
extraits peut s'expliquer par leur teneur différente de ces composes actifs.

D'autre part, la recherche a montré que les métabolites secondaires exercent leur effet sur
les cellules bactériennes par divers mécanismes [84]. Par exemple, les polyphénols
végétaux ont la capacité d'interagir avec les protéines et les parois cellulaires bactériennes,
de perturber les fonctions cytoplasmiques et la perméabilité membranaire, d'inhiber le
métabolisme énergétique, d'endommager I'ADN ou d'inhiber la méthylation de I'ADN
chez les bactéries [85].

D'un autre cOté, la bactérie a gram positive testé (Staphylococcus aureus) a montré une
sensibilité accrue aux extraits testés par rapport a la bactérie de gram négative
(Escherichia coli). Cette observation peut étre attribuée aux différences dans les
caractéristiques des parois cellulaires entre les deux types de bactéries. En effet, les
bactéries gram négatives présentent une résistance intrinséque aux agents antimicrobiens
en raison de la structure de leurs membranes externes, constituées de lipopolysaccharides

qui forment une barriére imperméable aux composés hydrophobes [86].

3.2. Résultat de P’activité antifungique :
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L’activité antifongique des trois extraits CHCIs;, AcOEt et n-BuOH a été testé sur deux
champignons pathogénes Fusarium oxysporumf .splycopersici (FOL) et Alternaria, aprés 48h
d’incubation, la croissance mycélienne du champignon a été mesuré a 1’aide d’une régle en
Mm on a calculé la moyenne de 3 boites de chaque concentration d’extraits puit le taux
d’inhibition a été calculé, les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux suivants :

Tableau 8: Diametres des zones de développement des champignons en présence des extraits
en (mm).

Diametre de la zone de développement du champignon FOL (mm)

Extraits Extrait CHCl5 Extrait AcOEt Extrait BuOH
Concentration 1,25 2,5 5 10 1,25 2,5 5 10 125 | 25 5 10
()

Résultats (mm) 14,3 15 13,3 12,6 143 | 14,3 | 10,3 8.6 146 | 17,3 | 14,3 15
Témoin (+) : champignon +PDA+DMSO : 15,3 mm
Témoin (-) : champignon +PDA : 17 mm

Diametre de la zone de développement du champignon Alternaria (mm)

Extraits Extrait CHCl3 Extrait AcOEt Extrait BUuOH
Concentration 1,25 | 25 5 10 1,25 2,5 5 10 1,25 2,5 5 10
(%)

Résultats (mm) 10,3 | 9,6 7,3 8,3 16 10,3 15 11 9,3 6,6 9,6 11,6

Témoin (+) : champignon +PDA+DMSO : 10 mm

Témoin (-) : champignon +PDA : 18 mm

Tableau 9: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne

Champignon Taux d’inhibition (%)
FOL
Extrait CHCl; ExtraitAcOEt ExtraitBuOH
Concentration 1,25 2,5 5 10 1,25 2,5 5 10 1,25 | 25 5 10
(u1)
Résultats 6,5 196 | 13,07 | 17,74 | 6,53 | 6,53 | 32,67 | 43,79 | 4,57 0 6,53 | 1,96
Champignon Taux d’inhibition (%)
Alternaria
Extrait CHCl; Extrait AcOEt Extrait BUOH
Concentration 125 | 25 5 10 1,25 2,5 5 10 125 | 25 5 10
(uh)
Résultats 0 4 27 17 0 0 0 0 7 34 4 0
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Figure 30 : I’évolution du Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (FOL) avec I’extrait

chloroformique.

Figure 31 : I’évolution du Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (FOL) avec I’extrait acétate
d’éthyle.
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Figure 32 : I’évolution du Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (FOL) avec I’extrait

butanolique

Figure 33 : I’évolution du Fusariumoxysporum f.sp.lycopersici (FOL) avec les deux

témoins
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Figure 35 : I’évolution d’Alternaria sp avec I’extrait acétate d’éthyle



Chapitre 111 Résultats et discussions

Figure 37: I’évolution d’Alternaria sp avec les deux témoins

v’ Les extraits de notre plante ont montré une activité antifongique significative contre le
champignon Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (FOL) par rapport au champignon

Alternaria sp.

v Les différents extraits testés (CHCIlz, AcOEt et n-BuOH) ont conduit a une diminution
significative du diamétre des colonies (FOL) par rapport au contrble positif. Cette
diminution s'est avérée plus marquée avec I'extrait Acétate d'éthyle plus qu'avec I'extrait
de Chloroforme, notamment a des concentrations élevées (5 et 10 mg/ml). En revanche,
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I’extrait de N-butanol a montré une réduction plus faible du diametre des colonies avec
toutes les concentrations testées (1.25, 2.5, 5 et 10 mg/ml).

Pour le champignon Alternaria sp , I'extrait Chloroformique a montré une diminution
significative du diamétre des colonies par rapport au contréle positif aux concentrations 5
et 10 mg/ml. De plus, une diminution significative du diamétre des colonies a été observée
pour I’extrait n- butanol a la concentration 2,5 mg/ml, tandis que I’extrait Acétate d’éthyle
aucune diminution n’a été observée pour ce champignon avec toute les concentrations
testées.

Les effets inhibiteurs des extraits végétaux (Chloroforme, Acétate d'éthyle, N-butanol)
sur la croissance des champignons Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (FOL) et
Alternaria sp ont montré des résultats différents selon les concentrations utilisées. Le taux
d'inhibition le plus élevé (P1=43,79%) a été enregistré avec I'extrait Acétate *éthyle contre
le champignon FOL & la concentration 10 mg/ml, tandis que le pourcentage d'inhibition le
plus élevé contre le champignon Alternaria sp (PI=34%) a été enregistré a la
concentration 2.5 mg/ml avec I'extrait Butanolique.

Les résultats obtenus avec L'acétate d'éthyle et I'extrait Butanolique peuvent s'expliquer
par le fait que ces deux derniers contiennent un nombre important et diversifié de
métabolites secondaires comprennent les polyphénols, les flavonoides et les tanins,
molécules connues pour leur activité antifongique [87-88], cette étude confirme que les

extraits des plantes peuvent empécher ou retarder la croissance des champignons.
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Conclusion :

Aujourd'hui, l'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie attire beaucoup
d'attention dans la recherche biomédicale, devenant aussi importante que la
pharmacothérapie. Cette popularité accrue est due, d'une part, a la richesse
inépuisable des plantes en substances et composés naturels bio actifs, et d'autre part, a
la quéte de traitements plus doux et sans effets secondaires.
Dans cette étude, notre intérét est porté sur I'évaluation de l'activité biologique des
extraits organiques d'une plante médicinale Algérienne du genre Vinca . Notre travail
a débuté par l'estimation quantitative des phénols et des flavonoides pour les trois
extraits : CHCIls, AcOEt et n-BuOH, en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu et
trichlorure d’aluminium respectivement. Les résultats obtenus ont montré que I'extrait
butanolique était le plus riche en ce type de composants avec un taux en polyphénols
de 702,24 = 2,90 ng EAG/mg et un taux en flavonoides de 302,77 = 1,02ug EQ/mg,
suivi par I’extrait acétate. L’activité antioxydante de ces extraits a été évaluée par
trois méthodes: DPPH, ABTS et phénantroline) en utilisant le butylhydroxyanisole
(BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT) comme contrbles positifs, les résultats
obtenus ont montré que 1’extrait acétate d’éthyle était le plus actif, il possédait une
activité antioxydante tres significative par rapport aux standards utilisés (BHA, BHT)
et par rapport aux autre extraits suivi par 1’extrait butanolique avec un degré moindre.
A la fin, I'activité antifongique et antibactérienne des trois extraits a €té testée par la
méthode de diffusion vis-a-vis deux souches bactériennes (Escherichia coli et
Staphyloccocus aureus) et deux souches fongiques (Fusarium oxysporum
f.splycopersici et Alternaria sp). Les résultats ont montré que les deux extraits :
butanolique et acétate d’éthyle possédent une sensibilité élevée contre
Staphylococcus aureus. Concernant I'activité antifongique, les résultats ont montré
que les trois extraits de notre plante, notamment l'acétate d'éthyle, possedent une
activité antifongique remarquable, particulierement contre la souche fongique
Fusarium oxysporum.f.sp.lycopersici (FOL). Les résultats obtenus sont trés
encourageants et ouvrent des perspectives pour des études ultérieures, telles que
I'évaluation de nos extraits par rapport a d'autres activités biologiques, comme
I'activité anti-inflammatoire, antitumorale et antidiabétique, et tester ces extraits sur

d'autres souches bactériennes et fongiques.
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Résume

Une étude biologique a été menée sur une espece végetale Algérienne appartenant au
genre Vinca de la famille des Apocynacées. Nos investigations phytochimiques et
biologiques ont portés sur les trois extraits CHCIl3, AcOEt et n-BuOH de cette plante.
L'évaluation quantitative des polyphénols et des flavonoides a révélé que les trois
extraits examinés sont riches en ces composeés principalement le n-BuOH a une teneur
élevée de 702,24+2,90 (ug EAG/mg) et 302,77+48,02 (ug EQ/mQ) respectivement.

Trois méthodes : DPPH, ABTS et la phénanthroline ont été réalisées pour évaluer
l'activité antioxydante sur les trois extraits étudiés. Les résultats ont montré que
I’extrait acétate d’éthyle était le plus actif par rapport a 1’extrait butanolique et
chloroformique avec un ICsy plus proche aux standards utilisés (BHA, BHT) de

3,42+0,18 (ug/ml). Suivi par I’extrait butanolique avec un degré moindre.

L'activité antibactérienne des trois extraits a également été évaluée selon la méthode
de diffusion en milieu gélosé sur deux souches; Staphylococcus aureus et
Escherichia coli. Les résultats ont montré que les deux extraits ; acétate d’éthyle et
butanolique possedent une sensibilité élevée contre Staphylococcus aureus avec une

grande zone d’inhibition de 18 mm a 5 mg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle.

A la fin, I'activité antifongique des trois extraits a été testée contre deux champignon s
bathogénes ; Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici et Alternaria sp. Les résultats ont
montré que les trois extraits, en particulier I'acétate d'éthyle, ont un effet inhibiteur
efficace contre Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici avec un taux d'inhibition le plus
élevé de 43,79% a été enregistré avec l'extrait acétate d’éthyle a la concentration 10

mg/ml.

Les mots clés : Apocynacées, Vinca, dosage des polyphénols, dosage des flavonoides,

activité antioxydante, activité antifungique et antibactérienne.



Abstracts

A biological study was carried out on an Algerian plant species belonging to the
Vinca genus of the Apocynaceae family. Our phytochemical and biological
investigations focused on the three extracts CHCI;, ACOEt and n-BuOH of this plant.
Quantitative evaluation of polyphenols and flavonoids showed that the three extracts
are rich in these compounds n-BuOH in particular has a large content of 702.24+2.90
(ug EAG/mg) and 302.77+48.02 (ug EQ/mg) respectively.

Three methods: DPPH, ABTS and phenanthroline were carried out to evaluate the
antioxidant activity on the three extracts studied. The results showed that the ethyl
acetate extract was the most active compared to the butanolic and chloroform extract
with an ICsq closer to the standards used (BHA, BHT) of 3.42+0.18 (pug/ml). followed

by the butanolic extract with a lesser degree.

The antibacterial activity of the three extracts was also evaluated using the diffusion
method on two strains; Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The results
showed that both extracts; Ethyl acetate and butanolic have high sensitivity against
Staphylococcus aureus with a large inhibition zone of 18 mm at 5 mg/ml for ethyl

acetate extract.

At the end, the antifungal activity of the three extracts was tested against two
bathogenic fungi; Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici and Alternaria sp. The results
showed that the three extracts, especially ethyl acetate, have an effective inhibitory
effect against Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici with the highest inhibition rate of
43.79% was recorded with the ethyl acetate extract at a concentration of 10 mg/ml.

Key words: Apocynaceae, Vinca, total phenolic content, total flavonoid content

antioxidant activity, antifungal and antibacterial activity.
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Résumé

Une étude biologique a été menée sur une espece vegétale Algérienne appartenant au genre Vinca de la
famille des Apocynacées. Nos investigations phytochimiques et biologiques ont portés sur les trois
extraits CHCI3, AcOEt et n-BuOH de cette plante. L'évaluation quantitative des polyphénols et des
flavonoides a révélé que les trois extraits examinés sont riches en ces composés principalement le n-
BuOH a une teneur élevée de 702,24+2,90 (ug EAG/mg) et 302,77+48,02 (ug EQ/mg) respectivement.

Trois méthodes : DPPH, ABTS et la phénanthroline ont été réalisées pour évaluer I'activité antioxydante
sur les trois extraits étudiés. Les résultats ont montré que 1’extrait acétate d’éthyle était le plus actif par
rapport a 1’extrait butanolique et chloroformique avec un ICsq plus proche aux standards utilisés (BHA,
BHT) de 3,42+0,18 (ug/ml). Il possédait une activité antioxydante significative par rapport aux standards
suivi par I’extrait butanolique avec un degré moindre.

L'activité antibactérienne des trois extraits a également été évaluée selon la méthode de diffusion en
milieu gélosé sur deux souches ; Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Les résultats ont montré que
les deux extraits ; acétate d’éthyle et butanolique possédent une sensibilité élevée contre Staphylococcus
aureus avec une grande zone d’inhibition de 18 mm a 5 mg/ml pour I’extrait acétate d’éthyle.

A la fin, l'activité antifongique des trois extraits a €té testée contre deux champignon s bathogénes ;
Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici et Alternaria sp. Les résultats ont montré que les trois extraits, en
particulier I'acétate d'éthyle, ont un effet inhibiteur efficace contre Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici
avec un taux d'inhibition le plus élevé de 43,79% a été enregistré avec l'extrait acétate d’éthyle a la
concentration 10 mg/ml.

Mots-clésés : Apocynacées, Vinca, dosage des polyphénols, dosage des flavonoides, activité antioxydante,
activité antifungique et antibactérienne.
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