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Introduction

Introduction

Depuis toujours, I’humanité s’est appuyée sur la nature pour subvenir a ses besoins
fondamentaux : production de nourriture, abris, vétements, moyens de transport, engrais,
aromes parfums, et surtout, les médicaments. Les plantes ont constitué le pilier de systémes
de médecine traditionnelle élaborés, en usage depuis des millénaires, et continuent a offrir a
I’étre humain de nouvelles solutions thérapeutiques. (Gurib-Fakim, 2006)

De nos jours, une grande partie de la population, notamment dans les pays en
développement, continue de recourir a la médecine traditionnelle pour ses soins de santé
quotidiens. Selon I’Organisation mondiale de la santé, environ 80 % des habitants de ces
pays dépendent des remedes a base de plantes, et un quart des médicaments modernes sont
issus de composés végétaux ou de leurs dérivés synthétiques. (Gurib-Fakim, 2006)

Les plantes médicinales, qu'elles soient employées en médecine traditionnelle ou
moderne, renferment généralement un ou plusieurs principes actifs a visée thérapeutique.
Leur efficacité repose sur la présence de composés chimiques d’origine végétale qu’ils soient
primaires, secondaires ou isolés, agissant seuls ou en synergie avec d’autres constituants
présents dans la plante (Ouedraogo, 2021).

Parmi ces plantes, on retrouve Talghouda «Bunium incrassatum.» est une plante
importante qui pousse principalement dans le nord de I’Algérie. Ses racines, riches sur le
plan nutritionnel, en font une espéce médicinale d’intérét économique. Elle est largement
mentionnée dans la pharmacopée traditionnelle algérienne. Elle présente de nombreux
bienfaits qui suscitent I’intérét aussi bien populaire que scientifique. (Toul, 2022)

La plante costus indien « Dolomiaea costus (Falc.)» est une plante médicinale utilisée
dans la médecine ayurvédique. Elle est connue et employée depuis longtemps dans divers
systtmes de médecine traditionnelle pour ses multiples propriétés thérapeutiques
(Abouelwafa et al, 2024).

L’objectif principal de cette étude est d’approfondir les connaissances chimiques et
pharmacologiques sur ces deux plantes médicinales. Deux objectifs spécifiques sont fixés :

Quantification des polyphénols et des flavonoides totaux dans les quatre extraits (EBI,
ABI, ECO, ACO).

Evaluation in vitro de leur activité antioxydante, enzymatique et antibactérienne.

Notre travail sera présenté comme suit :

La premiére partie de ce travail est dédiée a la recherche bibliographique, et s’articule

autour de deux chapitres principaux :



Introduction

v Le premier chapitre : traite de la description botanique des plantes Bunium
incrassatum et Dolomiaea costus (Falc.), suivie de leurs propriétés biologiques, ainsi
qu’un apercu des principaux travaux phytochimiques réalisés sur ces especes et de
leurs usages en médecine traditionnelle.

v' Le deuxiéme chapitre : portera sur les métabolites secondaires, notamment
les composés phénoliques, leur définition, leur classification ainsi que leur role
thérapeutique. Il abordera également le stress oxydatif et les systémes antioxydants.
Enfin, il traitera de Dactivit¢ antibactérienne et de l’activité enzymatique, en

particulier de I’inhibition de I’alpha-amylase, liée au diabéte.
La deuxieme partie est dédiée a nos travaux expérimentaux, répartis en deux chapitres :

Chapitre 1 : consacré a la présentation du matériel et des méthodes d’extraction utilisées
pour les plantes Bunium incrassatum et Dolomiaea costus (Falc.). Ce chapitre inclut
¢galement les méthodes d’évaluation de leurs activités antioxydante, enzymatique et
antibactérienne.

Chapitre 2 : porte sur la présentation et la discussion des résultats obtenus dans le cadre de

cette étude phytochimique et biologique menée sur les deux especes végétales.
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Chapitre 1 : Description botanique des plantes

1. Bunium incrassatum
1.1. Définition

Bunium incrassatum (Boiss.) Batt. et Trab, connue localement sous le nom de
"Talghouda", est une plante médicinale a valeur économique notable, appartenant a la famille
des Apiacées (ou Ombelliféres) (Berroukeche et al, 2022), qui regroupe entre 45 et 50
especes (Chentouh et al, 2019). Le genre Bunium comprend sept espeéces dans la flore
algérienne, dont quatre sont endémiques (Berroukeche et al, 2022).

Bunium figure parmi les plantes aromatiques et médicinales les plus importantes, ses
graines ainsi que ses huiles essentielles étant utilisées depuis des siécles dans les domaines
de I’alimentation et de la médecine a travers le monde (Hammoudi et Boulahbel, 2022).

Autrefois, cette plante était utilisée a des fins alimentaires et médicinales dans la
médecine traditionnelle. Actuellement, elle suscite un intérét croissant dans le cadre de
recherches scientifiques récentes visant a évaluer ses propriétés pharmacologiques et a
envisager sa valorisation thérapeutique dans le domaine de la médecine moderne
(Berroukeche et al, 2022).

1.2. Description botanique

B. incrassatum est une plante herbacée vivace, qui pousse a partir d’un bulbe et se
caractérise par une hauteur variante entre 30 et 70 cm. Elle présente un port typique des
Ombelliféres, avec des fleurs blanches regroupées en ombelles de 5 a 7 cm de diamétre,
portées par des pédicelles souples qui ne s’étalent pas en forme d’étoile.

Les feuilles sont disposées de maniere alterne le long de la tige et sont divisées deux ou
trois fois en laniéres étroites, formant un contour général triangulaire.

Les fruits sont aromatiques, mesurent entre 3 et 4 mm de long et ont une forme allongée,
environ deux fois plus longue que large. Ils sont bi-pennatiséqués, avec des segments
linéaires a lancéolés aux bords bien marqués. Ils ne possedent pas de rostre (ou bec) et
présentent des cOtes primaires fines, bien visibles, surtout lorsqu’ils sont secs.

La partie souterraine de la plante est généralement un tubercule arrondi de couleur
brunatre, mesurant entre 1 et 2 cm de diamétre. Ce tubercule est brun a I'extérieur et blanc a

lintérieur (Adoui et al., 2022).
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Figure 1 : Fleurs et les tubercules de B. incrassatum « Talghouda »

(Chentouh et al., 2018).

1.3. Répartition géographique

Le genre Bunium comprend plus de 50 especes réparties en Afrique, en Europe et en Asie

(Hayet et al., 2017).

B. incrassatum est une plante médicinale largement répandue dans le nord de I’Algérie,
avec une présence marquée dans les zones rurales de toutes les régions telliennes du pays.
Elle est également présente dans I’est de I’Algérie, notamment dans la région d’Oum El

Bouaghi. (Berroukeche et al., 2022 ; Benkhalifa, 2018 ; Chentouh et al., 2018).
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Figure 2 : Distribution géographique du genre Bunium (Elkolli, 2017).




Chapitre 1 : Description botanique des plantes

1.4. Classification systématique

Selon Elkolli (2017), la classification taxonomique de B. incrassatum est présentée dans

le tableau suivant (Tableaul).

Tableau 1 : Classification systématique de B. incrassatum.

Reégne Plantae

Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae

Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Genre Bunium

Espéce Bunium incrassatum

1.5. Utilisation traditionnelle
» Comme aliment
Les tubercules de B. incrassatum (racines tubéreuses) présentent une grande valeur
nutritive. Ils sont traditionnellement cuits de maniere similaire aux pommes de terre et
souvent consommés frais (Berroukeche et al, 2022). Ils peuvent étre consommés seuls ou
en mélange avec du miel, de I’huile d’olive et du lait de chévre (Toul et Djendar, 2023).
En outre, le tubercule de Talghouda est utilisé sous forme de farine pour la préparation de
pain, de gateaux, ou encore comme légume dans divers plats (Aiouaz et Bitam, 2022).
» Comme médicament
» En médecine traditionnelle, les tubercules de B. incrassatum, lorsqu'ils sont séchés
et réduits en poudre, sont utilisés pour leurs propriétés astringentes, anti-diarrhéiques
et anti-inflammatoires. Ils sont particulicrement employés pour soulager les
hémorroides inflammatoires ainsi que pour le traitement de la bronchite et de la toux

(Hammoudi et al., 2020).

» Cette plante a contribué d’une part au maintien d’un bon état de santé durant la
p p

guerre, et d’autre part au traitement de certaines affections telles que la cystite, la

pyélonéphrite, les vers intestinaux et les plaies, en stimulant le systéme immunitaire

et en jouant un réle dans la relaxation nerveuse (Aiouaz et Bitam, 2022).
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En agriculture B. incrassatum est reconnu pour son efficacité a favoriser I'augmentation
du poids corporel et de la production laitiére chez certains animaux de ferme (Berroukeche
et al., 2022).

1.6. Propriétés pharmacologiques

B. incrassatum est une plante dont les tubercules peuvent étre valorisés comme source de
produits nutraceutiques ou comme aliments fonctionnels, contribuant a la prévention des
maladies chroniques grace a leur valeur nutritionnelle et a leur richesse en composés

bioactifs. Cette espece est reconnue pour ses propriétés antioxydantes et anti-hémolytiques.

L'utilisation dela poudre detubercules de B. incrassatum comme complément alimentaire
dans un régime standard a permis de doubler le poids des animaux sans induire de
perturbations du profil lipidique, ce qui constitue un avantage notable pour les animaux
d’¢levage. Elle a également entrainé une réduction des taux de triglycérides et de créatinine,
ainsi qu'une augmentation du taux de HDL.Les résultats expérimentaux, appuyés par des
recherches et études prometteuses, confirment 1'usage traditionnel des tubercules de B.
incrassatum en tant qu’aliment fonctionnel, tant pour ’homme que pour les animaux de
ferme. Son activité antioxydante et anti-hémolytique serait vraisemblablement liée a la

présence de composés polyphénoliques (Berroukeche et al, 2022).

Par ailleurs, dans I'Est algérien, cette plante est reconnue pour ses effets thérapeutiques
sur les troubles de la thyroide, notamment 1’hypothyroidie, I’hyperthyroidie et les nodules
thyroidiens. Il est également important de souligner que plusieurs composés d’origine
végétale, tels que les polyphénols et les alcaloides, peuvent influencer la régulation
hormonale thyroidienne et exercer des effets antiprolifératifs sur les cellules cancéreuses de

la thyroide (Aiouaz et Bitam, 2022).

1.7. Analyse de la composition chimique

L’analyse phytochimique de Talghouda a révélé une richesse notable en polyphénols,
flavonoides, alcaloides et coumarines. La quantification des composés bioactifs dans
I’extrait réveéle une concentration particuliecrement élevée en polyphénols, suivie d’une
teneur notable en coumarines.

Les flavonoides sont également présents en quantité significative, tandis que les
alcaloides, bien que détectés en moindre proportion, confirment la diversité chimique de

cette plante.
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Cette analyse souligne le potentiel thérapeutique de Talghouda a travers la présence de
différentes classes de métabolites secondaires, reconnues pour leurs propriétés
pharmacologiques. (Aiouaz et Bitam, 2022).

Dans des études précédentes, I’analyse phytochimique de B. incrassatum a révélé la
présence de nombreux composés bioactifs et nutritionnels tels que le saccharose, I’acide
oléique, la scopolétine, le B-sitostérol et la scoparone. Par ailleurs, la présence de certaines
molécules, méme a de faibles concentrations, telles que le thymol et le carvacrol, peut
¢galement jouer un rdle significatif (Berroukeche et al., 2022).

2. Dolomiaea costus

2.1. Définition

Dolomiaea costus, anciennement connue sous le nom de Saussurea costus (Falc) lipsch
(Abdelwafa et al, 2023), communément appelé¢ costus indien (Aldholmi, 2024) est une
plante vivace, aromatique et médicinale appartenant a la famille des Astéracées.

Elle est largement utilisée dans la médecine traditionnelle et posséde d'importantes
activités pharmacologiques. Elle présente un fort potentiel pour la découverte de nombreuses
substances bioactives. (Kumar et Pundir, 2022).

2.2. Synonymes

» Synonymes homotypiques : Aucklandia costus Falc, Saussurea costus (Falc.) Lipsch,
Theodorea costus (Falc.).

» Synonymes hétérotypiques : Aplotaxis lappa Decne, Aucklandia lappa (Décné.)
Décné, Saussurea lappa (Decne.) Sch.Bip (Kasana et Pandey, 2020).

2.3. Description botanique

D. costus est une plante herbacée vivace, robuste et dressée, recouverte de poils courts et

doux (pubescente), avec une tige atteignant une hauteur de 1 a 2 metres.

Les feuilles basales sont grandes, mesurant de 0,5 a 1,25 métre, membraneuses, dentées
de manicre irréguliere, rugueuses sur la face supérieure et lisses sur la face inférieure, avec

une base auriculée. Les feuilles supérieures sont plus petites et principalement subsessiles.

Les fleurs sont arrondies, dures, de couleur pourpre, mesurant de2,4 a4 4,0 cm dediamétre,

regroupées par groupes de 2 a 5 a 'extrémité ou a ’aisselle des feuilles.
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La corolle mesure environ 2 cm de long, tubulaire, avec un pappus long et duveteux

d’environ 1,7 cm sur le capitule en fructification.
Le fruit est courbé, velu, comprimé et en forme de coupe (Nadda et al., 2020), et les

racines mesurent environ 40 cm de long et sont de couleur brun foncé (figure3 et 4).

"
)y '30 .t,n..",
L

Figure 3 : Partie florale de D. costus (Anonyme, 2023).

Figure 4 : Racines de D. costus (Nadda et al, 2020).

2.4, Classification systématique

La position systématique du D. costus est est présentée dans le tableau suivant (Tableau2)

(Kasana et Pandey, 2020)
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Tableau 2 : Classification systématique de D. costus

Royaume Plantes
Phylum Streptophytes
Classe Equisetopsida
Sous classe Magnoliidae
Commande Astéries
Famille Astéracées
Genre Dolomées
Espéces Dolomiaea costus

2.5. Répartition géographique

La population de D. costus est localisée dans les régions himalayennes de I'Inde,
notamment au Cachemire (Jammu-et-Cachemire), a Uttar Kashi et Barsu (Uttarakhand),
ainsi qu’a Lahaul-Spiti (Himachal Pradesh). Elle est également présente dans le nord de
I’Himalaya pakistanais et en Chine, dans le village de Xinzhu, la ville de Ludian, le district

de Yulong, province du Yunnan, a une altitude comprise entre 3300 et 4000 métres.

Les premiers relevés floristiques indiquent qu’il s’agit d’une espéce endémique du
Cachemire, considérée comme le "Costus" des temps anciens. Elle pousse notamment dans
les foréts de bouleaux (Betula) sur les pentes montagneuses de régions comme Kalapani,

Kamari, Thanknala, Mapno et Kilshai, a des altitudes variantes entre 2438 et 3657 métres (Nadda

etal., 2020).
@
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Figure 5 : Distribution de D. costus (Nadda et al, 2020).
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2.6. Utilisation traditionnelle

Il a été traditionnellement utilis¢ comme antiseptique, sédatif, carminatif, stimulant,

astringent et bronchodilatateur. Dans la population localises ses racines sont employées pour

traiter la fievre 1égere, la toux et les douleurs gastriques. Par ailleurs, elles sont appliquées

sous forme de pate, mélangée a de I’huile de moutarde, afin de soulager les douleurs

rhumatismales, notamment durant les périodes hivernales (Kumar et Pundir, 2022).

Les racines séchées de la plante, appelées racines de costus, sont bien connues pour leur

utilisation dans les systémes traditionnels des pays asiatiques comme la Corée, I'Inde, la

Chine et le Japon. D. costus était utilis¢ dans le folklore indien et par différentes tribus

comme agent efficace contre les diabétiques obéses (Abouelwafa et al., 2024).

Tableau 3 : Usages traditionnels et ethnopharmacologiques D. costus (Nadda et al., 2020).

Usages
Maladie
Partie utilisée traditionnels / Méthode d'utilisation
traitée
probléme de santé
Poudre de Pris avec de I'eau ou chauffé
racine Maux d’estomac avec de l'huile de moutarde et
Problémes . '
appliqué sur I'estomac
gastriques : :
Poudre de Pris avec des racines d’Acorus
‘ Hémorroides
racine calamus
Chauffée avec de I’huile et
Maux de téte appliquée sur la téte, ou pate
de racine appliquée sur la téte.
Pris avec du lait, ou chauffé
Douleurs et Douleurs dorsales et _ _
. ) Poudre de avec de I’huile et appliqué sur
inflammation thoraciques
racine / racine la zone affectée.
Chauffée avec du ghee ou de
Douleurs ] .
o I’huile et appliquée sur la
articulaires ) )
zone, ou prise avec du lait.

2.7. Propriétés pharmacologiques

Les racines de D. costus présentent plusieurs activités pharmacologiques, notamment un

effet dépresseur sur le systéme nerveux central, ainsi que des actions antimicrobiennes,

12
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antiulcéreuse, anti-inflammatoire, hépatoprotectrice, antinématodienne, antiprotozoaire et
cytotoxique (Kumar et Pundir, 2022).

Elles possedent également des propriétés antioxydantes, anticancéreuses et antidiabétiques. Les
résultats des études récentes viennent conforter I’'usage traditionnel de D. cosfus comme agent
antidiabétique, et suggerent le potentiel thérapeutique de ses extraits dans le développement de
nouveaux médicaments contre le diabéte.

Ces données offrent également une base prometteuse pour la formulation de préparations
phytothérapeutiques standardisées, fondées sur les pratiques de guérison traditionnelles, ainsi que
pour ’exploration de nouvelles entités chimiques en vue du développement futur de traitements
antidiabétique (Abouelwafa et al., 2024).

2.8. Phytochimie du Dolomiaea costus

Les vastes applications médicinales du D. costus indien sont attribuées a la présence de
divers métabolites secondaires bioactifs, notamment des stérols, des flavonoides, des
coumarines, des phénylpropanoides, des lignanes, des alcaloides, des monoterpenes, des
triterpénes, des sesquiterpeénes et des lactones sesquiterpéniques. Les principales lactones
sesquiterpéniques bioactives présentes dans I'huile et l'extrait de racine de costus sont le

costunolide et la lactone déhydrocostus (Aldholmi, 2024).
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Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, issus du métabolisme primaire, sont des composés
spécifiques a certaines especes végétales. Leur production est influencée par
l'environnement (facteurs biotiques et abiotiques). Contrairement aux métabolites primaires,
ils ne sont pas directement impliqués dans la croissance de la plante, mais jouent un rdle clé
dans ses mécanismes d’adaptation et de défense.

Les métabolites secondaires bioactifs des plantes se répartissent en trois grandes classes
chimiques : les terpénoides, les composés phénoliques et les alcaloides (composés contenant
de ’azote) (Dhaniaputri et al, 2022).

1.2. Composés phénoliques
1.2.1 Définition

Les composés phénoliques (ou polyphénols), en particulier les phénylpropanoides
(comme les acides phénylpropioniques, les lignines et les coumarines) ainsi que les
flavonoides, sont des métabolites secondaires essentiels produits par les plantes (Zhou et al.,
2025).

Leur structure contient au moins un cycle aromatique (comme le benzéne) li¢ a un ou
plusieurs groupes hydroxyle (-OH). Le groupe hydroxyle peut se trouver a I’état libre ou €tre
engagé dans des liaisons avec d’autres fonctions chimiques, telles que les éthers, les esters
ou les glycosides (Elie, 2022).

Ces composés phénoliques présentent d’importantes activités antioxydantes et anti-
inflammatoires, ainsi que des propriétés anti-infectieuses (antivirales, antibactériennes),
antiallergiques, antihémorragiques et immunostimulantes. En outre, les composés
phénoliques jouent un rdle fondamental dans le métabolisme des plantes horticoles et dans
leurs interactions €cologiques. (Zhou et al., 2025).

Ils peuvent présenter une structure simple, comme c’est le cas pour les acides

phénoliques, ou une structure plus complexe, comme celle des flavonoides (Arfaoui, 2021).
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Dérivés de
I'acide benzoi

Dérivés de

simpie K
RN

I'acide
cinnamique
Phénoliques Flavanones
des plantes
Flavanoides Flavones
Complexes Tannin Flavans
Stilbénes

Figure 6 : Classification des phénols végétaux en fonction de leur structure (Banothu et Uma,

2022).

1.2.2. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols constituent un vaste groupe de plus de 8 000 composés différents,
largement répandus dans ’ensemble du régne végétal. Ils peuvent étre classés en fonction
du nombre et de la disposition de leurs atomes de carbone, et se présentent souvent sous

forme conjuguée, associés a des sucres ou a desacides organiques (Tableau) (Crozier et al.,
2009).
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Tableau 4 : Squelettes structurels de base des composés phénoliques (Crozier et al., 2009).

Nombre de Squelette Classification Structure de base
carbone
7 Co6-Cl1 Acides phénols
Mo
8 Co6-C2 Acétophénones @_40
CH3
8 C6-C2 Acides phénylacétique @_/COOH
9 C6-C3 Acides hydroxycinnamique @fCOOH
9 C6-C3 Coumarines o.__.0
ey
10 Co6-C4 Naphtoquinones . #o
O
13 C6-C1-Cé6 Xanthones
O
14 C6-C2-C6 Stilbénes
O = O
15 C6-C3-C6 Flavonoides ()

1.3. Flavonoides

1.3.1. Définition

Les flavonoides appartiennent a la vaste famille des composé€s phénoliques, ¢galement

appelés polyphénols, et regroupent plus de 6 000 structures différentes. Ce sont des

métabolites secondaires largement répandus dans les plantes, les fruits et les graines, ou ils

jouent un role essentiel dans la détermination de la couleur, du parfum et de la saveur.
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Chez I’étre humain, ces composés sont reconnus pour leurs nombreux effets bénéfiques

sur la santé, grace a leurs propriétés bioactives (Kaurinovic et vastag, 2019).

Figure 7 : Structure de base des flavonoides (Kaurinovic et vastag, 2019).
1.3.2. Classification des flavonoides
Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs sous-groupes selon les types de
substitutions chimiques qu’ils présentent, notamment I’hydroxylation, la O-méthylation, la
C-méthylation, I’isoprénylation ou encore la substitution par un groupement méthylenedioxy
(Oroian et Escriche, 2015). Parmi ces sous-classes, les plus représentatives sont : les
flavones, les flavanones, les flavonols, les anthocyanidines et les isoflavones (Figure 8)

(Ziberna et al., 2014).
Tableau 5 : Structures des différentes classes des flavonoides (Oroian et Escrich, 2015).

Sources
Classes Structures Molécules alimentaires
majeures
quercetin,
kaemferol. Persil
myricetin. Oignon
Flavonols . .
isorhamnetin, Thé vert
pachypodol Vin
Ecorces
Luteonin. d’agrumes
Apigenin. Oignon
Flavones . )
tangeritin Persil
Soies de mais
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Citrons

Citrons verts.

. Oranges douces
Hesteretin ‘
mandarine

(o]
naringenin,
Flavanones o Espéces de tangor
eriodictyol

d'agrumes
Olive dégraissée

Soja dégraissé

Soja

Lentilles vertes,

o Genistein.
jaunes et rouges,
Isoflavones Daidzein. )
haricots rouges,
Glycitein.
@] haricots blancs,

pois chiches
0 O catechins

Flavanols _ ' Cacao, thé,
epicatechins ‘
OH pomme, fruits

Baies,Raisins

Cyanidin
Tomates
delphinidin,
Grenades
malvidin. )
Anthocyanes Carottes violettes
peonidin
Chou rouge
petunidin
o Patates douces
pelargonidin.

Vin

1.2.3. Role et intérét des composés phénoliques

Les composés phénoliques jouent un réle double et essentiel, tant chez les plantes que
chez I’étre humain.

Chez les végétaux, ils interviennent dans divers processus physiologiques tels que la
régulation de la croissance, la protection contre les rayons UV et la résistance aux agents

pathogenes. Ils influencent également la qualité des produits végétaux, notamment en ce qui
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concerne la couleur, la saveur et la valeur nutritionnelle, en particulier lors du stockage et
des traitements technologiques.

Chez ’homme, ces composés sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires, leur conférant ainsi de nombreux effets bénéfiques sur la santé. Ils
contribuent a la prévention des maladies cardiovasculaires, de certains cancers, ainsi que du
vieillissement prématuré. Les flavonoides, en particulier, se distinguent par leur capacité a
renforcer les vaisseaux sanguins, a réduire I’agrégation plaquettaire, a limiter 1’oxydation
des lipides sanguins et a protéger contre ’athérosclérose, tout en jouant un role dans la un
role dans la régulation hormonale.

Des exemples de composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés

dans le (Tableau 6) (Oroian et Escrich, 2015).
Tableau 6 : Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans I’organisme (Oroian et Escrich,

2015).

Polyphénols Activités biologiques
Acides phénols Antibactériennes, antiviraux, anticancéreux, antioxydants, anti-
(Cinnamiques inflammatoire, vasodilatateurs.

et benzoiques)

Flavonoides Antitumorales, antiparasitaires, vaso, dilatoires, antibactériennes,
anti- carcinogenes, anti-inflammatoires, analgésiques,
hypotenseurs, antivirales,

diurétiques, ostéogeéne, antioxydantes, anti-atherogéniques,

antithrombotique, antiallergique, antiprolifératives

Tannins Antioxydantes, anti-thrombotiques, anti-athérogénes,
antimutagenes,

Antiprolifératifs, anti-inflammatoires, antiviraux, antibactériens

Saponines Antitumorale, anticancérigéne, antioxydante et antimicrobienne,
préviennent les maladies cardiovasculaires, l'artériosclérose, anti-

inflammatoires

Phytostérols Agent de protection contre I’hormone dépendant du cancer de

colons
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Les composés phénoliques jouent un rdle fondamental dans la lutte contre le stress
oxydatif grice a leur forte activité antioxydante. A travers plusieurs mécanismes, ils
protégent les cellules contre les dommages oxydatifs pouvant affecter les lipides, les
protéines, les glucides et les acides nucléiques, contribuant ainsi a la prévention des maladies
chroniques liées au stress oxydatif. (Kaurinovic et Vastag, 2019).

2. Le stress oxydant

2.1. Définition

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre les especes oxydantes et les
systemes de défense antioxydants d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire (Barouki, 2006). Autrement dit, il survient lorsque les cellules ou les tissus sont
exposés a une production excessive de radicaux libres oxygénés, d'origine interne ou externe,
dépassant les capacités du systeéme antioxydant (Favier, 2006).

Ce déséquilibre peut étre aggravé par des facteurs environnementaux, des habitudes de
vie néfastes ou certaines conditions physiologiques. Si ces radicaux libres ne sont pas
efficacement neutralisés, ils peuvent, a long terme, provoquer des dommages importants aux
macromolécules cellulaires, favorisant ainsi ’apparition de diverses pathologies (Durand,
2018).

2.2. Origine du stress oxydatif
2.2.1. Origines exogenes

e [’alimentation : Intoxication aux métaux lourds (mercure, plombs)

e [a consommation excessive d’alcool, le tabagisme, ainsi que I’exposition a divers

xénobiotiques toxiques.

e Les irradiations ionisantes, telles que les rayons ultraviolets (UV) et les rayons X.
2.2.2. Origines endogenes

e Inflammation

e (Carence nutritionnelle en vitamines a pouvoir antioxydant et oligoéléments.
e Phénomeénes d'ischémies, reperfusions (thromboses, exercice).
e Anomalies génétiques (mauvais codage pour une protéine) (Milan, 2004).

2.3. Radicaux libres dans le systéme biologique

Un radical libre est une substance chimique qui posséde un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui rend cette molécule tres instable (Gilgun-Sherkiet al, 2001). Bien que les
radicaux libres soient présents en trés faible quantité dans I’organisme, ils peuvent provoquer

d’importants déséquilibres. En effet, grace a un mécanisme de réaction en chaine, un seul
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radical libre peut altérer des milliers de molécules, endommageant ainsi ’ADN, ’ARN et
les enzymes des membranes cellulaires. Cela conduit a la formation de produits issus de la

lipoxygénation, avant que le radical ne soit neutralis¢ (Kaurinovic et Vastag, 2019).

Electrons appariés

Electron
non-apparié

—_—

Electron

Antioxydant Radical libre

Figure 8 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Carange, 2010).

2.4. Types des radicaux libres
2.4.1. Espéces réactives de 'oxygéne (ROS)

Les especes réactives de l'oxygene (ROS) sont des molécules produites lors du
métabolisme de I’oxygene. Bien qu’elles aient longtemps été considérées comme des sous-
produits toxiques capables d’endommager les cellules, il est maintenant reconnu qu’elles
jouent également un réle important dans les fonctions physiologiques.

A des concentrations modérées, les ROS participent a la signalisation intracellulaire en
modulant plusieurs voies impliquées dans la prolifération, la différenciation, la migration
cellulaire et I’apoptose. Ce mécanisme, appelé signalisation redox, permet aux cellules de
s’adapter de maniere controlée a divers stimuli internes ou externes.

Cependant, une production excessive de ROS peut entrainer un stress oxydatif,
provoquant des lésions des biomolécules et des dysfonctionnements cellulaires, ce qui

contribue au développement de nombreuses maladies, notamment cardiovasculaires et

neurodégénératives (Zhou et al., 2013).

2.4.2. Espéces réactives de ’azote (RNS)
Les espéces réactives de I’azote (RNS) sont produites naturellement dans 1’organisme a
partir de l'arginine, de I'oxygéne et du NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide

phosphate) grace a I’action de plusieurs enzymes appelées oxyde nitrique synthases (NOS).
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Cetteproduction intervient en réponse a divers stimuli physiologiques. Le monoxyde d’azote
(NOv¢), une molécule hautement réactive, joue un rdle clé dans la régulation de nombreuses
fonctions essentielles telles que la pression artérielle, I’activité des phagocytes et leurs
propriétés antimicrobiennes, I’équilibre fonctionnel de I’endothélium et du systéme nerveux,
I’adhérence des plaquettes et des leucocytes, ainsi que I’initiation du processus d’apoptose

(Marco, 2013).

Tableau 7 : Espéces réactives diversité de nature chimique (Sies ez al, 2017).

Espéces Formes radicalaires Formes non radicalaires
réactives
Radical hydroxyle (OHe) Peroxyde d’hydrogéne
(H202)

Anion superoxyde (O2—°)
De I’oxygene Oxygene singulet (102)
Radical alkoxyl (ROe)

Hydroperoxide organique

Radical peroxyl (ROQ¢) (ROOH)
Acide hypochloreux
(HOC))
Oxyde nitrique = monoxyde Peroxynitrite (ONOO-)
De I'azote d’azote (NOe)
Dioxyde d'azote (NO2¢) Acide peroxynitreux
(ONOOBH)

Les ROS et les RNS peuvent également se transformer en especes non radicalaires mais
toujours réactives, telles que : le peroxyde d ’hydrogéne (H20:),’acide hypobromeux (HOBTY),
et le nitroperoxyde (ONOOH). 11 est important de noter que ces molécules, bien qu’elles ne
soient pas radicalaires, restent treés réactives et peuvent servir de précurseurs a la formation
de nouveaux radicaux libres (Fang et al, 2002 ; Favier, 2006).

3. Origine de la production des radicaux libres

Les radicaux libres nocifs sont générés naturellement dans 1’organisme au cours du

métabolisme cellulaire normal. Leur production augmente proportionnellement a la
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consommation en oxygene (Gauche et Hausswirth, 2006). On distingue deux principales
origines de production : endogene et exogeéne (Bendif, 2017).
3.1. Production endogéne

Elle résulte de fuites d’électrons au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale
(Aurausseau, 2002), Des processus inflammatoires induits par I’activation des cellules
phagocytaires (Milan, 2004).
3.2. Production exogene

Elle est liée a I’exposition a des agents environnementaux agressifs tels que : les agents
infectieux, la pollution, les rayons UV, la fumée de cigarette et divers types de radiations
(Tamer, 2003).

4. Systéme antioxydant

Les antioxydants sont définis comme toute substance qui, a faible concentration par
rapport a celle dusubstrat oxydable, ralentit ou empéche de maniere significative ’oxydation
dece substrat (Corset. 2024). IIs agissent principalement en neutralisant les agents oxydants,
soit en les transformant en molécules moins réactives, soit en les inactivant par additiond’un
ion hydrogene (H"). Ils peuvent également bloquer les réactions en chaine d’oxydation ou
réparer les biomolécules déja endommagées. La nature et Iefficacité des systémes de
défense antioxydante varient d’un tissu a I’autre et selon le type cellulaire (Kiran ef al,
2023).

4.1. Classification des antioxydants

Les systémes antioxydants peuvent étre constitués d'antioxydants enzymatiques ou non
enzymatiques.

4.1.1. Antioxydants enzymatiques

Pour maintenir 1'équilibre homéostatique cellulaire face aux radicaux libres réactifs, les
étres vivants utilisent différents moyens de défense, notamment enzymatiques, visant a
réguler ou a neutraliser ces molécules en cas de production excessive. Les principaux
systémes enzymatiques identifiés comprennent les superoxyde dismutases (SOD), les
catalases (CAT), ainsi que les enzymes lies au glutathion, telles que les glutathion
peroxydases (GPX), les glutathion réductases (GR) et les glutathion S-transférases (GST)
(Port-Lougarre, 2023).
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» Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxyde dismutases (SOD) sont des métalloprotéines capables de catalyser la
conversion (ou dismutation) de I’anion superoxyde (O2¢") en peroxyde d’hydrogéne (H20-),
constituant ainsi une source cellulaire de H2O: (équation).

Ces enzymes détoxifient les anions superoxydes, empéchant leur réaction avec le
monoxyde d’azote (NO) et la formation de peroxynitrite. Chez ’homme, on distingue trois
isoformes de superoxyde dismutase : la superoxyde dismutase cuivrique-zinc (Cu,Zn-SOD
ou SOD1) présente dans le cytosol, la superoxyde dismutase manganésienne (MnSOD ou
SOD?2) localisée dans la matrice mitochondriale, et la superoxyde dismutase extracellulaire
(SOD3) située dans I’espace extracellulaire (Kiran et al, 2023).

0.+ + 2H* — H:0: + 0. (SOD)
» Catalase (CAT)

L’enzyme catalase est une hémoprotéine (Kiran et al, 2023). Elle posséde un groupe
héme au niveau de son site actif, au sein d'une structure dimérique, lui permettant de
catalyser la dismutation du H20: en eau (H20) et en oxygene (O-), lorsque sa concentration
est élevée, selon I’équation suivante (Port-Lougarre, 2023)

2H:0: —-2H:0 + O: (CAT)

Chez les mammiféres, cette enzyme peut également catalyser des réactions de type
peroxydase, lorsque I’accés des substrats au groupe héme est limité. Cette enzyme est
principalement localisée dans les peroxysomes, organites cellulaires spécialisés dans la
dégradation des especes réactives de I’oxygene (Kiran et al., 2023).

» Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)

Le glutathion est un antioxydant intracellulaire majeur et un régulateur essentiel de
I’équilibre redox au sein des cellules. En plus de son role fondamental dans ’homéostasie
redox, il agit comme cofacteur pour de nombreuses enzymes. L’enzyme glutathion
peroxydase (GPx), découverte en 1957 par Mills, utilise le glutathion réduit (GSH) comme
cofacteur pour détoxifierle peroxyde d hydrogene (H20-) en eau, ce qui génére du glutathion
oxydé (GSSQG).

H:0: + 2 GSH — (GPx) — GSSG +2 H:0

Ensuite, la glutathion réductase (GR) intervient pour réduire le GSSG en GSH, en
utilisant le NADPH comme donneur d’électrons, ce qui permet de maintenir un rapport élevé
de GSH par rapport a GSSG. Ce rapport GSSG/GSH est un marqueur sensible des variations
de I’état redox des thiols cellulaires, reflétant a la fois la signalisation redox en cours et I’état

fonctionnel global de la cellule (Kotha et al., 2022).
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Les enzymes GPx catalysent également la réduction, dépendante du GSH, des
hydroperoxydes d'acides gras (autres que le H202), ainsi que de divers hydroperoxydes
synthétiques, tels que le cumene et le t-butyl hydroperoxydes (Kiran et al., 2023).

LOOH + 2 GSH — (GPx) —» LOH + GSSG + H:0

0, — — ——~ Hn,0+0,
e O,
GSH
GPx GR
] ( GSSG )
H,O
Figure 9 : Interactions des enzymes antioxydantes (Mury, 2018).
SOD, superoxyde dismutase ; Cat, catalase ; GPx, glutathion peroxydase ; GR, glutathion
réductase
4.1.2. Antioxydants non enzymatiques
A. Systéme antioxydants endogénes
» Glutathion

Le glutathion (GSH), ou y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine, est le principal antioxydant
intracellulaire, essentiel a la défense contre les radicaux libres. Il existe sous deux formes :
une forme réduite (GSH), active et majoritaire, et une forme oxydée (GSSG), en faible
quantité en conditions normales (Sghaier, 2019). Sa synthése cellulaire implique
I’assemblage du glutamate, de la cystéine et de la glycine, catalysé par la y-
glutamyltranspeptidase (GGT) (Aromatario, 2023).

Le rapport GSH/GSSG est un indicateur clé¢ de I’équilibre redox cellulaire. Le GSH joue
de multiples roles : cofacteur enzymatique dans la détoxification, transporteur d’acides
aminés, neutralisant direct des radicaux libres, régénérateur des vitamines C et E, et
modulateur de I’apoptose (Al-Dalaen et Al-Qtaitat, 2014). Il proteége les cellules contre le
stress oxydatif notamment en activant la glutathion peroxydase (GPx) et en complexant les

métaux de transition (Haleng et al, 2007).
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Figure 10 : Moléculaire du glutathion réduit (GSH) (Aromatario, 2023).

B. Systémes antioxydants exogénes

» Vitamines

Les vitamines sont des composés organiques indispensables que 1’organisme ne peut
produire en quantité suffisante. Elles se classent en vitamines liposolubles, stockées dans les
graisses, et hydrosolubles, éliminées par les reins. Elles remplissent diverses fonctions,
notamment comme coenzymes, et certaines, comme les vitamines A, B, C et E, agissent
comme antioxydants exogénes essentiels (Port-Lougarre, 2023).

» Vitamine E

La vitamine E regroupe un ensemble de huit composés organiques liposolubles,
comprenant deux grandes familles : les tocophérols, parmi lesquels 1’a-tocophérol est le plus
connu et le plus biologiquement actif, et les tocotriénols, qui sont présents en plus faible
quantité dans ’organisme (Port-Lougarre, 2023).

Cette vitamine liposoluble est reconnue comme un antioxydant majeur des membranes
cellulaires, jouant un role crucial dans la protection contre la peroxydation des lipides. Lors
de son action antioxydante, 1’a-tocophérol céde un hydrogéne labile a un lipide ou a un
radical peroxyde lipidique, ce qui le transforme en radical a-tocophérol. Ce radical peut
ensuite etre régénéré en a-tocophérol actif grace a la réduction par I’acide ascorbique (Al-

Dalaen et Al-Qtaitat, 2014).
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Figure 11 : Cycle d'oxydo-réduction de la vitamine E (Aromatario, 2023).

Le passage a I’état oxydé de la vitamine E permet la protection des lipides membranaires
vis-a-vis des especes oxydantes (LOO¢). La réduction de ce radical tocophéroxyle est permis
par la vitamine C, qui en s’oxydant, permet régénérer le tocophérol sous sa forme active
(Aromatario, 2023).

» Vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C, ou acide L-ascorbique, est un antioxydant hydrosoluble qui agit
principalement dans les milieux aqueux de I’organisme, en association avec les enzymes
antioxydantes (Al-Dalaen et Al-Qtaitat, 2014). Son action antioxydante consiste a fournir
des ions hydrogeéne aux radicaux libres OH® et O:°", les convertissant ainsi en eau (H20)

(Mury, 2018).

Acide L-(+)-ascorbique Acide déhydro-L-ascorbique
(forme réduite) (forme oxydée)

Figure 12 : Structure moléculaire de 1'acide L-ascorbiqu et I'acide déhydro-L-ascorbique
(Aromatario, 2023).

Elle participe a la régénération de la vitamine E au sein des membranes cellulaires et des
lipoprotéines. Par ailleurs, en augmentant les niveaux intracellulaires de glutathion, la
vitamine C contribue a protéger les groupes thiol des protéines contre I’oxydation. Elle réduit
¢galement la production de dérivés réactifs de 'oxygene (ROS), ainsi que les Iésions de
I’ADN. De plus, elle diminue les concentrations de TNF-a et d’IL-6 dans les cellules

sanguines complétes de ces patients (Said et Aiman, 2014).
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ROO’ Vit E Vit C ox GSH
GPx

ROOH Vit E ox Vit C GSSG

Figure 13 : Action synergique des antioxydants non enzymatiques (Mury, 2018).
ROO°®, radical peroxyle oxydé ; ROOH, radical peroxyle réduit ; Vit E, vitamine E ; Vit E
ox, vitamine E oxydée ; Vit C, vitamine C ; Vit C ox, vitamine C oxydée ; GPx, glutathion
peroxydase ; GSH, glutathion réduit ; GSSG, glutathion oxydé.

5. Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des polyphénols, qu’ils appartiennent a la famille des flavonoides
ou non-flavonoides, s’exprime par divers mécanismes. Ils inhibent certaines enzymes
productrices d’espéces réactives de ’oxygene et neutralisent directement les radicaux libres
en leur transférant un atome d’hydrogéne ou un électron, ce qui stabilise ces radicaux et
constitue ’'un desmodes d’action les plus efficaces des polyphénols (Port-Lougarre, 2023).

Plusieurs techniques sont employées pour mesurer les capacités antioxydantes,
notamment la spectroscopie UV-Vis, la fluorescence, la chimioluminescence, la résonance
paramagnétique électronique (RPE), ainsi que des dosages enzymatiques et en culture
cellulaire. Des méthodes électrochimiques, comme les techniques a potentiel controlé et les
biocapteurs, sont également utilisées. Cependant, les techniques spectrométriques restent les
plus courantes pour évaluer la capacité des antioxydants a piéger des radicaux libres
(ABTS+, DPPH) ou leur pouvoir de réduction totale (FRAP).

Ces méthodes, largement appliquées aux extraits végétaux, aliments et compléments. Les
radicaux sont généralement neutralisés par deux mécanismes principaux : soit par transfert
d'un électron (SET), soit par transfert d'un atome d'hydrogene (HAT), ce qui permet de
convertir le radical en une espéce plus stable. Ces deux réactions se déroulent souvent
simultanément, leur mécanisme dépendant de la structure et de la solubilité¢ de I'antioxydant,

ainsi que des propriétés du solvant, telles que sa polarité¢ et son coefficient de partage

(Flieger et al., 2021).
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Tableau 8 : Comparaison des tests antioxydants réalisés in vitro (TLILI, 2021).
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6. Activité enzymatique

6.1. Diabete

Le diabete sucré est un trouble endocrinien métabolique caractérisé par une élévation
anormale du taux de glucose sanguin. Sa prévalence ne cesse d’augmenter a I’échelle
mondiale, principalement en raison de modes de vie peu sains, et le nombre de personnes
atteintes pourrait atteindre 578 millions d’ici 2030.

L’insuline, hormone produite par la cellule béta du pancréas, joue un role essentiel dans
la régulation de la glycémie et du métabolisme énergétique, notamment en facilitant
I’absorption du glucose, la syntheése du glycogene, des acides gras et des protéines. Une
carence en insuline ou une résistance a son action perturbe ’homéostasie duglucose, menant
a une hyperglycémie persistante, a l’origine de complications graves telles que les
neuropathies, les maladies cardiovasculaires et I’insuffisance rénale.

On distingue deux formes principales de diabéte :

¢ Le type 1, souvent diagnostiqué chez I’enfant, résulte d’un processus auto-immun
détruisant les cellules pancréatiques productrices d’insuline.

s Le type 2, quant a lui, est la forme la plus fréquente et résulte d’une résistance a
I’insuline associée a une sécrétion insuffisante. Cette résistance se traduit par une
diminution de I’absorption du glucose par les muscles et une production hépatique
accrue. Les principaux facteurs de risque incluent 1’obésité, la sédentarit¢ et une
carence en vitamine D (Dirir et al., 2021).

Jusqu'a présent, il n'existe aucun traitement définitif permettant de moduler efficacement
le dysfonctionnement métabolique associ¢ au diabéte. Dans cette optique (Dirir et al., 2021).

Les inhibiteurs des enzymes digestives des glucides (tels que 1’a-amylase) d’origine
naturelle représentent une option prometteuse pour entraver I’absorption des glucides
alimentaires, avec moins d’effets secondaires que les médicaments synthétiques (Kashtoh
et Baek, 2023).

6.2. Définition de ’a-amylase

L'a-amylase pancréatique (EC 3.2.1.1) est I'enzyme digestive la plus essentielle. C'est une
métalloenzyme a base de calcium qui agit comme catalyseur et facilite I'hydrolyse des
liaisons glycosidiques a-1,4 des molécules de polysaccharides telles que I'amylose,
I'amylopectine, le glycogeéne et d'autres maltodextrines et est responsable de la majorité de
la digestion de l'amidon chez 'homme. Elle contribue également a l'augmentation de la

glycémie et a I'hyperglycémie postprandiale.
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Les scientifiques sont incités a cibler I'alpha-amylase et a créer des inhibiteurs capables
de ralentir la libération du glucose des chaines glucidiques et de prolonger son absorption,
entrainant ainsi une baisse dela glycémie plasmatique postprandiale. Les inhibiteurs naturels
de l'alpha-amylase dérivés de plantes ont gagné en popularité en tant qu'alternatives sires et
¢conomiques (Kashtoh et Baek, 2023).

6.2.1. Mécanisme d’action des inhibiteurs de ’a-amylase

L’amidon constitue une source majeure d’énergie dans I’alimentation humaine. Pour étre
absorbé par l’organisme, il doit étre dégradé en glucose a travers I’action d’enzymes
digestives, notamment 1’a-amylase.

L’o-amylase appartient a la famille des hydrolases glycosidiques GH13 et est classée
parmi les métalloenzymes, car elle nécessite un ion calcium pour maintenir sa structure
tridimensionnelle et est activée par les ions chlorure. Elle est produite par deux principales
sources dans le corps humain : les glandes salivaires (a-amylase salivaire) et le pancréas (o-
amylase pancréatique), jouant chacune un role dans les différentes étapes de la digestion de
I’amidon.

La digestion commence dans la bouche, ou I’a-amylase salivaire hydrolyse les liaisons
o-1,4 de’amidon pour produire des oligosaccharides tels que le maltose, le maltotriose et
les dextrines limites. Ensuite, dans I'intestin gréle, ’a-amylase pancréatique poursuit cette
hydrolyse, réduisant davantage ces polymeres glucidiques en molécules plus simples.

Les produits finaux de cette hydrolyse sont ensuite transformés en glucose, qui est
absorbé par les entérocytes de I’intestin gréle via des transporteurs spécifiques, pour étre
libéré dans la circulation sanguine et fournir de 1’énergie a I’organisme.

L’inhibition de I’a-amylase est considérée comme une approche potentielle pour limiter
I’¢élévation rapide de la glycémie, notamment chez les patients atteints de diabete. (Kashtoh
et Baek, 2023).

6.2.2. Extrait de plantes comme source d'inhibiteurs de I'a-amylase

Les plantes médicinales traditionnelles représentent une source prometteuse de composés
naturels capables d’inhiber I’activité de I’enzyme a-amylase, responsable de la digestion de
I’amidon et de sa conversion en glucose. Cette inhibition contribue a réduire ’absorption du
glucose, entrainant ainsi une diminution de la glycémie, ce qui fait de ces plantes des outils

potentiels dans la gestion du diabete (Kashtoh et Baek, 2023).
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7. Activité antibactérienne

Les bactéries sont des organismes unicellulaires dépourvus de noyau, dont le matériel
génétique est constitu¢ d’ADN. Elles présentent une grande variét¢ de formes, les plus
courantes étant : les coques (de forme sphérique), les bacilles (en forme de batonnet) et les
spirilles (de forme hélicoidale). Il existe également des formes intermédiaires appelées

coccobacilles, qui varient aussi par leur taille (El Kihel, 2022).

Les bactéries possédent une paroi cellulaire rigide principalement composée de
peptidoglycanes. On distingue deux grandes catégories selon la structure de cette paroi : les

bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif (Sidaoui, 2022).

Les infections bactériennes, provoquées par divers micro-organismes, sont a I’origine de
nombreuses maladies graves et d’épidémies largement répandues. Bien que de nombreux
antibiotiques aient été développés pour les combattre, leur utilisation excessive a favorisé

l'apparition de bactéries multirésistantes (Abdallah et al, 2019).

Les antibiotiques sont des substances chimiques, d’origine naturelle ou synthétique,
capables d’inhiber la croissance des bactéries ou de les éliminer a forte concentration, sans

nuire a I’hote. Ils agissent au niveau moléculaire, en ciblant une ou plusieurs étapes

essentielles du métabolisme bactérien (Nirwoth et al, 2024).

L’activité antimicrobienne d’un agent repose principalement sur deux mécanismes : une
interférence chimique avec la synthese ou le fonctionnement des composants vitaux des
bactéries, ou bien la capacité a contourner les mécanismes classiques de résistance

antibactérienne (Vaou et al., 2021).

7.1 Différentes méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

> Meéthodes de diffusion

Le test de diffusion sur disque d’agar, mis au point dans les années 1940, est une méthode
de référence en microbiologie clinique pour évaluer la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques. I1 consiste a ensemencer une gélose avec une suspension bactérienne, puis a y
déposer des disques imprégnés d’antibiotiques. Apres incubation, on mesure les zones

d’inhibition formées autour des disques.
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Ce test, appelé antibiogramme, fournit des résultats qualitatifs permettant de classer les
bactéries comme sensibles, intermédiaires ou résistantes, selon leur profil de résistance

(Balouiri et al., 2016).

» Méthode de dilution en milieu liquide

En milieu liquide, la croissance bactérienne se manifeste par un trouble ou la formation

d’un culot. On prépare une série de dilutions successives d’antibiotique avec des des

concentrations décroissantes (Tlili, 2021).

> Meéthode E-test

La méthode du gradient antimicrobien, représentée par les Etests (BioMérieux), associe
les principes des méthodes de dilution et de diffusion afin de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) d’un agent antimicrobien.

Elle consiste a appliquer une bandelette imprégnée d’un gradient croissant de concentration
de I’agent antimicrobien sur une gélose ensemencée avec le micro-organisme ciblé. Ce
gradient, qui se diffuse de manicre stable dans le milieu, inhibe la croissance bactérienne en
fonction de la sensibilité du micro-organisme testé.

Cette technique est largement utilisée en milieu clinique pour évaluer I’efficacité des

antibiotiques, des antifongiques et des antimycobactériens (Balouiri ez al., 2016).
» Effet bactéricide

L’effet bactéricide correspond a la destruction d’une partie de la population bactérienne
d’une souche donnée. Pour évaluer le pouvoir bactéricide dun antibiotique sur cette souche
isolée, il est nécessaire de déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB), qui est

toujours supérieure a la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Tlili, 2021).
7.2 Micro-organismes utilisés dans les tests antibactériens

Les souches testées sont couramment impliquées dans diverses infections chez 1’étre

humain (Mouas et al., 2017) voir (tableau 9).
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Tableau 9 : Informations générales sur les souches bactériennes étudiées (Mouas et al., 207).

Souches T
. € ope . eir |
bactériennes Gl)j:m Milieux de vie Capacité pathogéne
testées
- Les fosses nasales -Infection hospitaliére.
Staphylococcu | Gram - La gorge - Responsable des abceés, des plaies, des
+ ., .
§ aureus septicémies, de pneumonie et de
- Le tube digestif I’intoxication alimentaire
- Septicémie méningite du nourrisson, de
Escherichia . ' plaies opératoires et gastroentérites.
i Gram - - Le tube digestif
cot - Douleurs abdominales et des diarrhées
sanglantes
- Un contaminent des aliments d’origine
végétale (riz, épices)
Bacillus Gram . Ko - Un contaminent des drogues et de
-Les sols et eaux 5 di
cereus n médicaments.
-Toxi-infection alimentaire
- Infections urinaires
- Infections nosocomiales (personnes
Pseudomonas | Gram | - Eau et sols humides fragilisées ou immunodéprimées)
aeroginosa + -Surface des végétaux - Infections urinaires, oculaires et
pulmonaires.
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Chapitre 1 : Matériel & Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de biochimie dans 1'université des Fréres
Mentouri, Constantine 1, laboratoire d’analyses biochimiques, et par le laboratoire de
bactériologie, dans le Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT) .

I. Matériel

1. Matériel végétal

Notre étude a été menée sur des plantes appartenant aux familles des Apiaceae, et
Asteraceae a savoir : Bunium incrassatum et Dolomiaea indica. Ces plantes ont été achetées
sous forme de poudre fine chez un herboriste situé¢ dans la wilaya de Constantine, a l'est de
1'Algérie.

1. Matériel microbien

Pour évaluer I’activité antibactérienne de nos extraits, deux souches bactériennes ont été
utilisées : 'une a Gram positif et "autre a Gram négatif. Elles ont été fournies par le
laboratoire de bactériologie du Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT).

Les bactéries pathogeénes étudiées sont des souches de référence issues de ’ATCC
(American Type Culture Collection), a savoir : Escherichia coli (ATCC 8739) et
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

I1. Méthodes

1. Extraction

Pour chaque plante (Bunium incrassatum et le Dolomiaea costus), deux extraits ont été
préparés hydroalcooliques et aqueux.

L’extraction des deux extraits était réalisée par macération, afin d’obtenir les composés
bioactifs contenus dans la poudre végétale. Cette méthode a été répétée trois fois en
renouvelant le solvant chaque 24H pour une extraction optimale, suivant le protocole ci-
dessous :

Peser 100 g de poudre végétale seche a ’aide d’une balance de précision.

Transférer la poudre dans un bécher en verre contenant 400 ml de solvant hydro-
alcoolique, composé de 70 % d’éthanol et 30 % d’eau distillée (v/v) pour I’extrait
hydroalcooliques et 100% eau pour I’extrait aqueux.

» Laisser macérer a température ambiante pendant 24 heures, en agitant de temps a autre.

»  Filtrer le mélange aI’aide d un papier filtre (Whatman n°1) pour séparer 1’extrait liquide
du résidu végétal.

> Répéter cette opération d’extraction trois fois, en renouvelant le solvant a chaque fois,

afin d’optimiser le rendement d’extraction.
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»  Regrouper les trois filtrats obtenus.

> Concentrer le filtrat obtenu & I’aide d’un évaporateur rotatif (BUCHI) a 45°C sous

pression réduite jusqu’a élimination compléte du solvant.

> Transférer ’extrait concentré dans des boites de Pétri stériles.

» Sécher les extraits dans une étuve réglée a 37 °C jusqu’a évaporation totale des traces

résiduelles du solvant.

» Conserver les extraits secs dans un réfrigérateur jusqu’a leur utilisation.

100 g du matériel
végétal (en poudre)

400 ml d'éthanol (70/30)

Macération

Filtration

Evaporation

Extrait brute

Figure 14 : Préparation de I’extrait éthanolique par macération.

2. Rendement d’extraction

Le rendement représente la quantité d’extrait obtenue a partir de la poudre de plante

utilisée. Correspond a la masse d’extrait obtenue, exprimée en pourcentage par rapport a la
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masse initiale de la matiére végétale utilisée. 11 a été déterminé sous forme d’extrait sec a

partir du calcul du rapport (Ranebaye et al., 2023).

R (%) = (M1-M2/M3) *100.
M1 : masse de bécher contenant le filtrat concentré séché a la température ambiante.
M2 : masse de bécher vide.
M3 : masse de la matiere végétale
3. Analyse quantitative des composées phénoliques
3.1 Dosage de polyphénols totaux

La détermination des polyphénols totaux dans les différents extraits a été réalisée en
suivant la méthode de Folin-Ciocalteu adaptée par Muller et al, (2010). Cette méthode

repose sur la réduction, en milieu alcalin, du réactif de Folin-Ciocalteu par les composés

phénoliques, entrainant la formation d’un complexe bleu mesurable (Enneb et al, 2015).

> Protocole

Un volume de 20 pl d'extrait de plante (préparé en dissolvant 1 mg d'extrait sec dans 1
ml de méthanol) est mélangé avec 100 ul de réactif Folin-Ciocalteu dilué (1:10) et 80 ul de
carbonate de sodium. Ce mélange est incubé a température ambiante, a l'abri de la lumiére,
pendant 2 heures. L'absorbance est ensuite mesurée a 765 nm a l'aide d'un lecteur de

microplaques.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé
(Méthanol) L'acide gallique est utilis¢ comme standard de référence. Les résultats sont

exprimés en microgrammes d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait sec (ug
EAG/ mg d’extrait) (Muller et al, 2010).

3.2 Dosage de Flavonoides totaux

La méthode de Topgu et al., publiée en 2007, a été utilisée pour déterminer la quantité

de flavonoides présents dans les extraits.

> Protocole

Un volume de 50 pl d’extrait est mélangé a 130 pl de méthanol,10 pl de la solution 1
(acétate de potassium, CH3;COOK) et 10 ul de la solution 2 (nitrate d'aluminium).
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Apres incubation du mélange pendant 40 minutes, I'absorbance est mesurée a 415 nm a
l'aide d'un lecteur de microplaques. Un blanc est réalisé en remplacant les réactifs par du

méthanol (50 pl d'extrait et 150 pl de méthanol).

Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalents de quercétine ou de rutine

par gramme d'extrait sec (ug QE/mg).

4. Activités antioxydantes

Plusieurs méthodes existent pour évaluer l'activité antioxydante d'un produit. Dans le

cadre de cette étude, nous avons sélectionné les tests suivants :
4.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH est une méthode colorimétrique basée sur la capacité d’un antioxydant a réduire
le radical DPPH en hydrazine, entrainant un changement de couleur de la solution du violet
au jaune (El-Lateef er al, 2023). Les résultats sont exprimés soit en Clso (concentration
inhibitrice 50), soit en pourcentage de pi¢égeage du DPPHe, mesuré¢ a une concentration fixe
d’antioxydant pour I’ensemble des échantillons (Xiao et al, 2020).

Le taux d'inhibition (%) a été obtenu a partir de 1'équation suivante :

Inhibition ratio (%) = (A1 -A2) x100/ A1

A1 : est I'absorbance de I'ajout d'éthanol au lieu de I'échantillon de test.

A2 : est l'absorbance de la solution d'échantillon de test.

NO, @ AC-H NO, @
: H
DQN N=MN DEN MN=N
A
NO; D - NO, C
AD 2
.1

Figure 15 : Réaction représentative entre le DPPH et un antioxydant
(Bérzina et Mierina, 2023).
» Protocole

L’activité antioxydante des extraits (éthanolique et aqueux) a été évaluée en mélangeant
40 pL de chaque extrait avec 160 pL de la solution de DPPH dans une microplaque de 96
puits. Ce processus a €té répété trois fois pour chaque extrait. Aprés une incubation de 30

minutes a température ambiante et a l'obscurité.
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L'absorbance a ét¢ mesurée a 517 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques (Blois, 1958).
4.2 Capacité de réduire I’ion ferrique (pouvoir réducteur) (FRAP)

La méthode FRAP repose sur la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe*")
en fer ferreux (Fe?*) en présence d’un ligand spécifique, le TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl) -1,5,5-
triazine). Cette réaction, basée sur un mécanisme de transfert monoélectronique (SET),
implique que I’antioxydant transfére un électron pour transformer [Fe (TPTZ) 2] 3+ en [Fe
(TPTZ) 2] 2+. Ce processus redox s’accompagne d’un changement de couleur dela solution,

passant du bleu clair au bleu foncé (El-Lateef et al, 2023).

/A ’ X ’
=N \N / single electron =N N /

NN VoA transfer from NN VR _
{H \N-~-éé--‘--N\ Hi/> antioxidant /_\ ’_N—--Eé-—-‘-N\ />_<j/>
= N N NN ' NN
N N=

Nf'\\

1" 12

T

Figure 16 : Les antioxydants réduisent le complexe Fe(III)-TPTZ en Fe(II)-TPTZ, donnant une
coloration bleu foncé. (Bérzina et Mierina, 2023).

> Protocole

Dans chaque puits d 'une microplaque de 96 puits, 10 uL de la solution d’échantillon,
préparée a différentes concentrations, sont ajoutés a 40 uLL de tampon phosphate (pH 6,6) et
50 uL de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s, 1 %). Le mélange est ensuite incubé a 50
°C pendant 20 minutes. Apres incubation, 50 puL d’acide trichloroacétique (TCA, 10 %) sont
ajoutés, suivis de 40 uL d’eau distillée et de 10 pL de chlorure ferrique (FeCls, 0,1 %).

L’absorbance est mesurée a 700 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques (Oyaizu, 1986).
4.2 Capacité piégeage du radical-cation ABTSe+

Le test ABTS, aussi appelé TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), est une
méthode spectrophotométrique couramment utilisée pour évaluer la capacité antioxydante
d’un composé, Il repose sur la réaction entre un antioxydant et le radical libre ABTS. Ce
protocole se déroule en deux étapes : Dans un premier temps, ABTS est oxydé par le
persulfate de potassium, produisant le radical ABTS- *, de couleur bleu-vert. Dans un second
temps, apres 'ajout d'un antioxydant, celui-ci transfére un électron au radical ABTS- 7, ce

qui permet sa réduction en une forme incolore (Haqu et al, 2021).
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Le pouvoir antioxydant de I'extrait est exprimé en pourcentage d'inhibition du radical
ABTS*:

% d’inhibition du radical ABTS= ((Abs Controle — Abs Extrait) / Abs Controle) X100

e g K350 © N
S ST SRS ol
N>—N S S0, ‘ VA N S0,
AD-H  AOH
o, oH .

6

Figure 17 : Génération du cation radical ABTS et sa réaction avec un antioxydant (Bérzina et

Mierina, 2023).
> Protocole

Pour I'évaluation de l'activité antioxydante par le test ABTS, 160 ul de la solution
d'ABTS* sont mélangés a 40 ul d'extrait. Aprés une incubation de 10 minutes a
température ambiante, l'absorbance est mesurée a 734 nm a l'aide d'un lecteur de

microplaques (Re et al., 1999).
4.2 Activité de Phenanthroline

La 1,10-phénanthroline (Ci2HsN2), également appelée orthophénanthroline ou o-
Phen, est un composé azoté hétérotricyclique capable de former des complexes colorés
avec le fer (Mahajan et Patil, 2020). Cette méthoderepose sur la réduction de1’ion Fe**
en Fe** par un antioxydant (Yef et al, 2018). L’ion Fe?* ainsi formé réagit ensuite avec
trois molécules de 1,10-phénanthroline pour former un complexe [Fe(phen):]** de

couleur orange-rouge intense (figure 19) (Mahajan et Patil, 2020).

1, 10-phenanthroline

| Fe(phen);*" ]

Figure 18 : Formation du complexe coloré¢ [Fe(phen):]** entre le Fe*" et la 1,10-phénanthroline.
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> Protocole

L'évaluation de I'activité antioxydante par le test a la phénanthroline a été réalisée selon
la méthode de (Szydlowska ef al, 2008).10 pl d'extrait sont mélangés a 50 ul de chlorure
ferrique (FeCls, 0,2 %), 30 ul de phénanthroline (0,5 %) et 110 ul de méthanol. Le mélange
est incubé a I'obscurité pendant 20 minutes a 30 °C, puis I'absorbance est mesurée a 510 nm

a l'aide d'un lecteur de microplaques. Le BHT est utilis¢é comme standard de référence.

5. Activités enzymatiques

L’¢tude de I’activité inhibitrice de ’a-amylase par les différents extraits a été réalisée
selon la méthode a I'iode/iodure de potassium (IKI) décrite par Zeing et al., (2014), avec
quelques modifications.

25 pL de la solution d’échantillon ont été mélangés a 50 pL de solution d’a-amylase dans
un tampon phosphate (pH 6,9, contenant 6 mM de chlorure de sodium), dans une plaque a
96 puits. Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 10 minutes.

La réaction enzymatique a ensuite été déclenchée par I’ajout de 50 pL de solution
d’amidon (0,05 %). Un échantillon blanc a été préparé en suivant le méme protocole, a
I’exception de I’ajout de I’enzyme.

Apres une nouvelle incubation de 10 minutes a 37 °C, la réaction a été stoppée par I’ajout
de 25 uL d’HCI (1 M), suivi de 100 puL de solution d’iode/iodure de potassium.

L’absorbance des échantillons et des blancs a été mesurée a 630 nm. L’activité inhibitrice
a été calculée en soustrayant ’absorbance dublanc de celle de I’échantillon, puis exprimée
en équivalents d’acarbose.

Selon Kazeem et al., (2013), la propriété antidiabétique de I’extrait a été évaluée a travers
son activité inhibitrice de I’a-amylase, exprimée en pourcentage d’inhibition et calculée
selon I’équation suivante :

Pourcentage d’inhibition de a-amylase (%)= [(A - B)/A] x 100
A : Absorbance de ’enzyme avec I’extrait.
B : Absorbance de I’enzyme sans I’extrait.

La concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber 50 % de’activité enzymatique (Clso)

a été déterminée a partir de la courbe d’inhibition obtenue graphiquement (Kazeem et al.,

2013).
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6. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne de nos extraits a été évaluée a I’aide de la méthode de diffusion

sur disque.

>

Protocole

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée selon le protocole de Mouas et al.

(2017), avec quelques adaptations.

>
>

A. Préparation du milieu de culture

Couler de la gélose Mueller-Hinton stérile dans des boites de Pétri.

Refroidir a température ambiante jusqu’a solidification.

B. Préparation de 'inoculum bactérien

Les souches de référence Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli
ATCC 25922 ont été cultivées sur gélose nutritive pendant 24 h a 37 °C.

A I’aide d’une anse de platine stérile, une colonie isolée de chaque souche a été prélevée
puis suspendue dans 9 ml d’eau distillée stérile.

La suspension bactérienne a été homogénéisée a I’aide d’un vortex.

La densité optique (DO) a été ajustée a une valeur comprise entre 0,08 et 0,1 a 660 nm,
ce qui correspond a une concentration bactérienne estimée entre 107 et 10® UFC/ml.

C. Ensemencement des boites

Un volume de 100 pl de la suspension bactérienne a été réparti de maniére homogene
par stries serrées a I’aide d’un écouvillon stérile sur la surface de la gélose Mueller-
Hinton.

Les boites ont été laissées quelques minutes a température ambiante pour permettre
I’adhésion du liquide sur le milieu.

D. Préparation et application des disques

Des disques de papier filtre Wathman n°l de 6 mm de diamétre ont été stérilisés a
I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

Chaque disque a été imprégné de 10 pl d’extrait aqueux ou éthanolique, a des
concentrations de 8 mg/ml, 4 mg/ml, et 2 mg/ml.

Les disques imprégnés ont été déposés a 1’aide d’une pince stérile sur la surface des

boites ensemencées (trois disques par boite).
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E. Diffusion et incubation

e Lesboites ont été laissées 30 minutes a température ambiante pour permettre la diffusion
des extraits dans le milieu.

e Ensuite, elles ont été incubées a 37 °C pendant 24 heures.
F. Lecture des résultats

Aprées incubation, I’activité antibactérienne a été évaluée en mesurant le diamétre des zones

d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’une régle millimétrée. Les résultats sont

exprimés en millimetres (mm).
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Chapitre 2 : Résultats et Discussion

1. Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction ont été calculé pour les 4 extrait (tableau 10).

Tableau 10 : Rendement d’extraction et les caractéres de chaque extrait.

Masse de la
Masse de Rendement
Extrait matiere Couleur /Aspect
Pextrait (g) (%)
végétale
B. incassatum 14,1603%
, 100g Marron/collante 14,1603g
Ethanolique (EBI)
B. incassatum
100g Marron/collante 14,2735¢g 14,2735%
Aqueux (ABI)
D. Costus
100g Marron/collante 18,4776g 18,4776%
Ethanolique (ECO)
D. Costus Aqueux
100g Marron/collante 13,5015¢g 13,5015%
(ACO)
Valeurs de rende ment
20 18,4776
18
-~ 16 14,1603 14,2735 13,5015 ® EBI
s 14 m ABI
g 12
s 10 EECO
=
= 8 ® ACO
%}
¢ 6
4
2
0
EBI ABI ECO ACO
Extraits

Figure 19 : Rendements d’extraction des différents extraits de B. incrassatum et D. costus

D’apres les données présentées dans la Figure 19, les rendements d’extraction pour la
plante B. incassatum sont relativement proches entre les deux solvants : I’extrait aqueux

présente un rendement légerement plus élevé 14,27 % que I’extrait éthanolique 14,16 %.

En ce qui concerne le Costus, le rendement le plus élevé est obtenu avec I’extrait
éthanolique, atteignant 18,48 %, tandis que I’extrait aqueux affiche un rendement inférieur,

de 13,50 %.
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Cette observation permet de comparer les performances d’extraction des deux plantes en

fonction du solvant utilisé.

» Avec I’éthanol, le rendement d’extraction du D.Costus est nettement supérieur (18,48 %)
a celui du B. incassatum 14,16 %.
* Avec I’eau, en revanche, le B. incassatum présente un rendement légérement supérieur

(14,27 %) a celui du Costus (13,50 %).

Ces résultats suggerent que le D.Costus réagit mieux a ’extraction par ’éthanol, tandis

que le B. incassatum offre un rendement aqueux légérement plus élevé.

D’apres Bentahar et al., (2025), le rendement de I’extrait éthanolique est de 12,26 %. Ce
rendement est 1égerement inférieur a celui obtenu dans cette étude. Les deux travaux portent

sur la méme espeéce, Bunium incrassatum, ce qui suggere que la variation observée pourrait

étre liée a la différence des méthodes d’extraction, de condition de culture.

Par comparaison avec I’étude de Nassima et al, (2022) portant sur les tubercules de B.
pachypodum une espéce différente mais appartenant au méme genre le rendement en extrait
aqueux (6,65 %) et en extrait éthanolique (11,5 %) est inférieur a celui obtenu dans cette
¢tude. Les deux travaux concernent la méme partie de la plante, a savoir les tubercules, ce
qui suggere que les €carts observés peuvent étre liés aux conditions d’extraction, aux

parametres expérimentaux ou a ’origine géographique des échantillons.

De méme, dans I’étude de Karouche ez al., (2020) réalisée sur les tubercules de Bunium

mauritanicum, une espece différente appartenant au méme genre, le rendement de I’extrait

aqueux (6,79 %) a été inférieur a celui obtenu dans cette étude.

En comparaison avec I’é¢tude de Premalatha et Lakshmi (2020), qui rapportent un
rendement d’extraction aqueuse des racines de D. costus compris entre 7 % et 19 % p/p, le
rendement obtenu dans notre étude est intermédiaire, se situant a I’intérieur de cette plage,

mais inférieur a la valeur maximale rapportée.

Par ailleurs, notre rendement d’extraction éthanolique, de 18,48 %, est trés proche de

celui rapporté par Mammate et al., (2022), qui est de 18,79%.

Selon Nassima et al, (2022), I’association de ’eau avec un solvant organique peut
améliorer 1’extraction des composés solubles dans I’eau ou dans des solvants organiques tels

que I’éthanol, ’acétone ou le méthanol.
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D’aprés Do et al., (2014), 'efficacité de l'extraction dépend de plusieurs facteurs,
notamment la nature chimique des composés phytochimiques, la méthode d'extraction
utilisée, la granulométrie de I’échantillon, le type de solvant employ¢, ainsi que la présence
de substances interférentes. Le rendement d’extraction est influencé par divers parametres
tels que la polarité du solvant, le pH, la température, la durée d’extraction et la composition
de I’échantillon. A température et durée constantes, le choix du solvant et la composition de

I’échantillon sont considérés comme les facteurs les plus déterminants.

2. Analyse quantitative des composées phénoliques

2.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC)

Le dosage des polyphénols totaux a ¢été réalis€ a I'aide de la méthode
spectrophotométrique , adaptée de Miiller et al. (2010), reposant sur I'utilisation du réactif
de Folin-Ciocalteu.

Les teneurs ont été calculées a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec I’acide
gallique (Figure 20) et exprimées en microgrammes ¢quivalents d’acide gallique par
milligramme d’extrait (ug GAE/mg). Le calcul s’appuie sur I’équation de régression linéaire
de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique : y=0,0013 x +0,1303, avec un coefficient de

corrélation R?=0,9637, a une longueur d’onde de 765 nm.

0,9 1
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0 200 400 600
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¢ y=0,0013x+0,1303
R? = 0,9637

Figure 20 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénoliques totaux sont présentés

dans la figure 21 et le tableau 11
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Tableau 11 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits

Teneur en polyphénols totaux

Extraits (1g EAG/ mg)

B. incrassatum Ethanolique 79,769 + 6,527
B. incrassatum Aqueux 57,461 + 0,543
D. Costus Ethanolique 225,923 + 3,807
D. Costus Aqueux 130,025 £ 9,246

Teneur en polyphénols totaux (ug EAG/ mg)

250 225,923
200 ® EBI
® ABI
o 150 130,025
& BECO
100 79,769 = ACO
57 461
50
0
Extraits

Figure 21 : Teneur en polyphénols des différents extraits.

Selon la figure et le tableau, les extraits de B. incrassatum et de Costus présentent une
teneur variable en polyphénols totaux selon le type de solvant utilisé. Pour le B. incrassatum,
I’extrait éthanolique enregistre la teneur la plus élevée en polyphénols totaux avec 79,769 +
6,527 ung EAG/mg d’extrait, suivi par I’extrait aqueux, qui présente une teneur inférieure,

avec 57,461 + 0,543 ng EAG/mg d’extrait.

En ce qui concerne le D.Costus, I’extrait éthanolique présente la teneur la plus élevée
avec 225,923 + 3,807 ng EAG/mg d’extrait, suivi par I’extrait aqueux, qui présente une
teneur de 130,025 + 9,246 pg EAG/mg d’extrait. Ainsi, les teneurs en polyphénols totaux

varient en fonction du type d’extrait et de la plante analysée.
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En comparaison avec les résultats de Toul et al, (2023), portant sur les ombellules de
Bunium incrassatum, la teneur en polyphénols totaux de I’extrait aqueux rapportée (17,46 +
0,43 mg EAG/g) est nettement inférieure a celle obtenue dans notre étude a partir des
tubercules de la méme espéce (57,461 + 0,543 ug EAG/ mg). Cette différence pourrait
s’expliquer par la variation de la partie de la plante utilisée ainsi que par des facteurs tels

que les conditions de culture, la période de récolte ou la méthode d’extraction.

De méme, Nassima et al., (2022) rapportent une teneur de 2,30 + 0,07 mg EAG/g dans
I’extrait aqueux de Bunium pachypodum, une espéce du méme genre, mais différente, ce

qui est tres inférieur a nos résultats.

Concernant I’extrait éthanolique, Bentahar ef al, (2025) ont obtenu 19,25 mg EAG/g

dans Bunium incrassatum, soit une teneur inférieure a celle obtenue dans notre étude.

Ces écarts peuvent étre liés a des différences d’espéces, aux conditions

environnementales ou aux protocoles d’extraction utilisés.

D’apres Elshaer et al., (2022), ’extrait aqueux de D.costus présente une teneur totale en
polyphénols de 53,50+ 4,57 mg EAG/g soit 53,50+4,57 ug EAG/mg, ce qui est inférieur a
celle enregistrée dans notre étude.

De méme, I’extrait éthanolique d’Elshaer et al (2022) affiche une teneur de 88,17 4,35 ug

EAG/mg valeur également inférieure a celle obtenue dans notre travail.

Ces différences pourraient s’expliquer par la variation des caractéristiques des extraits
ainsi que la polarité des solvants utilisés lors de I’extraction, qui influencent la composition

phénolique obtenue (Elshaer et al., 2022).

Cependant, d’autres facteurs peuvent également expliquer cette disparité, tels que le pH,
la durée et la température d’extraction, ainsi que la composition chimique de I’échantillon.
Toutefois, lorsque le temps et la température sont maintenus constants, le choix du solvant
et les propriétés chimiques de I’échantillon restent les facteurs les plus influents (Toul et

Djendar, 2023).
2.2. Dosage des flavonoides totaux (TFC)
Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé par spectrophotométrie, en suivant une

méthode adaptée de Topceu et al, (2007). Les concentrations ont été calculées a partir d'une

courbe d'étalonnage obtenue avec I'acide quercétine (Figure 22) et exprimées en

microgrammes €quivalents d’acide quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).
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L’évaluation quantitative repose sur I’équation de la régression linéaire de la courbe
d’¢étalonnage : y = 0,0048x, avec un coefficient de corrélation R? = 0,9994, mesurée a une

longueur d’onde de 415 nm.
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Tableau 12 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits

Teneur en flavonoides totaux

Extraits
(ng EQ/mg)
B. incrassatum Ethanolique 18,472 £ 1,272
B. incrassatum Aqueux 22,430 + 2,686
D. Costus Ethanolique 25,416 + 2,894
D. Costus Aqueux 24,583 +£ 2,610

Teneur en flavonoides totaux

(ng EQ/mg)
30
25,416 24,583 m EBI
25 22,43
18,472 SABL
20 ’ ®ECO
@)
£ 15 B ACO
10
5
0
EBI ABI ECO ACO
Extrait

Figure 23 : Teneur en flavonoide des différents extraits
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Selon les données obtenues, les extraits de B. incrassatum et de D. Costus présentent des
teneurs variables en flavonoides totaux selon le solvant utilisé. Pour B. incrassatum, I’extrait
aqueux (ABI) affiche la teneur la plus élevée avec 22,430 +2,686 ug EQ/mg, contre 18,472
+ 1,272 ng EQ/mg pour I’extrait éthanolique (EBI).

En revanche, pour D. Costus, c’est ’extrait éthanolique (ECO) qui présente une teneur
légeérement supérieure en flavonoides (25,416 + 2,894 ug EQ/mg) par rapport a I’extrait
aqueux (ACO) qui en contient 24,583 + 2,610 ug EQ/mg

Selon Toul et al., (2023), la teneur en flavonoides de ’extrait aqueux des ombellules de
Bunium incrassatum est de 9,93 £+ 0,12 mg CE/g d’extrait. Cette valeur, mesurée sur une
autre partie de la plante, est inférieure a celle obtenue dans notre étude sur les tubercules de
la méme espece.

Par ailleurs, Nassima et al.,, (2022) ont rapporté des teneurs de 1,15 £ 0,15 mg CAE/g MS
(extrait aqueux) et de 0,70 + 0,09 mg CAE/g MS (extrait éthanolique) pour le tubercule de
B. pachypodum, une espéce différente appartenant au méme genre, avec des valeurs
inférieures a celles observées dans notre étude sur B. incrassatum.

De méme, selon Bentahar et al., (2025), la teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique
des tubercules de B. incrassatum est de 3,82 + 0,03 pg Eq Qu/g, ce qui demeure nettement
plus faible que celle rapportée dans cette étude, malgré ’analyse d 'uneméme espece et d un

méme organe végétal.

La teneur en flavonoides totaux des extraits de D. costus analysés dans cette étude était
de25,416 pg EQ/mg pour I’extrait éthanolique et de 24,583 ngEQ /mg pour I’extrait aqueux.
Ces valeurs sont nettement inférieures a celles rapportées par Elshaer et al., (2022), qui ont
indiqué des teneurs de 103,75 mg EQ /g et 98,60 mg EQ /g pour les extraits éthanolique et
aqueux respectivement, ce qui correspond a 103,75 ug EQ /mg et 98,60 ugEQ /mg. Cette
différence met en évidence une variation notable du contenu en flavonoides entre les deux

études.
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3. Activités biologiques
3.1 Activités antioxydantes
3.1.1 Test de piégeage du radical DPPH

L’activité antiradicalaire des différents extraits a été évaluée en mesurant leur capacité
inhibitrice sur une solution méthanolique de DPPH, a une longueur d’onde de 515 nm. Les

standards utilisés sont le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT) et I’a-
tocophérol.

Les résultats obtenus pour les extraits et les standards sont présentés dans 1’histogramme

illustré dans la figure 25 ainsi que dans le tableau 13.
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Tableau 13 : Inhibition du radical DPPH par les extraits de Bunium incrassatum et Dolomiaea costus.

Extracts

Ethanolique

B. incrassatum

Aqueux
B. incrassatum
Ethanolique
Costus

Aqueux Costus

BHA®

BHT®

a-Tocopherol®

12.5

2,07+0,61

1,73+0,46

7,94+1,39

6,11+1,75

76,55+
0,48

49,09+
0,76

25

2,59+2,46

6,35+0,46

5,87+0,97

5,44+0,56

79,89+ 0,26

72,63+ 2,06

37,211,822 | 81,53+1,51

50

4,98+1,37

11,40+1,21

8,67+1,28

13,41+0,82

81,73+0,10

88.73+0,89

89,23+0,12

% Inhibition in DPPH assay

100

7,83+0,87

17,79+0,46

27,03+1,82

16,02+0,64

84,18+0,10

94.00+0,31

89,38+0,19

56

200

29,10+0,28

37,97+0,87

57,98+1,73

34,81+£0,56

87,13+0,17

94.97+0,08

89,45+0,22

400

38,95+0,46

43+0,57

75,31£2,35

64,61+1,14

89,36+0,19

95.38+0,41

89,99+0,23

800

60,11+0,28

46,57+0,39

77,38£2,70

72,58+0,56

90,14+0,00

95.02+0,23

89,52+0,33

ICsy ug/mL

607,05+5,27

1030,98+1,62

125,52+1,62

305,35+5,33

6.14+0.41

12.99+0.41

13.02+5,17
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Figure 24 : La plaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH) des extraits étudiés.
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Figure 25 : Valeurs ICs, des extraits étudié¢s dans la méthode de piégeage du DPPH.

La figure 25 présente les valeurs de [Cso (ug/ml) pour les différents extraits de plantes (B

incrasatum et D.costus) ainsi que pour des antioxydants standards (BHAb, BHTDb, a-

Tocopherol).

Le ICsoreprésente la concentration nécessaire pour inhiber 50 % desradicaux libres : plus

cette valeur est faible, plus I’activité antiradicalaire est importante.

L’activité antiradicalaire del’extrait éthanolique de Costus (ECO)est la plus élevée parmi
les extraits testés, avec une valeur d’ICsode 125,52 = 1,62 ug/ml, suivie par celle de1’extrait

aqueux de Costus (ACO) qui présente une activité moins significative avec un ICso de

57



Chapitre 2 : Résultats et Discussion

305,35+5,33 pg/ml, soit une activité 2,4 fois plus faible que celle de I’extrait éthanolique

mais qui restent plus importante que celle des autres extraits.

En ce qui concerne B.incrassatum, ’extrait éthanolique (EBI) affiche une activité

antioxydante relativement faible (ICso = 607,054+5,27 pg/ml), tandis que I’extrait aqueux

(ABI) est le moins actif, avec une valeur ICsp tres élevée > 800 pg/ml.

Par conséquent, il est déduit que I’éthanol permet une extraction plus efficace des
composés antioxydantspour les deux plantes. Toutefois, Costus reste plus riche en composés
antiradicalaires, notamment dans son extrait éthanolique, comparé a celui de la plante B.

incrassatum, quelle que soit la nature du solvant utilisé.
Ordre des extraits testés est comme suit :

ECO >ACO > EBI > ABI

Les standards testés ont présenté des IC50 plus importantes que celle de tous les extraits,
BHT (ICs0=12,99 + 0,41 pg/ml), BHA (ICs0= 6,14 £ 0,41 pg/ml), et I’a-tocophérol avec
une [Cso = 13,02 £ 5,17 pg/ml.

Selon Toul et al., (2023), I’extrait aqueux des ombellules de B. incrassatum présente une
activité antioxydante modérée avec une valeur d’ICso de 2050 + 0,09 pg/mL. En
comparaison, notre étude, portant sur les tubercules de la méme espece, montre une 1Cso de
1030,98 + 1,62 pg/mL, soit une valeur environ deux fois plus faible, indiquant une activité

antioxydante plus élevée.

De méme, pour I’extrait méthanolique des ombellules, Toul et al., (2023), rapportent une
ICso de 1650 + 0,18 pg/mL, alors que notre extrait éthanolique (tubercules, méme espece)
affiche une valeur significativement plus faible, a 607,05 £ 5,27 pg/mL, traduisant une

meilleure capacité antioxydante.

Ces écarts pourraient s'expliquer par la différence de parties de la plante utilisées
(tubercules vs ombellules), ainsi que par la nature des solvants et d'autres facteurs

expérimentaux.

En revanche, Berroukech et al, (2022) rapportent une 1Cso de 0,19 mg/mL (soit 190

nug/mL) pour I’extrait éthanolique de B. incrassatum, une valeur inférieure a celle obtenue
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dans notre étude (607,05 + 5,27 pg/mL), suggérant une activité antioxydante plus forte dans

leur cas, bien qu’il s’agisse de la méme espece.

Par ailleurs, selon Nassima et al., (2022), les extraits de Bunium pachypodum une espece
différente appartenant au méme genre présentent des [Cso de 2520 + 0,52 pg/mL (extrait
éthanolique) et 1500 + 0,23 pg/mL (extrait aqueux). Ces valeurs sont nettement supérieures

a celles obtenues dansnotre étude, que ce soit pour I’extrait éthanolique ou aqueux, indiquant

une meilleure activité antioxydante de nos extraits issus de B. incrassatum.

Le résultat obtenu par Mammate et al,. (2022) indique que I’extrait éthanolique de D.
Costus présente une activité antiradicalaire avec une valeur d’ICsode 0,12325 mg/mL, soit
123,25 ug/mL et en revanche, I’extrait aqueux a montré une faible activité antiradicalaire.
Ce résultat est tres proche de celui obtenu dans notre étude, qui est de 125,52 + 1,62 pg/mL.
Et de D. Costus aqueux est 305,35+5,33 pg/mL.

D’aprés Elshaer ef al, (2022), I’extrait éthanolique présente une activité antioxydante
plus élevée que I’extrait aqueux, ce qui met en évidence I’influence de la polarité du solvant
sur I’efficacité de’extraction des composés bioactifs. Cette activité serait probablement due
a la présence de phytochimiques capables de céder des é€lectrons, agissant ainsi comme
piégeurs de radicaux libres

Selon Mammate et al,. (2022), la forte activité antioxydante de I’extrait éthanolique
pourrait &tre attribuée a la nature des flavonoides qu’il renferme. De plus, Toul ez al. (2023)
soulignent que I’activité antioxydante des extraits de plantes est souvent liée a leur teneur en
composés phénoliques, indiquant une corrélation entre la quantité de ces composés (TPC) et
leur pouvoir antioxydant.

De plus, il a été démontré que des facteurs tels que la stéréosélectivité des radicaux ainsi
que la solubilité del’extrait dans différents milieux detest influencent la capacité des extraits
a réagir avec et a neutraliser divers radicaux libres (Aissani, 2022).

3.1.2 Test de piégeage du radical ABTS

Les radicaux libres ABTSe*, de couleur bleue, sont réduits en leur forme incolore
(ABTS*) en présence d’un antioxydant. Cette décoloration, traduisant [’activité
antioxydante, est mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 734 nm.
L’¢évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée en utilisant le BHA et le BHT comme
composés de référence. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure et le tableau ci-

dessous.
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Tableau 14 : Pouvoir de piégeage du radical ABTS.

Extraits

Aqueux
B.
incrassatum
Ethanoliqu
e
B.
incrassatum
Ethanoliqu
e Costus
Aqueux

Costus

BHT

BHA

12.5

25

2,87+ 9,17+l

1,55

8,38+
3,94

17,69+
2,61
17,77+
0,12
69.21+
0,40
92.83+
1,42

16,26+
3,22

31,81+
1,79
18,12+
0,21
78.23+
1,34
94.68+
0,42

50

14,47+
1,49

27,22+
2,00

57,81+
1,64
33,74+
0,97
88.12+
1,28
94.95+
0,90

Inhibition %

100

26,22+
1,85

51,22+
1,72

87,54+
0,21
58,52+
0,21
88,76+
3,07
95.32+
0,25

200

41,40+
0,54

76,07+
2,67

88,61+
0,21
88,32+
0,45
90.85+
1,74
95.59+
0,47

400

42,62+
0,57

89,26+
1,14

89,54+
0,33
88,90+
0,69
90.95+
0,51
95.83+
0,15

800

60,32+
0,54

89,97+
0,54

90,83+
0,54
89,18+
0,12
96.68+
0.39
95,86+
0,10

La figure suivante présente la plaque réalisée du test ABTS des extraits

ABI

| (OFY)
pg/mL

523,26
+1,75

117,17
+3,17

42,59+
1,16

83,13+
0,65
1.29+
0.30
1.81+
0.10

Figure 26 : Microplaque de dosage de I’activité de piégeage du radical cation ABTS.
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Valeurs IC5, du test ABTS
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Figure 27 : Résultats des IC50 du radical ABTS.
Selon I’histogramme, les extraits de B. incrassatum (ABI, EBI) et de Costus (ECO, ACO)
présentent des activités antioxydantes variables en fonction du solvant d’extraction, comme
en témoignent les valeurs d’ICso (pg/ml). Une valeur d’ICso plus faible indique une meilleure

capacité antioxydante.

Pour B. incrassatum, 'extrait aqueux (ABI) présente la plus faible activité antioxydante,
avec une ICso élevée de 523 = 1,75 pg/ml. A ’inverse, I’extrait éthanolique (EBI) montre une
meilleure efficacité, avec une ICso de 117 + 3,17 pg/ml, indiquant un pouvoir antioxydant
modeére.

En ce qui concerne Costus, I’extrait éthanolique (ECO) se distingue par la meilleure activité
antioxydante, avec une ICso de 42,59 + 1,16 ug/ml, suivi de I’extrait aqueux (ACO), qui
présente une activité aussi importante avec une ICso de 83,13 + 0,65 pg/ml.

Les résultats obtenus indiquent que I’extrait de Costus est un extrait doué¢ d’une activité
antioxydante trés importante.

L’ordre des extraits selon leurs activités est comme suit :

ECO >ACO > EBI > ABI.

Les antioxydants standards BHT et BHA présentent les ICso les plus faibles (respectivement
12,5 pg/mL et 18,3 pg/mL), ce qui indique une activité antioxydante trés puissante et confirme

leur efficacité bien connue dans ce domaine.
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Meriem et Bitam (2022) ont rapporté une ICso de 0,744 + 0,0001 mg/mL (soit 744
pg/mL) pour ’extrait méthanolique de B. incrassatum dans le test ABTS. Cette valeur est
plus élevée que celle obtenue dans notre étude pour I’extrait éthanolique (117,17 + 3,17

pug/mL), indiquant une activité antioxydante plus importante de notre extrait.

En revanche, ’extrait aqueux de B. incrassatum présente une ICso de 523,26 + 1,75
pug/mL, ce qui reste inférieur a la valeur rapportée par Meriem et Bitam (2022), traduisant
une meilleure activité antioxydante dans notre cas.

Les résultats obtenus dans notreétude a une concentration de 4 mg/mL (correspondant a
200 pg/mL dans le tableau) montrent une activité antioxydante nettement plus élevée que
cellerapportée par Hussien et al, (2024) pour les extraits de D. costus. En effet, le
pourcentage d’inhibition du radical ABTS par notre extrait éthanolique atteint 90,83 + 0,54
%, contre seulement 13,44 + 0,01 % dans I’étude de Hussien et ses collaborateurs. De
méme, I’extrait aqueux présente un taux d’inhibition de 89,18 + 0,12 %, alors que celui
rapporté par ces auteurs ne dépasse pas 15,79 £+ 0,02 %.

Certains composés capables depiéger le radical ABTSe* ne présentent pas nécessairement
une activité similaire vis-a-vis duradical DPPHe. Dans cette étude, ’activité de piégeage du
radical ABTSe" par les extraits s’est avérée légérement supérieure a celle observée pour le
DPPHe.

Cette différence pourrait s’expliquer par la présence de composés réducteurs de haut
poids moléculaire, tels que les tanins, qui peuvent interférer avec le persulfate de potassium
en inhibant sa capacité a générer le radical ABTSe*. L’efficacité antioxydante de ces
composés dépend notamment de leur poids moléculaire, du nombre de cycles aromatiques
et de la nature des groupements hydroxyles ou autres substituants fonctionnels (Aissani,
2022).

3.1.3 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le suivi de cette activité s’appuie sur la capacité des extraits testés a transformer le fer
ferrique (Fe**), de teinte jaune, en fer ferreux (Fe*"), de couleur bleu-vert, dont I’absorbance
maximale est observée a 700 nm.

Cette transformation est quantifiée par la détermination des valeurs d’A0.5 qui sont
ensuite comparées a celles des standards tels que 1’acide ascorbique et I’a-tocophérol. Les

résultats sont présentés au-dessous :
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EBI

ABI

Figure 28 : Plaque de dosage de I’activité de pouvoir réducteur (FRAP) des extraits.

Tableau 15 : Absorbance du pouvoir réducteur par les extraits (FRAP).

Inhibition %

Extraits
3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 A0.5 pg/mL
Ethanolique 0.11+ 0.11+ 0.13+ 0.16+ 0.19+ 0.27+ 0.43+
246.59+15.15
B. incrassatum | 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.01
Aqueux 0.11+ 0.11+ 0.12+ | 0.13+ 0.18+ 0.24+ 0.28+
537.14435.35
B. incrassatum | 0.00 0.01 0.01 0.00 0.01 0.02 0.00
. 0.12+ 0.14+ 0.15+ 0.26+ 0.33+ 0.49 0.66+
Eﬂg‘""hque 121.66+11.04
ostus 0.01 0.01 0.03 0.04 0.01 +0.00 0.05
0.11+ 0.13+ 0.14+ | 0.16+ 0.25+ 0.35+ 0.55+
Aqueux Costus 176.33£7.51
0.01 0.00 0.01 0.02 0.00 0.02 0.02
0,35+ | 0,46+ 0,84+ | 0,93+ 1,18+ 1,37+ 1,44+
Ascorbic acid 6.77+£1.15
0,05 0,03 0,12 0,30 0,34 0,20 0,21
0.11+ 0.16+ 0,21+ | 0,35+ 0,73+ 1,37+ 1,81
Tocopherol 34.934+2.38
0,00 0.00 0,03 0,03 0,03 0,08 +0,09
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La figure ci-dessous présente I’histogramme des IC50 des différents extraits

Valeurs des A0.5 du test FRAP
600 537,14
500 = EBI
400 = ABI
P
= ECO
%ﬂ 300 2409 176,33
= 121,66 ’ BACO
Z 200
W 3493 B Ascorbic acid
o 100 6,77 " B o-Tocosherol
< - o- OCOp €ro
O ——
A S Q) Q D> >
Y D @) [e; B O
Q) ?’ Q) ?’ .\g‘) é@z
e{0 &o@
Y'é' &
Extraits et standards

Figure 29 : Valeurs des Ay sdu test pouvoir réducteur (FRAP).

Selon I’histogramme et le tableau, les extraits de B. incrassatum et de Costus présentent
une activité réductrice variable, mesurée par la valeur de Ao,s. Plus la valeur de Ao,s est faible,

plus Pactivité antioxydante est importante.

Pour B. incrassatum, ’extrait éthanolique (EBI) présente une activité modérée avec une
valeur de Ao,s de 246,59£15.15 pg/ml, tandis que I’extrait aqueux (ABI) présente la plus
faible activité antioxydante parmi tous les extraits testés, avec une valeur Ao,s élevée de

537,144+35.35 pg/ml.

En ce qui concerne Costus, I’extrait éthanolique (ECO) montre la meilleure activité
réductrice avec une valeur Ao,s de 121,66+11.04 pg/ml, suivi par I’extrait aqueux (ACO)

avec 176,33+7.51 pg/ml.

Les standards de référence, a savoir ’acide ascorbique et ’a-tocophérol, présentent
respectivement des valeurs de6,77+1.15 pg/ml et 34,93+2.38 pg/ml, confirmant leur activité

réductrice.
L’ordre des extraits selon leurs activités est comme suit :
ECO > ACO > EBI > ABI
Selon Nassima et al, (2022), le pouvoir réducteur des extraits aqueux, éthanoliques et

acétoniques de B. pachypodum, a une concentration de 2,5 mg/mL, a donné des valeurs
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d’absorbance comprises entre 0,50 et 0,80. En comparaison, nos résultats pour les extraits
aqueux et éthanoliques de B. incrassatum, a une concentration de 4 mg/mL (soit 200 pg/mL
dans le tableau), ont montré des valeurs d’absorbance plus faibles, variant entre 0,28 et 0,43.
Cette différence pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment la différence
d’espéce, la nature des composés bioactifs présents dans chaque extrait, ainsi que les

concentrations testées.

Bien que la concentration utilisée dans notre étude soit plus faible, ces résultats suggerent
que B. pachypodum posseéde une capacité antioxydante plus élevée dans les conditions

testées par Nassima et al, (2022).

En comparaison avec les résultats de Mmmatte ef al, (2022), notre extrait éthanolique
deD. costus présente une densitéoptique plus élevée (0,66 & 0,05 contre 0,39 +0,01), malgré
’utilisation de concentrations plus faibles (3,125-200 pg/mL contre 50—400 pg/mL),

indiquant une meilleure activité antioxydante.

Pour I’extrait aqueux, des valeurs similaires ont été obtenues (0,55 £ 0,02 contre 0,56 £
0,05), mais a des concentrations plus basses dans notre étude, ce qui suggere une plus grande
efficacité. Ainsi, nos extraits, en particulier 1’éthanolique, montrent une activité antioxydante

supérieure a celle rapportée par Mmmatte et al., (2022).

Selon Mmmatte et al, (2022) L’activité réductrice détectée dans les extraits est trés

probablement due a la présence de groupes hydroxyles au sein des tanins, ceux-ci jouant un

role de donneurs d’¢électrons et participant ainsi a leur pouvoir antioxydant.
3.1.4 Activité de Phenanthroline

Le fer ferrique (Fe**) est réduit en fer ferreux (Fe**) sous I’effet d’un antioxydant. Ce
dernier réagit ensuite avec la phénanthroline pour former un complexe stable de couleur

rouge orangé¢ (figure 31), dont I’absorbance maximale est enregistrée a 510 nm.

Les résultats obtenus a partir des extraits ainsi que des standards BHT BHA sont présents

dans la figure ci-dessous.
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EBI

ABI

ECO

Tableau 16 : Réduction du fer par la méthode phénanthroline.

Extraits
0.7812 1.562
Ethanolique
B. / /
incrassatum
Aqueux
B. / /
incrassatum
Ethanolique ) )
Costus
Aqueux
/ /
Costus
0,49+0 | 0,59+0,0
BHA
01 1
0,47+0 @ 0,47+0,0
BHT
01 1

3.125 pg

0.36+0.0
0

0.33+0.0
0

0.36+0.0
0

0.35+0.0
0

0,73+0,0
2

0,53+0,0
3

6.25 ng

0.37+0.0
0

0.33+0.0
0

0.38+0.0
0

0.35+0.0
0

0,93+0,0
1

1,23+0,0
2

Inhibition %

12.5 pg

0.37+0.0
0

0.33+0.0
0

0,39+0,0
0

0.37+0.0
0

1,2540,0
4

1,84+0,0
1
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25 pg

0.37+0.0
0

0.34+0.0
0

0.44+0.0
0

0.39+0.0
0

2,10+0,0
5

3,48+0,0
3

Figure 30 : Plaque de phénanthroline des d’extraits.

50 pg

0.38+0.0
0

0.34+0.0
0

0.52+0.0
1

0.46+0.0
0

4,89+0,0
6

4,84+0,0
1

100 pg

0.42+0.0
1

0.34+0.0
0

0.64+0.0
0

0.53+0.0
0

200pg

0.52+0.0
0

0.44+0.0
0

0.82+0.0
1

0.79+0.0
0

Aos
pg/mL

185.80
+10.82

29381+
231

4447+
1.82

80.29 +
0.78
0,93 +
0,07
2,24+
0,17
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La figure ci-dessous présente les Ao s en forme d’histogramme

Ao,s ng/ml ® EBU
350 mABU
293,81
300 ECO
= ACO
~ 250
= 185,8 m BHA
E” 200 = BHT
o 150
—}
< 100 80,29
44,47
>0 l 0,93 2,24
0 PR S PR S
EBU ABU ECO ACO BHA BHT
Extraits et standards

Figure 31 : Valeurs des A0.5 dans le test phénanthroline.

Les résultats de I’histogramme et le tableau révelent une variation significative de
l’activité antioxydante entre les extraits des deux plantes étudiées. Les extraits de B.
incrassatum présentent une activité relativement faible, avec I’extrait aqueux (ABU)
affichant la plus haute valeur de Ao,s (293,81£2,31 pug/ml), suivi par I’extrait éthanolique
(EBU) avec une valeur de 185,8+10,82 pg/ml, indiquant une faible capacité antioxydante.

En revanche, les extraits de Costus montrent une activité nettement plus importante, en
particulier I’extrait éthanolique (ECO) avec une valeur de 44,47+1.82 pg/ml, suivi de
I’extrait aqueux (ACO) avec 80,29+0.78 pg/ml.

Ces résultats suggerent que Costus, surtout sous forme d’extrait éthanolique, posséde un
meilleur potentiel antioxydant par rapport la plante B. incrassatum.

Par ailleurs, les antioxydants standards BHA et BHT présentent les valeurs de Ao,s les
plus faibles (respectivement 0,93 et 2,24 pg/ml), confirmant leur forte activité antioxydante
et servant de références positives dans cette étude.

L’ordre des extraits selon leurs activités est comme suit :

ECO > ACO > EBI > ABI

Selon Ghosh et Indra, (2014), I’extrait éthanolique des feuilles de Centella asiatica, une
espece appartenant a la méme famille (Apiaceae) que Bunium incrassatum, présente une
activité antioxydante avec une valeur d’ECso de 68,13 £ 7,9 ug/mL. En comparaison,
I’activité antioxydante observée dans notre étude, tant pour 1’extrait éthanolique que pour

I’extrait aqueux des tubercules de B. incrassatum, est inférieure.
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Par comparaison avec les résultats de Namous et Bougaada, (2024), les valeurs de Ao
rapportées dans leur étude sont de 79,01 + 4,65 pg/mL pour ’extrait éthanolique de Costus
et 125,22 + 0,19 pg/ml pour I’extrait aqueux. Ces valeurs sont significativement plus élevées
que celles obtenues dans notre étude, ce qui indique que nos extraits présentent une activité
antioxydante plus forte. En effet, plus la valeur de Ao.sest faible, plus le pouvoir antioxydant
est ¢levé ainsi, nos extraits, qu’ils soient éthanoliques ou aqueux, se montrent plus efficaces
que ceux de Namous et Bougaada, (2024).

D’apres Loucif, (2022), une corrélation significative a été établie entre la teneur en
composés phénoliques et la capacité antioxydante observée, ce qui suggere que cette derniere
est probablement attribuable a la présence de polyphénols.

La réduction du Fe*" en Fe?* constitue un indicateur couramment utilis¢é pour évaluer
I’activité antioxydante des composés phénoliques.

Par ailleurs, plusieurs études ont démontré que ces composés sont également capables de
chélater les ions métalliques libres, contribuant ainsi a leurs effets antioxydants..

4.Activités enzymatiques

4.1 Activité inhibitrice de I’a amylase

Dans le but d’identifier un inhibiteur naturel de ’a-amylase, nous avons examiné I’effet
des extraits éthanoliques et Aqueux de deux plantes médicinales sur I’activité enzymatique,
a différentes concentrations.
L’amidon a été utilis¢é comme substrat, principalement en raison de sa disponibilité, de son
faible colt, et surtout de la facilit¢ qu’il offre pour le dosage par des méthodes
photométriques.
Les pourcentages d’inhibition de ’a-amylase obtenus pour les différents extraits sont

présentés dans le tableau
EBI ABI ECO ECO

Figue 32:La plque de osage de I’activité inhibitrice ha amylase
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Extraits

Ethanolique
B.
incrassatum
Aqueux
B.
incrassatum
Ethanolique
Costus
Aqueux

Costus

Acarbose

Tableau 17 : Pourcentage d’inhibition de I’a amylase des différents extraits étudiés.

6,25

12.5

39,13+
0,24

18,43+
1,38

48,18+
0,64

37,77+
2,45

7,76+

>

La figure dessous illustre les IC50 des différents extraits obtenus dans I’activité inhibitrice

25

46,12+

0,72

31,45+0,4

2

56,93+

0,17

3924+

1,85

8,08+£0,30 1 9,46+0,11

de I’alpha amylase

50

59,84+
0,56

33,57+
0,56

6341+
0,23

46,07+
0,76

10,70+
0,96

Inhibition %

100 200 400 800
71,01+ 75,93+ 79,06+ 84,46+
0,16 0,16 0,51 0,40
35,37+ 37,33+ 40,40+ 44,16+
0,33 0,57 0,24 0,42
69,65+ 80,60+ 92,53+ 129,62+
1,48 0,15 0,15 081
46,46+ 49,80+ 55,45+ 62,92+
0,23 0,15 0,47 0,15

3181+ | 3721435
53,05+1,59 /
2,89 4

3000

ICso (ng/ml)

1500

32,14

EBI

1311,18

ABI

valeur ICSO

13,11

ECO

214,06
||

ACO

Extrait et Acarbose

3650,93
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H ABI
ECO
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B A carbose

Figure 33 : Résultats de I’activité anti-a amylase des différents extraits étudiés.
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D’apres les données du tableau, on observe que ’activité inhibitrice de I’enzyme a-
amylase est dose-dépendante. La concentration inhibitrice permettant de réduire 50 % de

I’activité enzymatique (ICso) a été déterminée et présentée dans la figure 33.

Selon les résultats obtenus, les extraits des deux plantes étudiées, D.Costus et B.
incrassatum, montrent des capacités d'inhibition de ’enzyme a-amylase variables selon le
type de I’extrait. Pour le Costus, I’extrait éthanolique (ECO) présente I’activité inhibitrice la
plus élevée avec une ICso minimale égale a 13,11 + 1,11 pg/ml, ce qui le rend environ deux
cent soixante-dix-neuf fois plus actif que le standard Acarbose (ICso = 3650,93 + 10,70
pg/ml).

L’extrait aqueux de D.Costus (ACO), bien qu’ayant une activité plus modérée (ICso =

214,06 + 3,20 pug/ml), reste environ dix-sept fois plus efficace que I’ Acarbose.

En ce qui concerne B. incrassatum, 1’extrait éthanolique (EBI)présente une bonne activité
inhibitrice avec une ICso de 32,14 + 0,83 png/ml, soit une efficacité environ cent quatorze fois

supérieure a celle de I’ Acarbose.

En revanche, I’extrait aqueux de B.incrassatum (ABI)montre la plus faible activité parmi
les extraits testés, avec une [Csode 1311,18 £+ 40,14 pg/ml, mais reste toutefois environ 2,8

fois plus actif que I’ Acarbose.

Ainsi, pour les deux plantes, les extraits éthanoliques présentent des activités inhibitrices
nettement supérieures a celles des extraits aqueux, ce qui souligne ’'influence déterminante

du solvant sur I’efficacité des composés extraits.

Le D.Costus, notamment sous forme éthanolique, se démarque comme ’inhibiteur le plus

puissant de I’enzyme a-amylase, bien au-dela du standard utilisé.
L’ordre des extraits selon leurs activités est comme suit :

ECO >EBI>ACO > ABI >

Selon Loucif, (2022), I’extrait aqueux d’Ammi atlantica présente une activité d’inhibition
de l’'a-amylase avec une valeur d’ICsode 2169,12 + 65,81 pg/mL, tandis que celui d’Ammi
sicula L. atteint 3991,25 + 22,46 pg/mL. Ces deux especes, issues de la méme famille

(Apiaceae) que Bunium incrassatum, montrent une efficacité inhibitrice plus faible que celle
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observée dans cette étude pour I’extrait aqueux de B. incrassatum, indiquant une activité

supérieure de ce dernier.

Les résultats obtenus dans notre étude a une concentration de 8 mg/mL (soit 800 pg/mL)

montrent une activité inhibitrice de ’enzyme a-amylase plus marquée que celle rapportée

par Hussien et al., (2024) pour les extraits de D. costus.

En effet, ’extrait éthanolique de D.costus a présenté un pourcentage d’inhibition de

129,62 + 0,81 %, contre 27,08 = 0,02 % dans I’étude de Hussien et ses collegues en 2024.

De méme, I’extrait aqueux issu de ce travail a montré une inhibition de 62,92 £ 0,15 %,
alors que I’extrait aqueux de D. costus rapporté par Hussien et son équipe en 2024, affiche

une inhibition de seulement 33,10 £+ 0,02 %.

Les effets inhibiteurs de I’a-amylase sont étroitement liés a la présence de composés
phénoliques. Les résultats de cette étude ont mis en évidence une inhibition marquée de l’a-
amylase, en particulier dans les extraits riches en polyphénols, ce qui concorde avec les

observations rapportées par Loucif, (2022).

En effet, les extraits riches en polyphénols agissent sur le métabolisme des glucides et la
régulation de la glycémie a travers divers mécanismes, notamment en inhibant l'activité des
enzymes responsables de I’hydrolyse des glucides, ce qui permet de limiter leur digestion et,

par conséquent, d’atténuer ’hyperglycémie postprandiale (Loucif, 2022).
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5. Evaluation de L’activité Antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits aqueux et éthanoliques de B. incrassatum et D.
costus a été évaluée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition (en mm) autour des
disques imprégnés d’extrait , contre deux souches bactériennes de référence
Staphylococcus aureus ATCC et Escherichia coli ATCC, Le diamétre des zones inhibant la

croissance bactérienne a été catégorisé comme suit :

Tableau 18 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition.

Sensibilité Zone d’inhibition

Non sensible ou résistante (-) Diameétre < 8mm

Sensible (+) Diamétre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) Diamétre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) Diamétre > 20 mm

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous
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Tableau 19 : Les Activité antibactérienne des déférents extraits

Souche
Bactérienne | Staphylococcus  aureus | Escherichia coli (ATCC
(ATCC 6538) 8739)
Extraits
Ethanolique

B. incrassatum

Aqueux

B. incrassatum

Ethanolique Costus

Aqueux Costus
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Tableau 20 : Evaluation de ’activité inhibitrice des extraits sur la croissance de Staphylococcus

aureus.
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Diametre de
Apparition de
. Concentration la zone
Extrait la zone
(mg/ml) d’inhibition
d’inhibition
(mm)
8 - 7
Ethanolique
4 + 11
B. incrassatum
2 + 12
8 + 9
Aqueux
4 - -
B. incrassatum
2 - 7
8 - 6
Ethanolique
4 - 7
Costus
2 - 8
8 - 7
Aqueux Costus 4 + 9
2 + 9

e (-) absence de zones d’inhibitions

Selon le tableau 20, I’évaluation de ’activité antibactérienne des extraits sur la souche
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) a révélé que ’extrait éthanolique de B. incrassatum

est actif a faibles concentrations (2 et 4 mg/mL), avec des diamétres d’inhibition de 11 mm
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et 12 mm, indiquant une sensibilit¢é modérée. En revanche, a 8 mg/mL, cet extrait s’avere

mactif, avec un diamétre d’inhibition de seulement 7 mm.

L’extrait aqueux de B. incrassatum montre une activité modérée uniquement a 8§ mg/ml

(9 mm), et une absence d’effet significatif aux autres concentrations.

Quant a Pextrait éthanolique de Costus, il ne présente aucune activité antibactérienne
notable a toutes les concentrations testées (diametres <8 mm). En revanche, I’extrait aqueux
de Costus afficheune activité modérée a 4 et 2 mg/ml (9 mm), mais est inefficace a 8§ mg/ml.
Bien que ces inhibitions soient nettement inférieures a celle du standard antibactérien (25
mm), elles indiquent néanmoins la présence de composés bioactifs capables d’interagir avec

les membranes bactériennes.

Comparativement a 1’é¢tude de Alaagib et Ayoub (2015), ou le méthanol a permis
d’atteindre le seuil de sensibilité (15 mm) et I’eau a donné une activité de 11 mm (classée

résistante), notre extrait aqueux présente une activité plus faible. De méme, notre extrait

¢thanolique reste faiblement actif par rapport a leur extrait méthanolique.

D’apres Bentahar et al., (2025), I’extrait méthanolique de B. incrassatum a montré une
activité antibactérienne modérée contre Staphylococcus aureus, plus marquée a 50 mg/mL
qu’a 100 mg/mL, suggérant une meilleure diffusiondescomposés actifs a concentration plus
faible. Ce résultat concorde avec ces observations concernant I’extrait éthanolique, actif a

faibles concentrations (2 et 4 mg/mL), mais inactif a 8 mg/mL, ce qui pourrait indiquer une

inhibition de la diffusion des composés bioactifs a des doses plus élevées.
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Tableau 21 : Evaluation de I’activité inhibitrice des extraits sur la croissance de Escherichia Coli.

Escherichia coli (ATCC 8739)

Diamétre de
Apparition de

Concentration la zone
Extrait la zone
(mg/ml) d’inhibition
d’inhibition
(mm)
8 - 6
Ethanolique

4 - 6

B. incrassatum
2 - 6
8 - 4

Aqueux

q 4 i i

B. incrassatum
2 - 4
8 - 6
Ethanolique Costus 4 - 5
2 - 8
8 - -
Aqueux Costus 4 - -
2 - -

e (-) absence de zones d’inhibitions

Selon le tableau 21, I’évaluation de ’activité antibactérienne des extraits sur la souche
Escherichia coli (ATCC 8739) a montré une absence d’activité significative pour ’ensemble
des extraits testés.

Les extraits éthanolique et aqueux de B. incrassatum, ainsi que ceux de Costus, ont
présenté des diametres d’inhibition inférieurs a 8 mm, indiquant une absence de sensibilité

selon les critéres de référence. L’extrait aqueux de B. incrassatum a atteint un diametre de 8
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mm a la concentration de 4 mg/ml, mais cette valeur reste en dessous du seuil requis pour
une activité antibactérienne.

Pour I’extrait éthanolique et aqueux de B. incrassatum ainsi que ceux de Costus, aucun
pouvoir antibactérien réel n’a été mis en évidence vis-a-vis de cette souche.

Comparativement a 1’étude de Alaagib et Ayoub (2015), qui n’a rapporté aucune activité
antibactérienne des extraits méthanolique et aqueux de D. costus contre Escherichia coli
(classés « —» selon leur classification MDIZ), nos résultats montrent également une absence
d’activité pour les extraits éthanolique et aqueux (zones d’inhibition <8mm), classés comme
non sensibles ou résistants (—) selon notre propre classification. Il existe ainsi une
concordance entre les deux études, ce qui renforce 1'idée d’une faible efficacité de D. costus
contre E. coli, quel que soit le solvant utilisé.
Bentahar et al, (2025) ont rapporté une activité antibactérienne modérée de I’extrait
méthanolique de B. incrassatum contre Escherichia coli, avec une zone d’inhibition de 9,45 mma la
concentration de 100 mg/mL. En revanche, I’extraits éthanolique et aqueux de B. incrassatum n’ont

montré aucune activité antibactérienne contre cette souche aux concentrations testées (8, 4 et 2

mg/mL).

De maniére générale, les extraits végétaux tendent a exercer une activité inhibitrice plus
marquée contre les bactéries a Gram positif que contre celles a Gram négatif, en raison de la
structure de leur paroi cellulaire. En effet, la présence d'une membrane externe riche en
lipopolysaccharides chez les bactéries a Gram négatif constitue une barriére supplémentaire

limitant la pénétration des composés bioactifs (Bentahar et al, 2025).

La variation de I’activité antimicrobienne des extraits semble liée a la diversité de leur
composition chimique. Les polyphénols, en particulier, agiraient selon des mécanismes
complexes, impliquant des interactions non spécifiques avec les protéines des parois
cellulaires ou les enzymes, la chélation des ions métalliques, 1’inhibition du métabolisme
bactérien, ou encore la privation de nutriments essentiels a la croissance des micro-

organismes (Karouche ez al., 2020).
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Conclusion

Actuellement, les plantes médicinales continuent a d'étre le principal fournisseur de
nouveaux médicaments. Elles sont per¢ues comme une source fiable de principes actifs
connus pour leur efficacité thérapeutique, ainsi que de matiéres premicres essentielles pour
la découverte de nouvelles molécules indispensables a la création de futurs médicaments.

Dans ce contexte, notre étude visait a réaliser une analyse phytochimique des extraits
aqueux et éthanoliques de deux plantes médicinales : Bunium incrassatum (Talghouda) et
Dolomiaea costus (costus indien). Cette démarche a permis d’extraire des quantités notables
de composés phénoliques et flavonoidiques, dont la concentration varie selon le type
d’extrait.

Par ailleurs, nous avons évalué in vitro le potentiel antioxydant des différents extraits a
travers quatre méthodes complémentaires : le test de piégeage du radical libre DPPH, le
pouvoir réducteur (FRAP), la réduction par formation du complexe Fe**—phénanthroline, et
le test ABTS.

Les résultats obtenus montrent que les extraits de Dolomiaea costus présentent une
activité antiradicalaire supérieure a celle des extraits de Bunium incrassatum.

Nous avons également étudié I’activité inhibitrice de I’enzyme o-amylase in vitro.
L’extrait ¢éthanolique de costus a montré la plus forte activité inhibitrice, indiquant un
potentiel intéressant dans la régulation de la glycémie postprandiale.

Concernant I’évaluation de I’activité antibactérienne, les extraits éthanoliques de B.
incrassatum et les extraits aqueux de costus ont montré une sensibilité vis-a-vis de la souche
Staphylococcus aureus. En revanche, aucun des extraits testés (¢thanoliques ou aqueux) n’a
démontré d’effet significatif contre la souche Escherichia coli.

Cette étude apporte un soutien scientifique a ’'usage traditionnel de ces deux plantes
médicinales et met en évidence leur potentiel en tant que ressources pour le développement
de produits pharmaceutiques ou biotechnologiques.

En perspective, des investigations plus approfondies a I’échelle moléculaire sont
nécessaires, notamment pour identifier et purifier les composés phénoliques présents dans
les extraits de Bunium incrassatum et Dolomiaea costus, susceptibles d’étre responsables
des activités biologiques observées. Une meilleure compréhension de leurs mécanismes
d’action permettra de préciser leur role individuel ainsi que les éventuelles synergies entre
ces composés, contribuant ainsi a I’identification des principes actifs impliqués dans les

effets antioxydants, antidiabétiques et antibactérienne.
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Annexes

Les Annexes

Annexe : réactifs de dosage

> Préparation de Carbonate de sodium (Na,COs3)a 7,5% :
7,5 grammes de NaxCOs3 et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.
» Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 foi :
Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec I’eau distillée (9ml).

» Préparation des solutions

Solution 1 (S1) : 9,80 g d'acétate de potassium (CH3COOK) sont dissous dans 100 ml d'eau

distillée pour obtenir une solution 1 M.

Solution 2 (S2) : 1 mg d'extrait de plante est dissous dans 1 ml de méthanol pour obtenir la

solution d'extrait.

Pour obtenir une solution a 10 % de nitrate d'aluminium (Al (NOs)s, 9H20), on dissout 10 g

de ce composé dans 100 ml d'eau distillée.

» Préparation de Gamme d’étalonnage d’acide gallique :

Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :
On prend 0,5 mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour obtenir la
solution Si (0,2mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :
25pg/ml ——— > 25ulde S1+ 175ul de MeOH
50 pg /ml —> 50ulde S1+ 150pul de MeOH
75ug/ml —> 75ulde S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml — > 100ul de S1+ 100p de MeOH
125pg /ml — > 125ul de S1+ 75ul de MeOH
150pug /ml —= 150ul de S1+ 50ul de MeOH
175 ug /ml — > 175ul de S1+ 25ul de MeOH
20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100ul FCR (1 :10) + 75ul
de Na2CO3 (7,5%) + incubation 2h + lecture & 765nm.

» Préparation de Nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20) 10% :
Pour 10% nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20) on pese 10g de ce produit dans 100ml
d’eau distillée.

» Préparation de 1 M Potassium acétate (CH3COOK) :
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Pour 1 M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 gramme de (CH3COOK) dans
100 ml d’eau distillé pour obtenir la solution Si.
» Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetin :
On prend 1 mg de la Quercetin et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la
solution 0,2mg/ml Sp.
Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :
Quercetin (25) ————= 25 ul Sm + 175 pl MeOH
Quercetin (50) ——— > 50 pl Sm+ 150ul MeOH
Quercetin (75) ————> 75 ul Sm + 125p MeOH
Quercetin (100)———— 100 pl Sm + 100ul MeOH
Quercetin (125) ———>125 pl Sm + 75ul MeOH
Quercetin (150) 5 150 pul Sm + 50pl MeOH
Quercétine (175) ————> 175ul Sm + 25ul MeOH
Quercetin (200) —— 200ul Sm + 0 MeOH
50 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 ul (MeOH)
+10 pl (S1) (CH3COOK) + 10 pl (AI(NO3)2, 9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.
Annexe : préparation des solutions et réactifs des activités biologiques
» Préparation de la DPPH :
Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol,le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm
(517 nm) dans le spectrophotometre.
» Préparation de K3Fe(CN) 6 :
1 g de K3Fe(CN) 6 dans 100 ml H20.
» Préparation d’Acide trichloracéticacide (TCA) a (10 %) :
1 g de TCA dans 10 ml H20.
» Préparation de ferricchloride (FeCl3 :0.1%) :
0,1 g de FeCl3dans 100 ml H20.
» Préparation de ABTS+:
19,2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H20 + 3,3 mg (2.45 mM) (K2S208) +5 ml H20+ attendre
16 heures a I’abri de la lumiére
» Préparation de Ferricchloride (FeCl3) (0.2%) :
0.02g de FeCl3 dans 10ml de H20
» Préparation de Phenanthroline (0.5%) :
0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH
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Figure : lecteur de microplaque



Résumé

Bunium incrassatum (Talghouda) et le Dolomiaea costus (costus indien) sont deux plantes
médicinales traditionnellement utilisées pour traiter diverses maladies en raison de leurs
propriétés antimicrobiennes. Des ¢tudes récentes ont exploré leurs propriétés
phytochimiques, antioxydantes et antimicrobiennes afin de valider leur usage traditionnel et
d’identifier de nouveaux composés thérapeutiques potentiels.

Dans notre travail, nous avons réalis¢ des analyses phytochimiques, des tests
microbiologiques, antioxydants, ainsi que des tests d’inhibition de I’enzyme a-amylase sur
deux extraits (éthanolique et aqueux) de chaque plante, dans le but de déterminer leurs
composants bioactifs.

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a mis en évidence une forte teneur en
polyphénols dans les extraits des deux plantes. La concentration la plus élevée a été
enregistrée dans I’extrait éthanolique du costus indien (225,923 ng EAG/mg), suivi de son
extrait aqueux (130,025 ng EAG/mg). En revanche, la teneur en flavonoides s’est révélée
modérée dans ’ensemble des extraits analysés.

L’¢évaluation du potentiel antioxydant a I’aide de quatre tests in vitro (DPPH, ABTS, FRAP
et phénanthroline) a mis en évidence un pouvoir antioxydant élevé pour I’extrait éthanolique
de costus indien, en corrélation positive avec sa richesse en polyphénols totaux.

L’activité inhibitrice de ’enzyme a-amylase a été évaluée pour les deux extraits de chaque
plante. Les extraits éthanoliques de costus indien et de Talghouda ont présenté les activités
les plus élevées, avec des valeurs d’IC50 de 13,11 pg/mL et 32,14 ng/mL, respectivement.

L’activité antibactérienne a été testée sur deux souches bactériennes. Les résultats montrent
que les extraits éthanoliques de Talghouda présentent une activité antibactérienne modérée
contre la souche Staphylococcus aureus.

En revanche, aucune activité antibactérienne notable n’a été observée pour les extraits
aqueux et éthanoliques de Talghouda et de costus indien vis-a-vis de la souche Escherichia
coli.

Mots clés :

Bunium incrassatum, Dolomiaea costus, Polyphénols, Flavonoides, activité antioxydante,

activité enzymatique, activité antibactérienne.



ABSTRACT

Bunium incrassatum (Talghouda) and Dolomiaea costus (Indian costus) are two medicinal
plants traditionally used to treat various diseases dueto their antimicrobial properties. Recent
studies have investigated the phytochemical, antioxidant, and antimicrobial properties of
these plants to validate their traditional use and identify potential new therapeutic
compounds.
In our work, we conducted phytochemical analyses, microbiological and antioxidant tests,
as well as o-amylase enzyme inhibition assays on two types of extracts (ethanolic and
aqueous) from each plant, aiming to identify their bioactive components.
The quantification of total polyphenols and flavonoids revealed a high polyphenol content
in the extracts of both plants. The highest concentration was recorded in the ethanolic extract
of Indian costus (225.923 ng GAE/mg), followed by its aqueous extract (130.025 ug
GAE/mg). However, the flavonoid content was found to be moderate across all analyzed
extracts.
The antioxidant potential, evaluated using four in vitro tests (DPPH, ABTS, FRAP, and o-
phenanthroline), showed strong antioxidant activity in the ethanolic extract of Indian costus,
which correlated positively with its high total polyphenol content.
The inhibitory activity of the a-amylase enzyme was assessed for both extracts of each plant.
The ethanolic extracts of Indian costus and Talghouda exhibited the highest inhibitory
activities, with IC50 values of 13.11 pg/mL and 32.14 ug/mL, respectively.
The antibacterial activity was tested on two bacterial strains. The results showed that the
ethanolic extracts of Talghouda exhibited moderate antibacterial activity against
Staphylococcus aureus. However, no significant antibacterial activity was observed for
either the aqueous or ethanolic extracts of Talghouda and Indian costus against Escherichia
coli.

Keywords:

Bunium incrassatum, Dolomiaea costus, Polyphenols, Flavonoids, Antioxidant activity,

enzymatic activity, Antibacterial activity.
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Résumé :
Bunium incrassatum (Talghouda) et le Dolomiaea costus (costus indien) sont deux plantes médicinales
traditionnellement utilisées pour traiter diverses maladies en raison de leurs propriétés antimicrobiennes. Des
étudesrécentes ont exploré leurs propriétés phytochimiques, antioxydantes et antimicrobiennes afin de valider
leur usage traditionnel et d’identifier de nouveaux composés thérapeutiques potentiels.
Dans notre travail, nous avons réalisé des analyses phytochimiques, des tests microbiologiques, antioxydants,
ainsi que des tests d’inhibition de I’enzyme a-amylase sur deux extraits (éthanolique et aqueux) de chaque
plante, dans le but de déterminer leurs composants bioactifs.
Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a mis en évidence une forte teneur en polyphénols dans
les extraits des deux plantes. La concentration la plus €levée a été enregistrée dans I’extrait éthanolique du
costus indien (225,923 ng EAG/mg), suivi de son extrait aqueux (130,025 png EAG/mg). En revanche, la teneur
en flavonoides s’est révélée modérée dans ’ensemble des extraits analysés.
L’évaluation du potentiel antioxydant a I’aide de quatre tests in vitro (DPPH, ABTS, FRAP et phénanthroline)
a mis en ¢évidence un pouvoir antioxydant élevé pour ’extrait éthanolique de costus indien, en corrélation
positive avec sa richesse en polyphénols totaux.
L’activité inhibitrice de I’enzyme a-amylase a été évaluée pour les deux extraits de chaque plante. Les extraits
¢thanoliques de costus indien et de Talghouda ont présenté les activités les plus élevées, avec des valeurs
d’IC50 de 13,11 pg/mL et 32,14 ng/mL, respectivement.
L’activité antibactérienne a été testée sur deux souches bactériennes. Les résultats montrent que les extraits
¢thanoliques de Talghouda présentent une activité antibactérienne modérée contre la souche Staphylococcus
aureus.
En revanche, aucune activité antibactérienne notable n’a été observée pour les extraits aqueux et éthanoliques
de Talghouda et de costus indien vis-a-vis de la souche Escherichia.

Mots-clefs : Bunium incrassatum, Dolomiaea costus, Polyphénols, Flavonoides, activité antioxydante, activité

enzymatique, activité antibactérienne.

Laboratoires de recherche : Laboratoire de biochimie, faculté de Science de la Nature et de la Vie (Université
des Fréres Mentouri Constantine 1), laboratoire de biochimie, laboratoire de bactériologie du Centre National

de Recherche en Biotechnologie (CRBT) de Constantine

Président du jury : Dr.MOUSSAOUI. Samira (MCB - U Constantine 1 Fréres Mentouri).
Encadrant : Dr.MADI Aicha (MCA-U Constantine 1 Fréres Mentouri).
Co-encadrante : Dr.NAOUI Amira (MRA- CRBT Constantine).

Examinateur : Dr.HALMI Sihem (MCA- U Constantine 1 Freres Mentouri).




