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        Introduction générale  

Depuis les débuts de l’humanité, les plantes ont toujours répondu aux besoins essentiels des 

sociétés humaines, en fournissant nourriture, abri, vêtements, protection contre les agents 

pathogènes, ainsi que des remèdes contre de nombreuses maladies et infections (Max RA et al, 

2014). 

     Parmi elles, les plantes médicinales se distinguent par leur richesse en composés 

phytochimiques capables de participer au maintien de l’équilibre physiologique de l’organisme 

humain. Le savoir lié à leurs vertus thérapeutiques s’est transmis de génération en génération, 

notamment dans les pays africains, où la médecine traditionnelle demeure un élément clé des 

systèmes de soins (Hostettmann et al., 2002 ; Karou et al., 2011). Toutefois, une grande partie 

de la biodiversité végétale médicinale reste encore peu explorée scientifiquement, ce qui freine 

la validation des usages empiriques rapportés par les populations locales. Il devient donc 

essentiel d’orienter les recherches futures vers une évaluation rigoureuse de ces espèces à 

potentiel thérapeutique. 

    Selon Bruneton (1999), les plantes aromatiques présentent une importance économique 

considérable dans plusieurs domaines, notamment les industries pharmaceutique, 

agroalimentaire, cosmétique et officinale. Au-delà de leurs usages culinaires et de leurs 

propriétés olfactives, elles renferment une grande variété de composés bioactifs — tels que les 

alcaloïdes, flavonoïdes, tanins, saponosides et huiles essentielles — auxquels sont attribuées de 

nombreuses vertus médicinales. Ces plantes constituent ainsi non seulement une base 

essentielle des remèdes traditionnels, mais également une ressource naturelle de premier plan 

pour la recherche et le développement de nouveaux médicaments (Beloued, 1998). 

        Parmi les familles botaniques d'intérêt, les Rubiacées représentent une vaste famille 

botanique comprenant environ 500 genres et plus de 6 000 espèces. Elles sont largement 

réparties dans les régions tropicales et subtropicales, avec une présence plus restreinte dans la 

zone tempérée froides (Zhu, Y. 2024) 

     Dans ce contexte, notre étude vise à mener une investigation phytochimique et biologique 

sur une plante appartenant au genre Asperula. 

L’objectif principal est de caractériser les composés bioactifs qu’elle renferme, tout en évaluant 

ses activités biologiques potentielles, notamment ses effets antibactériens et antioxydants. 



Introduction générale 

2 

 

    Notre mémoire est structuré en cinq chapitres. Le premier est consacré à une étude 

bibliographique sur la famille des Rubiacées et le genre Asperula. Le deuxième chapitre traite 

des métabolites secondaires, tandis que le troisième expose les principes des activités 

biologiques étudiées, à savoir l’activité antioxydante et l’activité antibactérienne. 

 Le quatrième chapitre décrit les méthodes d’évaluation in vitro des activités antioxydante et 

antibactérienne, ainsi que l’étude phytochimique de la plante étudiée. Enfin, le cinquième 

chapitre est consacré à la discussion des résultats obtenus, suivie d’une conclusion générale 

récapitulant l’ensemble des travaux réalisés. 
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1. La famille de Rubiacées 

1.1. Définition 

       Les Rubiacées, une famille de plantes appartenant à l’ordre des Gentianales au sein des 

eudicotylédones, incluent notamment le caféier. Avec environ 14000 espèces réparties en 637 

genres et 60 tribus (Razafimandimbison et al., 2024, Mongrand et al., 2005), elles constituent 

la quatrième famille la plus riche en espèces et l’une des plus diversifiées parmi les plantes à 

fleurs après les Asteracées, Orchidacées et Fabacées (Mabberley, 2017 ; Ly et al., 2020, 

Ehrendorfer et al., 2005).  

Cette famille est divisée en quatre sous-familles principales : Rubioideae, Cinchonoideae, 

Antirheoideae and Ixoroideae (Martins et al., 2015). 

 

Figure 1: Plante de la famille Rubiacée 

 

1.2. Description botanique de Rubiacées  

       La famille des Rubiacées présente une grande diversité de formes botanique, comprenant 

des arbres (jusqu’à 40 m comme Blepharidium guatemalense), des arbustes de petite taille (ex. 

Maschalodesme, 1-2 m), des lianes, des herbacées et des épiphytes (Robbrecht, 1988 ; 

Gardner et al., 2000 ; Ricker et al., 2013). On recense 32 genres grimpants en zone 

néotropicale (Delprete, 2022) et 88 dans l’Ancien Monde (Hu et Li, 2015), avec des 

mécanismes d’ascension variés : stipules, épines, racines adventives, tiges volubiles 

(Robbrecht, 1988 ; Delprete, 2022). 

              Les feuilles, simples et entières, sont souvent opposées ou décussées, parfois disposées 

en verticilles, avec des domaties chez certaines espèces (Tricalysia). Les stipules, 
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intrapétiolaires ou interpétiolaires, peuvent être entières, bifides ou frangées, parfois 

glandulaires. Les fleurs sont majoritairement pentamères et hermaphrodites, souvent 

actinomorphes, à corolle tubulaire généralement blanche ou bleue, et étamines alternes avec les 

lobes. Le calice, soudé, forme un tube aux lobes variés. L’ovaire est en général infère et 

biloculaire, mais peut être semi-infère ou supère selon les espèces (Robbrecht, 1988). 

       Les fruits varient en forme et couleur (baies, drupes, capsules, etc.) ; leur taille varie selon 

les groupes (grands chez les Gardenieae, petits chez les herbacées). Les graines sont souvent 

nombreuses et petites, mais parfois grandes et protégées par un exostesta. 

        La pollinisation est majoritairement entomophile, parfois assurée par les chauves-souris 

ou les oiseaux (Burchellia). Les grains de pollen sont souvent tricolporés et isopolaires.  

1.3. Utilisation traditionnelle des Rubiacées  

Les Rubiacées compte parmi les familles botaniques les plus utilisées en médecine 

traditionnelle en raison de la richesse en composés bioactifs dotés d’un fort potentiel 

pharmacologique (Karou et al., 2011 ; Martins et Nunez, 2015). Leur grande diversité 

chimique leur confère une vaste gamme d’usages à travers le monde, qu’ils soient médicinaux, 

alimentaires, industriels, culturels ou encore scientifiques, à l’échelle mondiale (Dubey et 

Prakash, 2021 ; Kagisha et al., 2021 ; Chaniad et al., 2022 ; González-Castelazo et al., 2023 

; Jaafar et al., 2023 ; Roy et al., 2023 ; Rushdan et al., 2023 ; Joseph et al., 2024). Certaines 

espèces de Rubiacées, comme les caféiers, possèdent une importante valeur économique, tandis 

que d’autres, telles qu’Ixora, Gardenia, Mussaenda, Portlandia ou Serissa, sont 

particulièrement appréciées pour leurs qualités ornementales ( Putri et al., 2021). 

      Les Rubiacées sont connues pour leur capacité à produire une grande variété de métabolites 

secondaires, parmi lesquels figurent les iridoïdes, anthraquinones, triterpènes et alcaloïdes 

indoliques, responsables de nombreuses propriétés thérapeutiques (Martins et Nuñez, 2015). 

Par exemple, Coffea arabica renferme de la caféine, un composé bioactif reconnu pour ses 

effets stimulants, diurétiques, vasoconstricteurs et bronchodilatateurs (Simões et al., 2004). De 

son côté, Cinchona ledgeriana constitue une source majeure de quinine, un antipaludique 

naturel ayant inspiré la synthèse de nombreux traitements modernes (Viegas et al., 2006). 

      Traditionnellement, les espèces de la famille des Rubiacées sont employées dans le 

traitement de nombreuses affections, notamment le paludisme, les troubles digestifs, la fièvre, 

la diarrhée, les infections urinaires et respiratoires, les céphalées, les inflammations ainsi que 
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diverses maladies cutanées (Conserva et al., 2012). Certaines parties de plantes, notamment 

les racines, sont même traditionnellement utilisées dans le traitement du tétanos ou en cas de 

morsures venimeuses (Allabi et al., 2011). D’autres espèces de Rubiacées sont reconnues pour 

leurs propriétés expectorantes, anti-inflammatoires, antiémétiques et diaphorétiques, en 

particulier dans le traitement de la bronchite, des hémorroïdes et des céphalées (Hall et al., 

2012).  

Diverses plantes de la famille, comme le caféier (Coffea), présentent une valeur économique 

notable. Plusieurs genres, tels que Uncaria Schreber, Cinchona L. et Coffea L., constituent des 

sources de matières premières pharmaceutiques utilisées à des fins thérapeutiques (Martin et 

al., 2015) 

1.4. Distribution géographique des Rubiacées 

      La famille des Rubiacées a une distribution cosmopolite, majoritairement présente dans les 

zones tropicales et subtropicales, notamment dans les forêts humides de plaine, où elle 

représente l'une des familles les plus riches en espèces ligneuses (Davis et al., 2009). Par 

exemple, dans la flore tropicale de la péninsule malaise, la famille comprend 24 genres et 237 

espèces, aux côtés d'autres grandes familles telles que les Fabacées et Euphorbiacées (Ng, 

1988). 

      Certaines espèces de Rubiacées se développent aussi dans des zones de haute altitude, 

comme dans les régions subpolaires, bien que leur diversité y soit plus limitée. Dans le nord-

est des États-Unis et au Canada, seulement neuf genres répartis en quatre tribus sont recensés 

(Gleason et al., 1991). 

        Selon Davis et al. (2009), les pays les plus riches en espèces de Rubiacées sont la 

Colombie, le Venezuela, la Nouvelle-Guinée, le nord du Brésil et la République démocratique 

du Congo. Le genre Psychotria, avec 1834 espèces, est le troisième plus grand genre 

d'angiospermes au monde, après Astragalus (Fabaceae) et Bulbophyllum (Orchidaceae) 

(Frodin et al., 2004 ; Plants of the World Online). 

        La famille comprend aussi une importante proportion de genres à faible diversité : environ 

200 genres monotypiques, 330 genres avec 2 à 3 espèces, et 450 genres comptant entre 4 et 10 

espèces (Davis et al., 2009). Environ 64 % des espèces de Rubiacées sont endémiques à une 

île ou un pays. Les régions les plus riches en espèces endémiques sont la Nouvelle-Guinée, 
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Madagascar, les Philippines, Bornéo et Cuba, avec respectivement 620, 520, 443, 428 et 344 

espèces endémiques (Davis et al., 2009). 

2. Le genre Asperula 

2.1. Définition  

Le genre Asperula, appartenant à la tribu Rubieae de la famille des Rubiacées, compte entre 

183 et 185 espèces, pour un total de 230 à 232 taxons selon les auteurs (Latrou et al.,  1984 ; 

Minareci et al., 2007 ; Thompson et al., 2009 ; Minareci et al., 2010 ; Öztürk et al., 2013). 

Il est considéré comme l’un des genres les plus importants de cette famille (Minareci et al., 

2007). 

      Asperula comprend majoritairement des espèces vivaces et suffrutescentes, réparties en dix 

sections (Ehrendorfer et al., 2005). Les espèces de ce genre, comme celles de la tribu Rubieae 

en général, sont autoincompatibles et ont une reproduction majoritairement allogame, 

l’autogamie étant rare (Gücel et al., 2009 ; Tao et al., 2011). 

       Les genres Rubia, Galium et Asperula appartiennent tous à la même tribu Rubieae, issue 

de la sous-famille Rubioideae, au sein d’une famille Rubiaceae riche de plus de 10 000 espèces 

et 637 genres (Derksen et al., 2001 ; Mongrand et al., 2005). 

 

Figure 2: Aspect morphologique d’Asperula 
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2.2. Description du genre Asperula 

Le genre Asperula est représenté par plusieurs espèces largement distribuées en Europe, avec 

quelques-unes endémiques ou localisées. Les espèces de ce genre présentent une diversité 

morphologique marquée (Codd et al., 2007 ; Caputo et al., 2013) 

 

Tableau 1: description de quelques espèces du genre Asperula 

    Espèce d’asperula                                            Description 

 Asperula taurina (A) Les tiges sont dressées ou ascendantes, à quatre angles, plus ou moins 

velues, avec de longs entre-nœuds. Les feuilles sont ovées-lancéolées, 

aiguës, très brièvement pétiolées, disposées en verticilles de quatre. 

L’inflorescence est entourée de bractées ciliées et inégales. Les corolles 

sont blanches ou jaunâtres pâles avec des anthères violettes ou blanches 

Asperula cynanchica Elle se distingue par de nombreuses tiges rampantes ou ascendantes, 

glabres et ramifiées. Les feuilles, linéaires et glabres, sont aiguës, 

disposées par quatre, aux marges plates à légèrement recourbées. Les 

corolles, généralement pâles (violacées à blanchâtres), sont largement 

infundibuliformes avec un tube dépassant les lobes d’au moins 1,5 fois. 

Asperula capitata (B) 

 

Les tiges, glabres et peu ramifiées, atteignent 30 cm. Les feuilles, 

linéaires et glabres, sont disposées en verticilles de 6 (ou 4 sur les 

rameaux stériles). L’inflorescence est capituliforme, avec 20 à 25 fleurs 

au sommet de la tige, entourées à la base par des bractées linéaires-

lancéolées. Les corolles sont pâles (violacées à blanchâtres), avec un 

tube deux fois plus long que les lobes 

Asperula graveolens 

subsp. graveolens 

Les tiges sont obliquement ascendantes, à quatre angles. Les feuilles 

sont linéaires, plus courtes que les entre-nœuds, en verticilles de quatre. 

Les inflorescences sont lâches, à fleurs violet pâle, courtement 

pédicellées, avec des corolles poilues à l’extérieur et sur les nervures 

Asperula rumelica Elle a de nombreuses tiges glabres, peu ramifiées, avec des feuilles en 

verticilles de 4, étroites, linéaires et acuminées. Les corolles sont 

blanchâtres avec des lobes mesurant les deux tiers du tube. Les 

pédicelles mesurent 2 mm 
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Asperula hirta (C) Les tiges sont dressées ou ascendantes, glabres ou rarement hirsutes, 

portant 1 à 2 inflorescences. La corolle est rose pâle ou blanche rosée, 

glabre, avec un tube plus court que les lobes. 

Asperula glauca Les feuilles sont en verticilles de 8 à 10, linéaires, à extrémité arrondie 

portant une courte pointe. L’inflorescence est largement 

infundibuliforme avec des fleurs blanches en coupe. 

Asperula aristata Les tiges, dressées, sont lignifiées à la base, avec des feuilles linéaires, 

lisses et glabres. Les corolles ont des bractées courtes et lancéolées. Les 

fleurs sont rougeâtres à courts pédicelles dressés 

 

                  (A)                                                  (B)                                             (C)

 

Figure 3: Quelque espèces du genre Asperula (A). Asperula taurina (B). Asperula capitata 

(C). Asperula hirta (Plesca, et al 2020) 

2.3. La position systématique  

La position systématique d’Asperula selon la flore d’Algérie est la suivante : 

Tableau 2: classification de genre Asperula 

Règne Plantae 

Sous-règne Tracheobionta 

Division Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Sous-classe Asteridae 
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Ordre Rubiales 

Famille Rubiaceae 

Genre Asperula 

2.4. Utilisation traditionnelle d’Asperula 

Asperula est traditionnellement reconnue pour son efficacité dans le traitement de divers 

troubles notamment l’angoisse, les céphalées, l’insomnie, les palpitations, les troubles 

menstruels d’origine nerveuse, ainsi que les troubles digestifs liés au système neuro-végétatif 

(Goetz et al., 2011). Certaines espèces du genre Asperula sont également utilisées en tant que 

diurétique, tonique et antidiarrhéique (Ufuk et al., 2018). 

      Elles sont par ailleurs utilisées pour abaisser la pression artérielle, atténuer les œdèmes et 

contribuer à la prise en charge du diabète. Par ailleurs, ces plantes représentent une source 

précieuse de composés bioactifs, notamment aux propriétés antimicrobiennes (Goetz et al., 

2011). 

Bien que les recherches sur les activités biologiques de l’espèce étudiée du genre Asperula 

demeurent limitées, d’autres espèces de ce genre ont fait l’objet d’études approfondies. Leurs 

propriétés thérapeutiques ont été démontrées, notamment des activités anti-inflammatoires 

(Goetz et Le Jeune, 2011), antimicrobiennes, antifongiques, antihypoxiques (Sergeevna et al., 

2015 ; Yurchenko et al., 2013), et surtout antioxydantes (Ufuk et al., 2018). 

2.5. Distribution géographique  

Le genre Asperula présente une large diversité géographique au sein du continent européen et 

au-delà. Asperula taurina se répartit depuis la région méditerranéenne jusqu’au centre de 

l’Europe, s’étendant vers le sud-ouest de l’Asie. Asperula cynanchica est une espèce largement 

répandue en Europe du Sud et du Centre, où elle colonise principalement les prairies sèches et 

calcaires (Codd et al., 2007). 

     En revanche, Asperula capitata montre une distribution plus restreinte, limitée à la 

Roumanie et à la Bulgarie. Asperula graveolens subsp. graveolens est présente en Europe du 

Sud-Est, croissant sur les sables marins et continentaux, notamment le long de la mer Noire et 

de certains cours d’eau en Roumanie. Asperula rumelica est originaire du sud-est et de l’est de 

l’Europe jusqu’au nord-ouest de la Turquie (Caputo et al., 2013). 
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      Asperula hirta, quant à elle, pousse dans la partie occidentale des Pyrénées, dans des 

habitats subalpins et alpins (Chouard, 1948). Asperula glauca est répandue en Europe de 

l’Ouest, du Centre et du Sud (Ančev et al., 2011), tandis qu’Asperula aristata est signalée en 

Europe du Sud-Est, ainsi que dans les Alpes et les Balkans nord-occidentaux (Caputo et 

al.,2013). 

 Asperula est abondante dans le Sud de la péninsule Ibérique et l’Afrique du Nord, à l'exception 

de l'Égypte. Cette espèce est très commune dans le Tell Algérien et toutes les régions 

montagneuses (Clamote, 2017
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1. Les Métabolites secondaires : 

1.1 Définition 

Les métabolites secondaires sont issus de voies de synthèse qui, bien que non indispensables à 

la survie immédiate de l’organisme, peuvent lui conférer un avantage sélectif dans certaines 

conditions environnementales. Ils s’opposent aux métabolites primaires, produits des voies 

cataboliques et anaboliques essentielles à la croissance, au développement et à la reproduction 

cellulaire. Les métabolites secondaires présentent une grande diversité structurelle et 

fonctionnelle, et sont souvent dotés d’activités biologiques variées et sophistiquées. (Drago, 

2015). 

1.2 Classification des métabolites secondaires 

La classification des métabolites secondaires des plantes repose sur leurs propriétés chimiques 

et les rassemblent en quatre groupes de molécules : 

• Les composés phénoliques ou les polyphénols. 

• Les alcaloïdes ou les composés azotés. 

• Les terpènes. 

• Les saponosides (Merghem, 2009) 

1.2.1 Les composés phénoliques ou les polyphénols 

Les composés phénoliques, également appelés polyphénols, sont des métabolites secondaires 

produits par les plantes. Bien qu’ils ne soient pas essentiels à leur survie mais ils jouent des 

rôles clés dans la protection et l’adaptation au milieu. Ils forment une famille très diversifiée de 

molécules largement répandues dans le règne végétal (Macheix et al., 2013). 

Ces composés ont en commun une structure chimique caractérisée par au moins un noyau 

aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004). 

Dans les plantes, les composés phénoliques participent à divers processus biologiques tels que 

le développement, la reproduction, la pigmentation, la défense contre les rayons UV, les 

herbivores, ou encore les pathogènes (Shahidi et al., 2015). 
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Figure 4: Structure d’unité de base des polyphénols 

Cinq principales classes de composés phénoliques sont généralement distinguées ; elles sont 

présentées dans le tableau 3 : 

Tableau 3 : Principales classes de composés phénoliques (Macheix et al., 2005) 

Nombre de C Classe Exemples/origine 

C₆ 

 

Phénols Simples Catéchol 

C₆-C₁ Acides phénols Hydroquinine 

C₆-C₃ Acide cinnamique 

Coumarines  

Phénylpropènes 

Acide cafféïque (Café) 

Esculétine (Citron) 

 Eugénol (Giroflier) 

(C₆-C₃) ₂ Lignane Pinorésinol (Pin) 

(C₆-C₃) n Lignines Bois, noyau des fruits. 

 

C₆-C₃-C₆ Flavonoïdes  

Isoflavonoïdes  

Anthocyanes 

Apigénine (fruits)  

Génistéine (Soja,) 

Pélargonidine (fruits rouges) 

(C₆-C₃-C₆) ₂ Biflavonoïde Amentoflavone 

(C₆-C₃-C₆) n 

 

Proanthocyanes (tannins) Procyanidines (Raisin rouge) 

 

1.2.1.1  Les acides phénoliques 

Les acides phénoliques sont des composés appartenant à la famille des polyphénols, caractérisés 

par la présence d’une fonction acide carboxylique (–COOH) et d’un ou plusieurs groupes 

phénoliques (–OH portés par un noyau aromatique). Bien qu’ils soient généralement incolores 
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et moins abondants que d’autres types de polyphénols, ils sont largement distribués dans de 

nombreuses plantes alimentaires, médicinales et aromatiques, (Psotová et al., 2003). 

Parmi les acides phénoliques les plus connus, on peut citer l’acide chlorogénique, l’acide 

caféique, l’acide protocatéchique, l’acide vanillique, l’acide férulique, l’acide sinapique et 

l’acide gallique. Selon leur structure chimique, ces composés sont classés en deux grandes 

familles : 

Les acides hydroxybenzoïques, qui sont des dérivés de l’acide benzoïque (structure de base C6–

C1), comme l’acide protocatéchique, vanillique et gallique ; 

Les acides hydroxycinnamiques, qui dérivent de l’acide cinnamique (structure C6–C3), tels que 

l’acide caféique, férulique, sinapique et chlorogénique (Pandey et al., 2009). 

 

Figure 5:Classification des polyphénols (Macheix et al., 2006). 

1.2.1.2  Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes représentent le groupe le plus important parmi les composés phénoliques. Ils 

jouent un rôle de pigments responsables des teintes jaunes, oranges et rouges observées dans 

divers organes végétaux (Yezza et al., 2014). 

Leur structure de base comprend quinze atomes de carbone (C6-C3-C6), formée de deux cycles 

aromatiques (A et B) reliés par un pont de trois carbones, souvent sous forme d’un hétérocycle 

C. Généralement hydrosolubles (Nijveldt et al., 2001),  
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Figure 6: Structure générale d’un flavonoïde 

Les flavonoïdes se répartissent en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau 

central, telles que les flavones, flavonols, flavanols, anthocyanes et aurones. Ils jouent 

également un rôle protecteur pour les tissus végétaux contre les effets nocifs des rayons 

ultraviolets (Ahmad et al., 2015).  

Tableau 4: Structures de quelques classes des flavonoïdes 

Classe de flavonoïde Structure 

Flavonols 

 

Flavones 

 

Flavanones 

 

Isoflavonoïde 
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Anthocyanines 

 

1.2.1.3  Les tanins 

Les tanins sont classés en deux grandes catégories selon leur structure chimique : les tanins 

hydrolysables et les tanins condensés (également appelés proanthocyanidines) (Shahidi et al., 

2004). 

• Les tanins condensés sont des oligomères ou polymères constitués d’unités 

flavonoïdiques, en particulier des flavan-3-ols comme la catéchine et l’épicatéchine. 

• Les tanins hydrolysables, quant à eux, sont des sucres (principalement du glucose) 

estérifiés par des acides phénoliques, notamment l’acide gallique ou ses dérivés, comme 

l’acide ellagique. (Ferreira et al., 2000 ; Khanbabaee et al., 2001) 

Ils se distinguent des autres composés phénoliques par leurs activités chimiques et biologiques. 

Présents dans différentes parties des plantes, les tanins possèdent des propriétés antiseptiques, 

antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, antidiarrhéiques, hémostatiques et 

vasoconstrictrices (Ali-dellile et al., 2013).  

           

Figure 7: Structures chimiques (a) d’un tanin hydrolysable et (b) d’un tanin condensé 

1.2.1.4  Les coumarines 

Les coumarines sont des composés phénoliques hétérocycliques oxygénés et volatils, largement 

distribués dans le règne végétal. Elles se caractérisent par leur fluorescence bleue à bleu-vert 

sous lumière ultraviolette, ce qui, associé à un spectre UV spécifique, facilite leur identification. 

Sur le plan physico-chimique, les coumarines sont solubles dans les alcools ainsi que dans 
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divers solvants organiques, notamment le diéthyléther et les solvants chlorés. (Garabeth et al., 

2007). 

 

Figure 8: structure de base des coumarines 

1.2.1.5  Quinones 

Les quinones sont des composés aromatiques oxygénés résultant de l’oxydation de dérivés 

phénoliques. Elles se distinguent par leur forte réactivité chimique, notamment vis-à-vis des 

groupes amines libres (NH₂) présents dans les protéines. Cette réactivité peut entraîner la 

formation de liaisons covalentes, provoquant ainsi une coloration durable de la peau ou des 

tissus biologiques. (Bruneton et al., 2009). 

1.2.2 Les alcaloïdes 

Les alcaloïdes (anciennement connus sous le nom de purines), forment une large famille de 

composés azotés d'origine naturelle, caractérisés par leur nature basique. Ils possèdent 

généralement des structures cycliques complexes, avec un atome d'azote intégré dans le cycle, 

jouant un rôle clé dans leur activité biologique. En raison de leur grande diversité chimique et 

structurale, leur classification demeure complexe. Elle se base sur plusieurs critères, notamment 

leur origine biologique, leur voie de biosynthèse et leur structure chimique (Badiaga et al., 

2011). 

On peut classer les alcaloïdes en trois groupes, en fonction de leur biogenèse et de la position 

de l'azote (Dehak et al., 2013 ; Beddou et al., 2015) : 

• Les alcaloïdes vrais 

• Les proto-alcaloïdes 

• Les pseudo alcaloïdes 
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                                                              Figure 9: Structure de base des alcaloïdes 

1.2.3 Les terpénoïdes 

Le terme terpènoïde désigne l’ensemble des composés dont la structure moléculaire est basée 

sur une unité à cinq atomes de carbone appelée isoprène. Selon le nombre d’unités isopréniques 

qui les composent, on distingue : 

• Monoterpènes (C10) 

• Sesquiterpènes (C15)  

• Diterpènes (C20)  

• Triterpènes (C30) 

•  Tétraterpènes (C40)  

• Polyterpènes (jusqu’à C4000) (Merghem et al., 2009) 

 Les terpénoïdes constituent l’un des groupes majeurs de métabolites secondaires produits par 

les végétaux. Ils dérivent des terpènes, qui sont des hydrocarbures naturels pouvant présenter 

une structure linéaire ou cyclique (Hernandez-Ochoa et al., 2005). Sur le plan chimique et 

fonctionnel, les terpènoïdes forment un ensemble extrêmement diversifié, regroupant des 

composés aux structures, propriétés et fonctions variées. Avec près de 15 000 structures 

identifiées, ils représentent l’une des classes les plus étendues et les plus complexes de 

composés organiques d’origine végétale (Hopkins et al., 2003). 

Certains terpènoïdes, comme le menthol ou le limonène, sont connus pour leurs fortes odeurs, 

ce qui les rend utiles dans la fabrication des huiles essentielles. Ils sont également utilisés pour 

leurs propriétés antiseptiques, en cosmétique (notamment en parfumerie), ainsi que dans le 

traitement des affections respiratoires, grâce à leur activité antimicrobienne et expectorante 

(lowe et al, 2024) 

1.2.4 Les saponosides 

Le terme saponosides provient du mot savon. Ce sont des terpènes glycosylés, mais ils peuvent 

également exister sous forme d’aglycones, notamment à structure stéroïdienne. Ils se 

caractérisent par un goût amer et âcre (Iserin et al., 2001). 

Figure 10: Structure de la molécule d’isoprène 
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Figure  11 : Structure de la molécule des saponosides 

2. Méthode de séparation (Chromatographie) 

2.1  Définition  

La chromatographie est une méthode physique d’analyse utilisée pour séparer les différents 

constituants d’un mélange. Ces constituants, appelés solutés, sont transportés par une phase 

mobile (liquide) à travers une phase stationnaire fixe. Les solutés interagissent différemment 

avec cette phase stationnaire, qui agit comme un frein en ralentissant leur progression. Cette 

interaction différentielle est à la base de la séparation. Le terme « chromatographie » provient 

du grec chroma (couleur) et graphein (écrire), en référence aux premières séparations de 

composés colorés réalisées par cette méthode. 

2.2 Les différents types de chromatographie : 

Les méthodes chromatographiques sont classées selon le dispositif séparateur utilisé (phase 

stationnaire/mobile) et les paramètres physico-chimique intervenants :  

Phase mobile : chromatographies (liquide) 

Phase stationnaire : 

- Chromatographies de surface (sur papier, sur couche mince (CCM)) 

 - Chromatographies sur colonne 

Paramètres physico-chimiques : chromatographies (d’adsorption ; de partage ; d’exclusion, 

échangeuse d’ion ; d’affinité) 
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Figure 12 :Classification des méthodes chromatographiques 

 

2.2.1 La chromatographie sur papier 

Repose sur les phénomènes de partage (solubilité des molécules). 

Phase mobile : solvant (BAW : BuOH, Acide Acétique, Eau)  

Phase stationnaire : papier Whatman ou papier cellulosique  

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique largement utilisée 

pour séparer et identifier les composés organiques (Autran et al., 1991). Elle repose sur un 

phénomène d'adsorption, dans lequel une phase mobile (généralement un solvant ou un mélange 

de solvants) migre le long d’une phase stationnaire, telle que le gel de silice, le polyamide ou 

la cellulose. Lors du processus, chaque composé est soumis à deux forces opposées : l’une de 

rétention exercée par la phase stationnaire, et l’autre d’entraînement due à la phase mobile. 

L’interaction entre ces deux forces permet une migration différenciée des substances, 

aboutissant à leur séparation (Délattre et al., 2005). 

L’identification des composés se fait par comparaison avec des témoins déposées dans les 

mêmes conditions que l’échantillon étudié. Chaque témoin est caractérisé par une valeur de Rf 

(rapport frontal ou facteur de rétention), propre à lui. Une fois la migration terminée, les 

différentes tâches sont rendues visibles par un révélateur coloré, après un passage au chauffage 

(Paulsen et al, 2002). 
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. 

Figure 13 :Cuve chromatographique 

 

3. Métabolites secondaires isolés des genres de la famille Rubiacées : 

Des études phytochimiques menées sur les espèces appartenant à la famille des Rubiaceae, 

publiées entre 1990 et 2014, ont révélé que les iridoïdes, les anthraquinones, les triterpènes, les 

alcaloïdes indoliques, les flavonoides ainsi que d’autres sous-classes d’alcaloïdes figurent 

parmi les composés les plus fréquemment identifiés dans cette famille botanique (Martins et 

al, 2015 ; Moubasher et al., 2016) 

Ces composés ont été principalement isolés des genres Uncaria, Psychotria, Hedyotis, 

Ophiorrhiza et Morinda. La répartition des iridoïdes, des alcaloïdes et des anthraquinones 

mettent en évidence leur corrélation chimio-taxonomique entre les tribus et les sous-familles. 

D’un point de vue évolutif, la sous-famille des Rubioideae est la plus ancienne, suivie par les 

Ixoroideae, puis les Cinchonoideae. La voie biosynthétique chimique, qui est moins spécifique 

chez les Rubioideae, peut expliquer cela, car de grandes quantités d’iridoïdes et d’alcaloïdes 

indoliques y sont produites. Chez les Ixoroideae, la voie biosynthétique la plus active est celle 

qui produit les iridoïdes ; tandis que chez les Cinchonoideae, elle produit principalement des 

alcaloïdes indoliques, ainsi que d’autres types d’alcaloïdes (Martins et a.l, 2015). 

Tableau 5 : Quelques métabolites isolés des Rubiacées 

Genre Classe Substance Structure 

Cephaelis 

 

Alcaloïde 

 Lactone  

Alcaloïde  

Alcaloïde 

Emétine  

Acide chélidonique  

Céphaline  

Psycotrine 

I  

II 

 III 

 IV 
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Cinchona Alcaloïde 

 Triterpène  

Alcaloïde 

  

 

 Quinine  

Acide cinchonique  

Acide quinovique 

Quinidine  

Cinchonine  

Cinchonidine 

V 

VI  

VII 

VIII  

IX 

 X 

Coffea Méthylxanthine 

Diterpène  

Anthraquinone  

Caféine 

 Cafestol 

 Galiosine  

Coparéolatine  

Munjistine 

XI  

XII 

 XIII  

XIV 

 XV 

Corynanthe Alcaloïde Yohimbine XVI 

Galium Iridoïde Macédonine XVII 

Genipa Monoterpène Génipine XVIII 

Hedyotis Anthraquinone Alizarine XIX 

Landenbergia  

Alcaloïde 

Quinidine  

Cinchonine 

 Cinchonidine 

VIII  

IX 

 X 

Morinda Anthraquinone Alizarine XIX 

Mussaenda Triterpène Acide arjunolique XX 

Oldenlandia Anthraquinone Alizarine XIX 

Psychotria Alcaloïde 

  

Psycotrine  

Céphaline 

IV 

 III 

Relbunium Anthraquinone Purpurine XXI 

Remijia   

Alcaloïde 

Quinidine  

Cinchonine  

Cinchonidine 

VIII 

 IX  

X 

Rubia Anthraquinone 

Anthraquinone 

Purpurine 

 Alizarine 

XXI  

XIX 
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Figure 14: Différentes classes de composés isolés de Rubiacées (Martins et al, 2015) 

Une étude phytochimique récente, portant sur l’extrait méthanolique des racines de Xeromphis 

nilotica (Rubiacées), a conduit à l’isolement et à la caractérisation de trois composés : la 

scopoletine (7-hydroxy-6-méthoxycoumarine) et deux de ses dérivés glycosylés (Yolidje et al., 

2024) 
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Figure 15: structure de la scopoletine 

4. Métabolites secondaires isolés des espèces du genre Asperula : 

Plusieurs études phytochimiques menées sur le genre Asperula ont mis en évidence la présence 

des iridoïdes, des flavonoïdes, des triterpènes ainsi que des acides phénoliques (Minareci et al., 

2011 ; Özgen et al., 2018). Par ailleurs, les coumarines et les anthraquinones ont été rapportées 

comme les principales classes de métabolites secondaires présentes dans ce genre 

(Kırmızıbekmez et al., 2017). 

L’analyse par HPLC de l’extrait méthanolique de l’espèce Asperula taurina subsp. caucasica 

a permis l’identification de trois acides phénoliques : l’acide protocatéchique, l’acide p-

hydroxybenzoïque et l’acide benzoïque. Par ailleurs, la quercétine 3-O- galactoside a été isolée 

à partir de la sous-fraction à l’acétate d’éthyle à l’aide de différentes techniques 

chromatographiques (Özgen et al., 2018). 
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Figure 16:Structures chimiques des composés isolés de l’espèce Asperula taurina 

 

Quercétine -3-O-galactoside Acide protocatéchique 

Acide-p-hydroxybenzoique Acide benzoïque 
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1. L’activité antibactérienne 

Les propriétés antibactériennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis 

l’antiquité. Le terme "agent antibactérien" désigne toute substance utilisée pour détruire les 

bactéries ou empêcher leur croissance, y compris les antibiotiques (Yala et al, 2001). 

Une attention particulière est accordée aux méthodes utilisées pour évaluer les activités 

antimicrobiennes. Le choix de la méthode dépend de plusieurs critères, tels que la facilité 

d’application, la flexibilité, la possibilité d’automatisation, le coût ainsi que la reproductibilité 

des résultats. Parmi les essais biologiques les plus couramment utilisés figurent la méthode de 

diffusion sur disque, la dilution en bouillon et la dilution en gélose. Toutefois, il n'existe pas de 

protocole universellement standardisé pour présenter les résultats de l’activité antibactérienne. 

Ainsi, certains chercheurs s’appuient sur le diamètre de la zone d’inhibition, tandis que d’autres 

utilisent la concentration minimale inhibitrice (CMI), c’est-à-dire la plus faible concentration 

d’extrait empêchant la croissance bactérienne (Klančnik et al., 2010). 

Ces dernières années, on observe une augmentation significative des infections locales. 

Autrefois, les antibiotiques étaient largement utilisés à des fins thérapeutiques, mais 

l’émergence croissante de résistances chez de nombreuses bactéries pathogènes a fortement 

compromis leur efficacité. Dans ce contexte, les produits naturels issus des plantes médicinales 

représentent une alternative prometteuse en tant que source potentielle de nouveaux agents 

antibactériens (Panda,et al., 2025 ; Woo et al., 2024). 

1.1 Les bactéries 

Les bactéries Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires capables de se reproduire 

de façon autonome, contrairement aux virus qui nécessitent l'exploitation de la machinerie 

cellulaire d’un hôte pour se multiplier. Leur taille varie généralement de 1 à 10 μm, avec un 

poids estimé autour de 10⁻¹² grammes. Bien qu’environ 8 000 espèces aient été identifiées, on 

estime qu’il en existerait entre 100 et 1 000 fois plus dans la nature. 

Ce sont de véritables systèmes biologiques miniatures, délimités par une membrane, capables 

de se répliquer fidèlement en utilisant l’énergie et les matières premières de leur environnement 

(Cottinet et al., 2013). 

Par ailleurs, les bactéries jouent un rôle important dans de nombreuses applications 

industrielles, notamment dans la production d’enzymes, d’antibiotiques et d'autres molécules 

d’intérêt (Madigan et al., 2018). 
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1.2  Bactéries Gram positifs/ Gram négatif 

Les bactéries sont généralement classées en deux grandes catégories : Gram positif et Gram 

négatif, en fonction de la structure de leur enveloppe cellulaire (Silhavy et al., 2010). Bien que 

les membranes internes ou cytoplasmiques soient similaires chez les deux groupes (Yeaman et 

al., 2003 ; Van Meer et al., 2011), des différences marquées apparaissent au niveau de leurs 

enveloppes externes, malgré la présence commune de peptidoglycane (Li et al., 2017). 

Les bactéries Gram positives sont dites monodermes : elles possèdent une seule membrane 

plasmique, entourée d'une épaisse couche de peptidoglycane, ce qui leur confère une grande 

rigidité. En revanche, les bactéries Gram négatives sont didermes, avec deux membranes 

(interne et externe) séparées par une fine couche de peptidoglycane (Gupta, 1998). 

La coloration de Gram, réalisée sur une culture jeune (16 à 24 heures), constitue la première 

étape dans l’identification d’une souche bactérienne inconnue. Elle permet de distinguer les 

deux groupes tout en fournissant des informations sur la forme et la taille des cellules 

(Gregersen, 1978) : 

• Gram positif : les bactéries apparaissent violettes au microscope. 

• Gram négatif : les bactéries apparaissent roses. 

1.3  Souches bactériennes testées 

1.3.1  Staphylococcus aureus : 

Staphylococcus aureus est une bactérie Gram positive, de forme cocci sphérique, mesurant 

entre 0,8 et 1 μm de diamètre. Elle est généralement observée en amas caractéristiques rappelant 

une grappe de raisin. Immobile, non sporulée et habituellement dépourvue de capsule, certaines 

souches peuvent produire un pigment doré dû à la staphyloxanthine, un caroténoïde 

antioxydant. (Tong et al., 2015).  

Staphylococcus aureus est un pathogène opportuniste responsable d’un large éventail de 

maladies chez l’humain, allant d’infections cutanées superficielles à des affections graves voire 

létales telles que la pneumonie, la septicémie ou l’endocardite. Il figure également parmi les 

principaux agents de toxi-infections alimentaires, consécutives à l’ingestion d’aliments 

contaminés par des entérotoxines thermostables. L’intoxication alimentaire se caractérise par 

une période d’incubation courte (1 à 6 heures, en moyenne 3), suivie de symptômes aigus : 
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nausées, vomissements, douleurs abdominales, crampes et diarrhée. L’évolution est en général 

bénigne, avec une résolution spontanée en moins de 24 heures (Kayser et al,2005). 

 

        

Figure 17: Aspects caractéristiques en amas de coques à Gram positif de S. aureus. 

(Denis et al, 2007). 

1.3.2  Escherichia coli 

Escherichia coli est une bactérie Gram négatif, en forme de bacille, non sporulée et 

généralement mobile grâce à des flagelles. Elle est anaérobie facultative, mesurant entre 2 à 6 

μm de long et 1,1 à 1,5 μm de large (Patrick et al,1988 ; Steven et al,2004). 

Escherichia coli constitue une part importante de la flore microbienne aérobie intestinale chez 

l’être humain et chez de nombreux animaux. Bien que la majorité des souches soient 

commensales et jouent un rôle essentiel dans l’équilibre intestinal, certaines lignées pathogènes 

sont à l’origine d’infections digestives, d’infections urinaires, ou encore de méningites 

néonatales. Par ailleurs, même les souches commensales peuvent devenir opportunistes, en 

particulier chez les individus immunodéprimés, et provoquer diverses infections extra-

intestinales (Croxen et al, 2013). 
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Figure 18: Micrographie électronique à balayage d'Escherichia coli (E. coli) (Mueller et 

Tainter, 2023). 

 

1.3.3  Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative, en forme de bâtonnet, asporogène et 

monoflagellée. Elle a un aspect perlé et une odeur de raisin ou de tortilla. 

 Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative, en forme de bacille, asporogène et 

monotriche (à un seul flagelle polaire), souvent reconnaissable par son aspect perlé et une odeur 

caractéristique rappelant celle du raisin ou de la tortilla. Cette espèce se développe généralement 

entre 25 et 37 °C, mais sa capacité à croître à 42 °C permet de la différencier de nombreuses 

autres espèces du genre Pseudomonas. Microorganisme ubiquiste, P. aeruginosa est capable de 

survivre dans des environnements très variés. Chez l’humain, il est responsable d’infections 

sévères, en particulier chez les patients immunodéprimés, notamment ceux atteints de cancer, 

de brûlures graves, ou de fibrose kystique. (Wu et al, 2015) 

 

Figure 19 : Pseudomonas aeruginosa 
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1.3.4  Klebsiella pneumoniae : 

Klebsiella pneumoniae est l’espèce la plus fréquemment isolée en clinique humaine parmi les 

membres du genre Klebsiella, baptisé en l’honneur du bactériologiste Theodor Albrecht Edwin 

Klebs (1877). Cette entérobactérie est capable de survivre dans une grande diversité 

d’environnements, tels que l’eau, le sol, les surfaces végétales, ainsi que sur ou dans le corps 

humain, où elle peut coloniser les muqueuses (nasopharynx, tractus gastro-intestinal), la peau 

et la cavité buccale (Wyres et al., 2020 ; EL Kkoury et al., 2019). Le portage de Klebsiella 

pneumoniae est particulièrement élevé chez les patients hospitalisés, notamment au niveau des 

mains, ce qui favorise sa transmission croisée en milieu hospitalier (Pavageau, 2017). Il s’agit 

d’un bacille Gram négatif, immobile, non sporulé, généralement encapsulé, ce qui contribue 

fortement à sa virulence (Squeglia et al., 2020 ; Victoire, 2019). Cette bactérie pousse aisément 

sur des milieux de culture ordinaires, avec un métabolisme aérobie-anaérobie facultatif, formant 

des colonies muqueuses, lactose positives à 37 °C après 18 h d’incubation (Clave, 2013). Sur 

le plan biochimique, elle se caractérise par un profil oxydase négatif, indole négatif, mais 

catalase positif, citrate positif et uréase positif, entre autres propriétés (Clave, 2013). K. 

pneumoniae est un pathogène opportuniste majeur, impliqué dans des infections nosocomiales 

graves telles que la pneumonie, les infections urinaires ou encore les septicémies, notamment 

chez les patients immunodéprimés ou hospitalisés en unités de soins intensif (Bachman, 2018 

; D’Apolito et al., 2020). 

1.3.5 Enterococcus : 

Les bactéries du genre Enterococcus sont des coques Gram positif, non sporulantes, catalase 

négative, avec une teneur en GC inférieure à 50 %. Elles sont aéro-tolérantes et halotolérantes 

(croissance possible avec 6,5 % de NaCl). Leur habitat principal est le microbiote intestinal des 

animaux à sang chaud. Parmi les espèces les plus courantes figurent E. faecalis, E. faecium, E. 

hirae, E. durans et E. casseliflavus (Murray, 1990). Certaines souches, notamment celles du 

complexe clonal CC17 de E. faecium, sont impliquées dans des infections nosocomiales et 

présentent une multirésistance aux antibiotiques (ampicilline, fluoroquinolones), avec la 

présence de gènes de virulence comme esp et hylEfm (Leavis et al., 2006 ; Top et al., 2008 ; 

van Schaik et al., 2010). Ces souches peuvent également transférer leur résistance, notamment 

à la vancomycine (Leclercq et al., 1989). 
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1.3.6  Serratia marcescens 

Le genre Serratia comprend une dizaine d'espèces, dont Serratia marcescens est la plus 

couramment isolée chez l'humain. C’est une espèce ubiquitaire, présente dans la nature (eau, 

sol, plantes, insectes, animaux), ainsi que dans les environnements hospitaliers et sur le matériel 

médical (Mahlen et al., 2011). C’est un bacille Gram négatif, mobile, aéro-anaérobie facultatif, 

formant des colonies lisses et bombées, parfois blanches, rouges ou roses, visibles à 37 °C en 

18 h. Sur milieux contenant du lactose, elle est lactose – (Clave et al., 2018). Sur le plan 

biochimique, S. marcescens est catalase +, VP +, citrate +, ONPG +, et produit du gaz à partir 

du glucose, mais elle est oxydase –, urée – et H₂S –. C’est une bactérie opportuniste, impliquée 

dans diverses infections nosocomiales, notamment urinaires, respiratoires, biliaires, cutanées, 

ainsi que dans des bactériémies, surtout chez les patients sondés ou en réanimation (Clave et 

al., 2018). 

1.4  Nature de l'activité antibactérienne 

• Une activité létale (bactéricide) : c’est la propriété de tuer les bactéries dans des 

conditions définies.  

• Une inhibition de la croissance (bactériostatique) : c’est l’inhibition momentanée de 

la multiplication d’une population (Hammer et al., 1999) 

1.5   Mode d'action contre les bactéries 

Les extraits végétaux agissent selon plusieurs mécanismes sur les différentes souches 

bactériennes. De manière générale, leur action se déroule en trois étapes principales (Dorman 

et al, 2000) :  

• Altération de la paroi bactérienne : l'extrait végétal attaque la membrane cellulaire, 

ce qui augmente sa perméabilité et entraîne la perte des constituants intracellulaires.  

• Perturbation du métabolisme cellulaire : l’acidification du cytoplasme bloque la 

production d’énergie et la synthèse des éléments structuraux de la cellule 

• Dégradation du matériel génétique : cette action endommage l’ADN bactérien, 

menant à la mort cellulaire. 
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2. L’activité antioxydante 

2.1 Stress oxydatif 

Le stress oxydant représente une disproportion entre la production d'espèces réactives de 

l'oxygène (ERO) et la faculté du corps à les neutraliser et à corriger les dommages causés par 

l'oxydation. Ce déséquilibre conduit souvent à des dégradations irréversibles pour les cellules 

(Aravodis et al., 2005). Ce déséquilibre est un facteur contribuant à l'émergence et à l'évolution 

de diverses pathologies, y compris le cancer, les troubles oculaires et les affections 

neurodégénératives (Eddhima et al., 2019). 

 

Figure 20: Le déséquilibre entre les systèmes oxydants et les capacités antioxydantes 

d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire (Eddhima, 2019) 

2.2   Les radicaux libres 

2.2.1 Définition 

Les radicaux libres sont des entités chimiques (atomes, ions ou molécules) caractérisées par la 

présence d’un électron non apparié sur leur orbitale externe (Goto et al., 2008). Cette 

configuration leur confère une grande instabilité et une forte réactivité. 

Ces radicaux ont tendance à réagir rapidement avec d'autres molécules pour former de 

nouveaux radicaux, engendrant ainsi des réactions en chaîne. Ces chaînes réactionnelles ne 

peuvent être interrompues que par la rencontre de deux radicaux libres. In vivo, ces espèces 

réactives interagissent avec de nombreux constituants cellulaires, notamment les lipides, les 

protéines et les acides nucléiques, provoquant des altérations fonctionnelles. L’un des exemples 
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les plus représentatifs de ces réactions est la peroxydation lipidique, un mécanisme bien connu 

de dégradation des membranes cellulaires (Durand et al., 2013). 

2.2.2 Formes des radicaux libres 

2.2.2.1  Espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

Les espèces réactives de l’oxygène (ROS) comprennent à la fois des radicaux oxygénés tels que 

l’anion superoxyde (O₂•⁻) et le radical hydroxyle (OH•), ainsi que des molécules précurseurs 

de radicaux libres, comme le peroxyde d’hydrogène (H₂O₂). Ces composés très instables et 

hautement réactifs sont générés de manière continue dans l’organisme, notamment au cours de 

divers processus biologiques. En conditions physiologiques normales, leur production reste 

modérée et ne concerne qu’une faible fraction de l’oxygène utilisé lors de la respiration 

cellulaire (Panth et al., 2016). 

2.2.2.2  Espèces réactives de l’azote (RNS) 

Le monoxyde d’azote (NO•), produit par l’oxydation de l’un des groupements azotés de l’acide 

aminé L-arginine, constitue une espèce réactive de l’azote importante. Ce radical peut interagir 

avec une large gamme de composés, notamment d'autres radicaux libres. Par exemple, sa 

réaction avec le peroxyde d’hydrogène (H₂O₂) peut conduire à la formation de nitrite (NO₂⁻) ou 

de nitrate (NO₃⁻). De plus, la combinaison du monoxyde d’azote (NO•) avec l’anion superoxyde 

(O₂•⁻) donne naissance au peroxynitrite (ONOO⁻). La forme protonée de ce dernier, le 

peroxynitrite acide (ONOOH), est un oxydant puissant capable de provoquer des dommages 

cellulaires comparables à ceux induits par le radical hydroxyle (OH•) (Afkhami et al., 2004) 

Tableau 6 : Différents types des espèces réactives (Gutowski et Kowalczyk, 2013) 

Espèces Radicalaires Espèces non Radicalaires 

Nom Symbole Nom Symbole 

Anion superoxyde O2
+ Acide hypochlorique HOCI 

Monoxyde d’azote NO+ Oxygène singulet 1O2 

Radical alkoxyle RO+ Peroxyde d’hydrogène H2O2 

Radical hydroxyle OH+ Peroxyde organique ROOH 

Radical pesoxyde ROO+ Peroxynitrite ONOO- 
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2.2.3 Origine des radicaux libres 

2.2.3.1  Sources endogènes 

Les radicaux libres peuvent être produits naturellement par l’organisme, principalement au 

cours de réactions enzymatiques. Parmi les enzymes les plus impliquées dans la génération des 

espèces réactives de l’oxygène (ROS), on peut citer la NADPH oxydase, la lipoxygénase et la 

xanthine oxydase (présente notamment dans le foie) (Sumaya, 2004). 

2.2.3.2  Sources exogènes 

 En plus des sources endogènes, de nombreux facteurs environnementaux et comportementaux 

contribuent à l’augmentation de la production et de l’accumulation de radicaux libres dans 

l’organisme. 

  L’exposition aux rayonnements ultraviolets (UV) est également une cause importante : elle 

stimule, via des agents photosensibilisants, la production de diverses espèces réactives telles 

que O₂•⁻, OH•, ¹O₂ et H₂O₂ (Sumaya et al., 2004). 

  Par ailleurs, des composés présents dans notre environnement quotidien, tels que l’oxyde 

d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO₂), issus du tabagisme, des rayonnements ionisants, des 

champs électromagnétiques ou encore des polluants industriels, contribuent également à la 

formation de radicaux libres. Enfin, une alimentation déséquilibrée (riche en graisses saturées, 

en sucres raffinés ou en alcool) constitue un facteur aggravant (Mena et al., 2009). 

      

Figure 21: Formation des radicaux libre (Ghouti et Halbigue,2019) 
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2.3 Les Antioxydantes 

2.3.1 Définition 

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de neutraliser ou de limiter les effets 

néfastes des radicaux libres dans l’organisme. Leur action permet de maintenir des 

concentrations d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) à des niveaux non toxiques pour les 

cellules (Favier, 2003). 

Ces substances jouent un rôle essentiel dans la prévention du vieillissement cellulaire et de 

diverses pathologies liées au stress oxydatif, notamment les maladies cardiovasculaires, 

neurodégénératives et les états inflammatoires. En plus de leurs applications biologiques, les 

antioxydants sont également utilisés dans l’industrie agroalimentaire afin de prévenir le 

rancissement des graisses ou la décoloration des aliments, des phénomènes généralement 

induits par l’oxydation sous l’effet de l’air, de la lumière, de la chaleur ou de certaines enzymes 

(Scarim et al., 2019). 

 Les antioxydants constituent un groupe très diversifié, incluant des petites molécules 

liposolubles telles que la vitamine E ou le β-carotène, des molécules hydrosolubles comme la 

vitamine C ou l’acide urique, des protéines enzymatiques, notamment la superoxyde dismutase, 

la glutathion peroxydase ou la catalase, ainsi que des composés non enzymatiques agissant par 

chélatation des métaux. 

 Ils peuvent être d’origine endogène (produits par l’organisme) ou exogène (apportés par 

l’alimentation ou par voie synthétique) (Guo et al., 2006). 

2.3.2 Types de substances antioxydantes 

2.3.2.1  Antioxydants enzymatiques 

Les antioxydants enzymatiques sont produits naturellement par l’organisme et constituent la 

première barrière de défense contre les espèces réactives de l’oxygène (ERO) (Baba et Mc-

Grath, 2008 ; Bensakhria, 2018). 

 

a) Superoxyde dismutase (SOD) 
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La SOD est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation de l’anion superoxyde en dioxygène 

et en peroxyde d’hydrogène, contribuant ainsi à réduire la toxicité des ERO (Hocine et Gorine, 

2017). 

 

b) Catalase (CAT) 

Présente principalement dans les peroxysomes, les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules 

rénales, la catalase transforme rapidement le peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène 

(Matés et al., 1999). 

 

c) Glutathion peroxydase (GPx) 

Les glutathion peroxydases catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogène (A) en oxydant 

deux molécules de Glutathion GSH réduites en GSSG. Elle assure plus largement la conversion 

des hydroperoxydes organiques, notamment des lipides de type ROOH, en alcools (ROH) (B) 

(Dubois, 2015). 

(A) 2 GSH + H₂O₂ ⟶ GSSG + 2 H₂O 

(B) 2 GSH + ROOH ⟶ GSSG + ROH + H₂O 

d) Glutathion réductase (GR) 

La glutathion réductase contribue indirectement à la défense antioxydant en régénérant le GSH 

à partir du GSSG grâce au NADPH qui est utilisé comme donneur d'électrons. En effet, la 

concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment 

pour que la GPx maintienne sa fonction (Garait et al., 2006). 

 

e) Thioredoxine peroxydase (Trx) 

Il s'agit d'une sélénoenzyme dépendante du NADPH, qui élimine des radicaux tels que H₂O₂, 

ROOH et ONOO⁻ par réduction (Bensakhria et al., 2018). 
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ROOH + NADPH + H⁺ ⟶ ROH + H₂O + NADP⁺ 

2.3.2.2  Antioxydants non enzymatiques 

Ce sont de petites molécules qui agissent comme antioxydants sans catalyse. On les distingue 

en deux catégories : : les antioxydants non enzymatiques endogènes (si la cellule eucaryote est 

capable de les synthétiser) et les antioxydantes non enzymatiques exogènes (apportées par 

l'alimentation) (Sharifi et al., 2020). 

a) Antioxydants non enzymatiques endogènes 

Ils existent plusieurs réducteurs endogènes capable de protéger l’organisme contre les ROS, les 

plus importantes sont le glutathion, la bilirubine, l'acide urique, la coenzyme Q, la mélatonine 

et l'acide lipoïque. (Sharifi et al., 2020). 

• Glutathion (GSH) :  

 Le glutathion est un tripeptide intracellulaire majeur, intervenant dans la détoxification du 

peroxyde d’hydrogène et d'autres hydroperoxydes a été bien établi (Delattre et al., 2005), et la 

protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre l'oxydation (Stamler et 

Slivka, 1996). 

 

• Acide urique :  

L’acide urique est le produit final du catabolisme des purines chez l’homme. Il est présent en 

concentrations significatives dans le plasma, principalement sous forme d’urate, en raison du 

pH physiologique (~7,4), avant d’être éliminé principalement par voie rénale (Lacolley et al., 

2007).  L’urate possède également des propriétés antioxydantes importantes. In vitro, il s’est 

avéré capable de neutraliser des radicaux libres tels que le radical hydroxyle (HO•) et le radical 

peroxyle (RO₂•) (Delattre et al., 2005). 

• Bilirubine : 

La bilirubine est un produit terminal du catabolisme de l’hème et résulte essentiellement du 

catabolisme de l’hémoglobine par les cellules du système réticuloendothéliale (foie, rate et 

moelle osseuse) chez les mammifères. La bilirubine est capable de piéger ROO· et l’oxygène 
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singulet. Ainsi, elle protège l’albumine et les acides gras liés à l’albumine des attaques 

radicalaires (Algeciras-Schimnich et al., 2007) 

•  Acide lipoïque  

Il existe dans deux formes, oxydé et réduit, il est capable de piéger le HO•, ROO•, HOCl• et O2 

(Packer et al., 2001) de chélater les métaux lourds comme le fer et le cuivre et de régénérer 

certains antioxydants endogènes et exogènes comme les vitamines C et E (David et al., 2015). 

b) Antioxydants non enzymatiques exogènes 

Étant donné que leurs principales voies de synthèse ne se trouvent souvent que dans les cellules 

microbiennes ou végétales, les antioxydants exogènes doivent être apportés en permanence par 

l'alimentation (Sharifi et al., 2020). 

 De nombreuses substances présentes dans notre alimentation, telles que les vitamines, les 

nutriments, les composés naturels, ... etc. sont considérées comme des antioxydantes (Laib et 

al, 2020), les plus populaires sont : 

• Vitamine E : 

La vitamine E appartient à la famille des tocophérols, molécules naturelles lipophiles, apportées 

par la nourriture (Toussaint et al., 2003). La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux 

membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux libres en empêchant la propagation des 

réactions de peroxydation lipidique (Evans et al., 2002). 

 

• Vitamine C  

L'acide ascorbique, souvent connu sous le nom de vitamine C, est un puissant antioxydante aux 

propriétés hydrosolubles. Il inhibe la peroxydation des lipides dans le plasma (Gaté et al., 

1999). Elle se trouve dans le cytosol et dans le liquide extracellulaire et possède des capacités 

de capter directement l’O2˙ et l’OH˙. Outre son rôle dans la production de vitamine E, la 

vitamine C a la capacité de réduire d'autre biomolécules oxydées et d'agir comme un piégeur 

direct de radicaux libres (Evans et al., 2002). 

 



Chapitre 3 : Activités biologiques 

41 

 

•  β-carotène  

En plus de son activité pro-vitamine A, elle est également capable de capter les molécules 

d'oxygène singulet. On la trouve dans les légumes verts, les épinards, la salade, les carottes, 

l’abricot, le melon, la papaye et d’autres fruits jaunes (Ahmet, 2003). 

• Sélénium  

Le sélénium (Se) est un élément minéral crucial pour l'organisme. Il joue un rôle important dans 

la protection des cellules et des éléments qui les composent contre une attaque radicale. Il joue 

également un rôle de détoxication et de neutralisation des métaux lourds (cadmium, mercure, 

plomb) ou agit comme activateur de l'oxydation des xénobiotiques organiques. Le (Se) est 

présent dans les aliments riches en protéines animales (viandes, œufs, poissons, lait), dans les 

céréales et certains fruits secs (Delattre et al., 2005). 

• Polyphénols  

Ils peuvent agir en tant qu'antioxydants. Ils empêchent la formation des espèces radicalaires par 

inhibition les enzymes impliquées dans la formation de radicaux libres (comme la xanthine 

oxydase et la protéine kinase C), par chélation de métaux lourds ou agissent comme donneurs 

d'hydrogène dans les phases aqueuses ou lipidiques (Rocha-Guzman et al., 2007). Les plus 

répandus sont les anthocyanes, les tanins et les flavonoïdes (Boizot et Charpentier, 2006). Ces 

derniers ont une forte activité biologique qui est influencée par le type et le positionnement des 

substituts, en particulier la quantité de groupes hydroxyles (Bouchouka et al., 2016). 
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Figure 22: Les différentes classes des antioxydants (Pietta, 2000) (Ratnam et al., 2006) 

(Goodman., 2011). 

2.4  Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydant : 

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer l'activité antioxydante, chacune étant choisie en 

fonction du type de radicaux libres utilisés comme source. Parmi les plus couramment 

employées figurent l’ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), le FRAP (Ferric 

Reducing Antioxidant Power), le TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), l’ABTS 

(2,2-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate)) ainsi que le DPPH (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyle), ect (Georgéva et al., 2010). Selon Alam et al. (2013), il existe actuellement 

19 méthodes in vitro pour estimer la capacité antioxydante d’un échantillon, parmi lesquelles 

le test au DPPH est le plus fréquemment utilisé. 
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Figure 23: Fréquence d’utilisation des méthodes d’évaluation de l’activité antioxydante (Alam et 

al., 2013). 

Parmi les tests simples les plus fréquemment utilisé pour l’évaluation de l’activité antioxydante 

in vitro par le biais d’une méthode spectrophotométrique, nous citons : 

2.4.1 Activité anti-radicalaire au DPPH 

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) est un radical libre stable, de couleur violette en 

solution, caractérisé par une absorbance maximale à 517 nm. Lorsqu’il entre en contact avec 

un antioxydant donneur de protons ou d’électrons, il est réduit en DPPH-H (diphényl picryl-

hydrazine), ce qui entraîne une diminution de l’intensité colorée de la solution. L’ampleur de 

cette décoloration est inversement proportionnelle à la capacité antioxydante de l’échantillon 

testé. Cette réaction est fréquemment utilisée pour évaluer l'activité antiradicalaire des extraits 

naturels ou de composés purs (Halmi et al., 2015) : 

DPPH. + (AH)n → DPPH-H + (A.) n 



Chapitre 3 : Activités biologiques 

44 

 

 

Figure 24: Structure chimique du radical libre DPPH (Cristina et al., 2009) 

Où (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogène au radical DPPH (violet) pour 

le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de 

décoloration à 517 nm. 

 

Figure 25: Piégeage du radical DPPH avec l’antioxydant (AH) (José et al., 2013). 

2.4.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS ˙⁺ 

L’ABTS incolore est d'abord oxydé avec du persulfate de potassium (K₂S₂0₈) pour former le 

radical cationique ABTS˙⁺ de coloration bleu – vert. L'ajout d’antioxydant réduit le radical 

ABTS˙⁺ en ABTS⁺. L'activité antioxydante est déterminée par la couleur de la solution et 

exprimée en pourcentage d'inhibition (PI) de l'absorbance à 734 nm, la longueur d'onde à 

laquelle le radical ABTS ˙⁺ présente une bande d'absorption caractéristique (Sadeer et al., 

2022). 
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Figure 26: Formation et piégeage du radical ABTS˙⁺ par un antioxydant (Sadeer et al., 

2022). 

2.4.3 Réduction du fer par la méthode de FRAP 

Cette méthode mesure la capacité des extraits à réduire le fer ferreux (Fe3+) dans le complexe 

de ferricyanure de potassium (Fe2+). La couleur du fer ferreux passe du jaune au bleu ou au 

vert en présence d'un atome d'électron (Habibou et al., 2019), le changement de la coloration 

du jaune au bleu ou au vert est proportionnel à l'activité antioxydant. Le pouvoir réducteur est 

déterminé par une simple mesure l'absorbance à 700 nm (Romanet et al., 2019) 

 

Figure 27: Schéma de la réaction de test FRAP (Dorman et al., 2000) 
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2.4.4 Piégeage du peroxyde d’hydrogène H2O2 

Le test de piégeage du peroxyde d’hydrogène repose sur la capacité de certains composés 

antioxydants à neutraliser le H₂O₂, mesurée par la diminution de l’absorbance à 230 nm. En 

effet, le peroxyde d’hydrogène absorbe fortement dans l’ultraviolet, et sa concentration peut 

être suivie spectrophotométriquement. Lorsqu’un composé test interagit avec le H₂O₂, sa 

concentration diminue, entraînant une réduction proportionnelle de l’absorbance. Cependant, 

comme les échantillons peuvent eux-mêmes absorber à cette longueur d’onde, il est impératif 

de réaliser des blancs analytiques rigoureux pour corriger les interférences. L’exactitude de cette 

méthode dépend fortement de la précision des manipulations et du contrôle des conditions 

expérimentales (Sadeer et al., 2022) 
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Notre travail a été effectué au laboratoire de l’Unité de Valorisation des ressources naturelles, 

Molécules Bioactives et Analyses Physico-Chimiques et biologiques, du département de 

Chimie, Université Constantine 1 et au laboratoire d’hygiène de la Wilaya de Constantine 

pendant une durée de 4 mois 

1. Préparation des extraits : 

Notre travail porte sur une étude phytochimique, suivie de l’évaluation de l’activité 

antibactérienne et de l’activité antioxydante des extraits issus de l’espèce Asperula, récoltée de 

la région de Batna. 

1.1 Séchage de la plante 

Le matériel végétal (parties aériennes) a été séché à température ambiante, à l’abri de la lumière 

directe du soleil, afin de préserver au mieux l’intégrité des composés bioactifs. Les échantillons 

séchés d’Asperula (parties aériennes) sont découpés en petits morceaux.  

 

Figure 28:Parties aériennes séché de l'Asperula 

1.2 Extraction et séparation de l’espèce étudiée : 

1.2.1 Extraction solide-liquide (macération)  

Après le séchage du matériel végétal, 200g des parties aériennes sont macérés à température 

ambiante dans du CH₂Cl₂ pendant 24 heures. Après filtration, l’extrait obtenu a été évaporé et 

concentré sous pression réduite à l’aide d’un évaporateur rotatif (Rotavapor) réglé à 35 °C. 

Cette opération a été répétée trois fois, avec renouvellement du solvant à chaque extraction. 



Chapitre 4 : Materials et méthodes   

48 

 

 

Figure 29: Evaporation de l’extrait CH₂Cl₂ par l’évaporateur rotatif 

 

Le marc des parties aériennes de la plante a été macéré à température ambiante dans un mélange 

hydroalcoolique (Méthanol/ eau : 8/2) pendant 24h. Après filtration l’extrait récupéré est 

évaporé et concentré sous pression réduite dans un évaporateur (Rotavapor) rotatif à 40°C. Cette 

opération a été répétée 3 fois avec renouvèlement du mélange.  

 

 

Figure 30: Filtration de l’extrait hydrométhanolique des parties aériennes et des racines 
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1.2.2 Extraction liquide/liquide 

C’est une extraction basée sur le transfert de composés d’une phase liquide vers une autre phase 

liquide à condition que ces deux phases ne soient pas miscibles. Cette étape a débuté par la 

préparation de la phase aqueuse suivie d’extractions en utilisant des solvants de polarité 

croissante l’acétate d’éthyle (AcOEt), puis le n-butanol (n-BuOH). 

L’extrait hydro alcoolique sec est dilué avec de l’eau distillée, une décantation pendant une nuit 

permet le dépôt de la chlorophylle, des cires... etc. Une solution aqueuse a été obtenue après 

filtration. 

• Affrontement par AcOEt : 

La solution aqueuse obtenue subi une extraction de type liquide-liquide dans une ampoule à 

décantée. 30 ml d’AcOEt sont ajoutés, puis laisser reposer pendant 30 min jusqu'à obtenir 2 

phases : 

✓ Une phase supérieure : la phase aqueuse. 

✓ Une phase inférieure : la phase organique (la phase AcOEt),   

✓ Cette opération est répétée 3 fois. 

La phase organique récupérée est concentrée pour obtenir un extrait acétate d’AcOEt (Ext A) 

de masse (0,250g). 

Affrontement par n-BuOH : 

En suivant les mêmes étapes précédentes pour obtenir un extrait n-BuOH (Ext B) de masse 

(2,429g). 
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Figure 31: Affrontements par les deux solvants AcOEt (Ext A) et n-BuOH (Ext B) 

Le protocole d’extraction est représenté dans le Schéma 1.  

Ext A  Ext B 
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Figure 32 : Schéma des différentes étapes d'extraction des parties aériennes de la plante 

étudiée. 

Matériel végétal 

Plante  Marc 

Macération CH₂Cl₂ à froid 

Filtration et concentration 

Macération MeOH/H₂O 8:2 

Filtration et concentration 

Extrait CH₂Cl₂ Extrait 

hydrométhanolique 

Solution aqueuse 

Phase AcOEt 

Dilution avec H₂O 

Filtration après une 

nuit de repos 

Extraction par AcOEt 

Décantation  

Phase aqueuse  

Extraction par n-BuOH 

Décantation  Extrait AcOEt 

Phase n-BuOH Phase aqueuse  

Extrait n-BuOH 



Chapitre 4 : Materials et méthodes   

53 

 

2. L’étude phytochimique de la plante étudiée  

Afin de déterminer la composition des extraits polaires des parties aériennes de l’espèce étudiée, 

une CCM bidimensionnelle de polyamide DC6 pour chaque extrait a été réalisée en utilisant 

deux systèmes d’élutions différents puis la CCM est visualisée sous lampe UV à 365 nm. 

 

Figure 33: CCM bidimensionnelle de polyamide de l’extrait n-BuOH des PA 

 

Figure 34: CCM bidimensionnelle de polyamide de l’extrait AcOEt 
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3. Séparation et purification de l’extrait n-BuOH  

La séparation de l’extrait n-BuOH a été réalisé par une chromatographie sur couche mince (gel 

de silice) préparative, en utilisant un système d’élution (AcOEt-MeOH-H₂O) 8-2-2.  

 

Figure 35 : Schéma de fractionnement de l’extrait n-BuOH 

 

 

 

Figure 36: une CCM de l’extrait n-BuOH 
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La fraction F1 a été purifiée par une colonne de Sephadex, en utilisant le MeOH/H2O (9-1) 

comme solvant, pour donner le composé A1. 

 

Figure 37: Schéma de séparation de la fraction F1 

 

 

Figure 38: Les sept fractions obtenues par la chromatographie sur colonne de gel de 

Séphadexe. 

4. Analyse qualitative (screening phytochimique) : 

L’analyse qualitative des extraits constitue une étape essentielle pour identifier la présence des 

principaux groupes de composés bioactifs responsables des propriétés pharmacologiques. Cette 
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phase de criblage (screening) permet de détecter la présence de métabolites secondaires tels que 

les alcaloïdes, les flavonoïdes, les tanins, les saponines, les coumarines et les terpènoïdes. 

4.1 Détection des alcaloïdes  

Les extraits ont été dissous séparément dans de l’acide chlorhydrique dilué, puis filtrés. Les 

filtrats ainsi obtenus ont été traités avec le réactif de Wagner, préparé en dissolvant 1,27 g d’iode 

et 2 g d’iodure de potassium dans 100 mL d’eau distillée. L’apparition d’un précipité brun ou 

brun rougeâtre indique la présence d’alcaloïdes (Hussen et al., 2023) 

4.2 Détection de polyphénols  

On dissout 0,05 g de l'extrait dans un petit volume de solvant (généralement de l'eau ou de 

l'éthanol). On ajoute quelques gouttes d'une solution de chlorure ferrique (FeCl₃) à 5 % (m/v). 

L'apparition d'une couleur bleu-noir, bleue, verte, violette ou rouge indique la présence de 

composés phénoliques dans l’extrait (Hussen et al., 2023). 

4.3 Détection des tanins  

Les trois extraits ont été mélangé à 2 ml d'une solution à 2% de FeCl3. Une coloration bleu-vert 

ou bleu-noir a indiqué la présence de polyphénols et de tanins (Shrestha et al, 2015). 

4.4 Détection des flavonoïdes  

Les extraits ont été mélangés avec quelques fragments de ruban de magnésium et du HCl 

concentré a été ajouté goutte à goutte. Une couleur rose ou rouge magenta est apparue après 

quelques minutes, ce qui indiquait la présence de flavonoïdes (Shrestha et al ,2015). 

4.5 Détection des coumarines  

Un ml de chaque extrait a mélangé à quelques gouttes de NaOH et 1 mL d'alcool a été ajouté. 

Une formation de couleur jaune indique la présence de coumarines (Senthilmurugan, et al 

2013). 

4.6 Détection de terpènes  

A un millilitre de chaque extrait a été ajoutés à deux millilitres de chloroforme et traités avec 

de l'acide sulfurique concentré. Une couleur jaune à rouge brique indique la présence de 

terpènes (Mascaehenas et al, 2017). 
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4.7 Détection des saponines   

Un échantillon de 0.05 g d’extrait a été diluée dans 20mL d’eau distillé, puis vigoureusement 

agité dans un tube pendant 15 minutes. La formation d’une couche de mousse d’environ 1 cm 

d’épaisseur indique la présence de saponines (Hussen et al., 2023). 

4.8 Détection des quinones  

Une petite quantité d'extrait a été traitée avec de l'HCL concentrée et observée pour la formation 

de précipité jaune (ou coloration) (Sushama, 2017). 

5. Analyse quantitative :  

L’analyse quantitative des métabolites secondaires représente une étape cruciale dans 

l’évaluation du potentiel pharmacologique des extraits végétaux. Contrairement au criblage 

phytochimique qualitatif, qui se limite à détecter la présence ou l’absence de certaines classes 

de composés, le dosage quantitatif permet de déterminer avec précision la teneur en substances 

bioactives, fournissant ainsi des données essentielles pour la corrélation entre composition 

chimique et activité biologique. 

5.1 Teneur en polyphénols totaux (TPC) 

5.1.1 Principe  

La teneur en composés phénoliques des trois extraits a été estimée par la méthode de Folin-

ciocalteu selon (Li et al., 2007) cette méthode colorimétrique utilise le réactif de Folin-

Ciocalteu de couleur jaune qui est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique 

(H₃PW₁₂O₄₀) et d’acide phosphomolybdique (H₃PMO₁₂O₄₀).  

Son principe est basé sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique 

phosphomolybdique de réactif de Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables des composés 

phénoliques, conduisant à la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers 

présentent un maximum d’absorption à 765 nm dont l’intensité est proportionnelle à la quantité 

de polyphénols présents dans l’échantillon (Georgé et al., 2005) 

5.1.2 Mode opératoire : 

Un volume de 300 µL de chaque extrait, dissous dans le méthanol, a été ajouté à 1500 µL de 

réactif de Folin-Ciocalteu préalablement dilué au 1/10. Après homogénéisation, les mélanges 

ont été incubés pendant 4 minutes à température ambiante. Ensuite, 1200 µL d’une solution de 

carbonate de sodium (Na₂CO₃) à 7,5 % ont été ajoutés. Le mélange final a été agité, puis incubé 

dans l’obscurité pendant 2 heures à température ambiante (Boulacel et al., 2019). 
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L’absorbance a été mesurée à 765 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. La teneur totale en 

composés phénoliques a été déterminée à partir de l’équation de régression de la courbe 

d’étalonnage (Y = aX + b), établie à l’aide de l’acide gallique comme. Les résultats sont 

exprimés en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg 

EAG/g). 

5.2 Dosage des flavonoïdes (TFC)  

5.2.1 Principe  

La teneur en flavonoïdes des extraits a été déterminée selon la méthode décrite par Djeridane 

et al, (2006). Cette méthode repose sur la formation de complexes flavonoïdes–chlorure 

d’aluminium (AlCl₃), mesurables par spectrophotométrie. La quantification des flavonoïdes a 

été effectuée par une méthode basée sur la formation d’un complexe très stable, entre le chlorure 

d’aluminium et les atomes d’oxygène présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoïdes (Lagnika, 

2005). Les complexes formés sont de couleur jaune avec une absorption maximale dans le 

domaine visible à 430 nm. 

5.2.2 Mode opératoire 

La teneur en flavonoïdes des extraits a été déterminée selon la méthode décrite par Ayad et al, 

(2018). Un volume de 1 mL de chaque extrait (préparé à 1 mg/mL dans le méthanol) a été 

mélangé avec 1 mL d’une solution de chlorure d’aluminium (AlCl₃) à 2 % dans le méthanol. Le 

mélange a été agité, puis incubé à température ambiante pendant 10 minutes à l’obscurité. 

L’absorbance a ensuite été mesurée à 430 nm à l’aide d’un spectrophotomètre. La teneur en 

flavonoïdes totaux est exprimée en milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme 

d’extrait mg (EQ/g) 

6. Evaluation des activités biologiques  

6.1 L’activité antioxydante 

6.1.1 Test de Piégeage du radical libre 2,2- diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH)  

6.1.1.1 Principe  

 Le test est basé sur la mesure de la capacité de piégeage des antioxydants. L'électron impair de 

l'atome d'azote dans le DPPH est réduit en recevant un atome d'hydrogène des antioxydants 

pour former l'hydrazine correspondante (Kedare et Singh, 2011).  
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Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable se présentant sous forme de 

poudre noire, soluble dans l’éthanol ou le méthanol. Ce composé possède un électron non 

apparié localisé sur un atome d’azote, dont la délocalisation est responsable de la coloration 

violette intense caractéristique du réactif. En présence d’un antioxydant, le radical DPPH capte 

un atome d’hydrogène, entraînant ainsi sa réduction et une décoloration progressive de la 

solution. Cette diminution d’absorbance est mesurée par spectrophotométrie, généralement à 

une longueur d’onde comprise entre 515 et 518 nm (El Babili et al., 2020). 

 

Figure 39 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH• (entre l'espèce 

radicalaire DPPH• et un antioxydant (AH)) (Molyneux, 2004) 

6.1.1.2 Mode opératoire  

L’évaluation de l’effet scavenger des extraits vis-vis au radical DPPH a été évaluée selon le 

protocole décrit par (Lefahal et al., 2022). Pratiquement, 400μl de chaque extrait à une 

concentration (1mg/ mL dans le MeOH) sont mélangées avec 1600μl d’une solution 

méthanolique de DPPH (0.004%). L’absorbance est lue à 517nm après une période d’incubation 

de 30 minutes à labri de la lumière et à une température ambiante. L’effet de piégeage du radical 

DPPH est exprimé en milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg 

EAA/ g) 

6.1.2 Méthode de la capacité antioxydante totale (TAC) par le test phosphomolybdène 

6.1.2.1 Principe : 

La détermination de la Capacité antioxydant totale TAC des différents extraits est estimée par 

la méthode de Prieto et al., (1999). Cette technique est basée sur la réduction de molybdène 

Mo (VI) présent sous la forme d'ions molybdate MoO4 2- à molybdène Mo (V) MoO2+ en 

présence d’un antioxydant pour former un complexe vert de phosphate/Mo(V) à pH acide 

(MarkowiczBastos et al, 2007) D. Le test phosphomolybdène a été utilisé à l'origine pour 

quantifier la vitamine E dans les graines, mais compte tenu de sa simplicité et de sa sensibilité, 

son application a été étendue aux extraits de plante 
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6.1.2.2 Mode opératoire  

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits a été déterminée selon la méthode de 

phosphomolybdène décrite par (Cherfia et al., 2020). Un volume de 300μl de chaque extrait 

(1mg/ mL dans le MeOH) est mélangé avec 3 ml de solution du réactif (0.6 M acide sulfurique, 

28 mm de phosphate de sodium et 4 mm de molybdate d'ammonium). Les tubes contenant le 

mélange réactionnel sont incubés à 95C° pendant 90 min. Après refroidissement, l’absorbance 

des solutions est mesurée à 695nm. La capacité antioxydante totale est exprimée en 

milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/ g) 

6.1.3 Activité de réduction par la formation du complexe Fe ²⁺- phénanthroline  

6.1.3.1  Principe  

 La méthode à la phénanthroline est basée sur le transfert des électrons par la réduction d’ion 

Fe³⁺ en ion Fe²⁺par un antioxydant. Il se forme le Fe²⁺ qui réagit avec l'ortho - phénanthroline 

qui agit comme un ligand pour former un complexe rouge-orange (1,10-phénanthroline-

Fe²⁺Tris) (Yefrida et al, 2018) 

6.1.3.2  Mode opératoire  

L'activité de réduction par la formation du complexe Fe²⁺-phenanthroline a été réalisée selon la 

méthode décrite par Yefrida et al, 2018 avec de quelques modifications. Un volume de 0,6 mL 

de chaque extrait (1mg/ mL dans le MeOH) a été ajouté à un volume de 1 mL de FeCl₃ (0.2%) 

et 0,5 mL phénanthroline (0.5%), ensuite le volume est complété à 10 mL par le méthanol. Le 

mélange a été agité vigoureusement et incubé pendant 20 min à température ambiante.                                                                                                                                                                          

L’absorbance a été déterminée à 510 nm. L'activité de réduction par la formation du complexe 

Fe²⁺-phenanthroline est exprimée en milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme 

d’extrait (mg EAA/ g). 

7. Étude de l’activité antibactérienne de l’extrait végétal 

Nous avons testé l’activité antibactérienne des extraits : Dichlorométhane et acétate d'éthyle 

vis-à-vis de six souches de références (Gram+ et Gram-) : 

Escherichia coli (ATCC 25922),  

Staphylococus aureus (ATCC 25923)  

Serratia marcescens (ATCC® 14756™) 

Klebsiella pneumoniae (ATCC® 33495™) 
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Enterococcus farcium (ATCC 19434) 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)  

Le choix des souches bactériennes était dû à leur importance clinique et pharmacologique. 

Ces souches appartiennent au laboratoire d’hygiène de wilaya de Constantine 

 

Figure 40: les souches bactériennes de référence utilisées 

7.1 Milieux de culture  

Les tests antibactériens ont été réalisés sur le milieu Mueller Hinton gélose. Ce milieu gélosé 

est régénéré au bain à 100°C et maintenu en surfusion. Ensuite il est reparti dans des boites de 

pétri stérile convenablement marqué et laisser refroidir à température ambiante. 

7.2 Préparation des suspensions bactériennes (l’inoculum) 

Des colonies bien isolées issues des cultures pures ont été repiquées dans du bouillon Mueller-

Hinton (BMH), puis incubées à 37 °C pendant 24 heures. Cette étape a permis d’obtenir des 

suspensions de cultures jeunes pour chaque souche, destinées à servir d’inoculum, tout en 

assurant le maintien et la croissance optimale des bactéries. 
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Figure 41: Préparation des suspensions bactériennes 

7.3 Ensemencement des souches conservées  

Dans des conditions stériles, l’ensemencement a été effectué à partir de la souche conservée, 

sur des boîtes de Pétri contenant de la gélose Mueller-Hinton (MH), à l’aide d’un écouvillon 

stérile. Les boîtes ont ensuite été incubées à 37 °C pendant 24 heures. 

 

Figure 42: Ensemencement des souches conservées 
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7.4 Préparation des différentes concentrations des extraits AcOEt et CH₂Cl₂ 

Les deux extraits ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). Ainsi, 100 mg de l’extrait 

au CH₂Cl₂ et 50 mg de l’extrait à l’acétate d’éthyle AcOEt, issus des parties aériennes, ont été 

solubilisés séparément dans 1 mL de DMSO. Ce dernier a été utilisé comme témoin négatif 

dans les tests biologiques. 

7.5 Méthodes d’étude de l’activité antibactérienne des extraits  

L’évaluation de l’effet antibactérien de différents extraits comprend deux méthodes différentes : 

 Méthode de diffusion sur gélose avec puits  

 La méthode de macrodilution afin de déterminer les concentrations minimales 

inhibitrices (CMI) (Billerbeck et al. 2002). 

7.5.1 Méthode de diffusion sur gélose avec puits  

Dans cette méthode bien établie, les boîtes de Pétri contenant la gélose sont ensemencées à 

l’aide d’un écouvillon stérile avec un inoculum standardisé du micro-organisme testé. Après 

l’inoculation, des puits de 6 mm de diamètre sont creusés dans la gélose solidifiée à l’aide d’un 

emporte-pièce stérile. Une solution de l’extrait dans le DMSO, est ensuite déposée dans chaque 

puits. Avant l’incubation à 37 °C, les boîtes sont laissées à température ambiante pendant 30 

minutes afin de permettre la diffusion des substances bioactives (Magaldi et al., 2004 ; Valgas 

et al., 2007). 

  Lecture des résultats  

La lecture des résultats a été effectuée après 24 heures d’incubation. L’activité antibactérienne 

a été évaluée par la mesure du diamètre de la zone d’inhibition de la croissance bactérienne 

autour des puits. La mesure, exprimée en millimètres, a ensuite été interprétée selon l’échelle 

de concordance proposée par Ponce et al. (2003), permettant de classer la sensibilité des 

souches comme suit : 

• Souche résistante : D < 8 mm 

• Souche sensible : 9 mm ≤ D ≤ 14 mm 

• Souche très sensible : 15 mm ≤ D ≤ 19 mm 

• Souche extrêmement sensible : D > 20 mm 
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Toute extension de la zone d'inhibition autour des puits, même de petit diamètre, a été 

considérée comme un résultat positif. Il convient de noter que trois répétitions ont été effectuées 

et que les diamètres des zones d'inhibition ont été mesurés en millimètres. 

 

Figure 43: Méthode de diffusion sur gélose avec puits 

 

7.5.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d’un antibiotique 

et/ou d’un principe actif nécessaire pour inhiber la croissance d’un microorganisme. 

Pour déterminer la CMI, une série de sept tubes à essai numérotés de C1 à C7 a été préparée. 

Dans le premier tube (C1), 1 mL de bouillon Müller-Hinton (BMH) a été ajouté, suivi de 1 mL 

d’un extrait préparé à une concentration de 100 mg/mL. Une série de dilutions successives au 

demi a ensuite été réalisée afin d’obtenir une gamme de concentrations décroissantes (1, 1/2, 

1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64). 

Dans le dernier tube (C7), servant de témoin de croissance, 1 mL d’eau distillée stérile a été 

ajouté à la place de l’extrait. Les six premiers tubes (C1 à C6) sont désignés comme « tubes 

expérimentaux », tandis que le dernier (C7) est appelé « tube témoin de croissance » (TC). 

Ensuite, 10 µL d'une suspension bactérienne ont été ajoutés dans chaque tube.  

De plus, pour les échantillons témoins, trois tubes à essai différents ont été autoclavés et 

nommés M (milieu), M+I (milieu + inoculum) et M+AC (milieu + composé antibactérien). 
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Pour le contrôle négatif, 1 mL de milieu NB stérile et 10 µL d’inoculum dilué de 1,5 × 10⁸ CFU 

mL-1 de suspension bactérienne ont été ajoutés dans un tube à essai témoin (M+I) pour observer 

la croissance des bactéries en présence de milieu. De même, pour le contrôle positif, 1 mL de 

composé antibactérien dilué et un milieu NB stérile ont été ajoutés dans un tube à essai (M+AC) 

pour vérifier la transparence de la solution. En outre, 1 mL de milieu NB stérile a été versé dans 

le tube à essai témoin à blanc (M) pour vérifier la stérilité du milieu et de l'équipement. Après 

un mélange homogène, les tubes ont été incubés à 37 °C pendant 24 heures.  

 

Figure 44: la préparation des concentrations décroissantes des extraits testés 
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1. Étude phytochimique de genre étudié 

1.1 Résultats des CCM de l’extrait CH₂Cl₂ 

Afin de déterminer la composition de l’extrait CH₂Cl₂, une chromatographie sur couche mince 

de gel de silice sur feuille d’aluminium a été réalisée, en utilisant le système d’élution (Hexane-

AcOEt) avec les proportions 7-3. Les plaques sont visualisées sous lumière UV (254 nm) puis 

révélées avec l’acide sulfurique et chauffées à 100°C. La figure suivantes (figure 44) montre 

les résultats de cette analyse chromatographique. 

 

Figure 45: Plaque CCM de l’extrait CH₂Cl₂ sur de gel de silice dans le système Hexane – 

AcOEt (7-3) 

Le profil chimique de l'extrait CH₂Cl₂ se caractérise par l'apparition de taches violettes après 

révélation, indiquant la présence probable de terpènes. 

1.2 Détermination du composé A1 

Le produit A1 est soluble dans le méthanol (MeOH) et présente une fluorescence noire sous 

lumière UV à 365 nm. Par ailleurs, la bande I observée à 323 nm dans le spectre UV-visible 

enregistré dans le MeOH suggère la présence d’un flavonoïde. Toutefois, la présence d’une 

bande II à 217 nm, plutôt que dans la plage habituelle des flavonoïdes (environ 250–280 nm), 

Avant révélation Après révélation par l’acide sulfurique       
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indique que le composé n’est probablement pas pur et pourrait contenir des impuretés absorbant 

à basse longueur d’onde. 

 

Figure 46:  spectre UV-visible du composé A1 

1.3 Screening phytochimique  

Les résultats de la mise en évidence de certaines classes de métabolites secondaires présentes 

dans les trois extraits des parties aériennes de la plante étudiée sont présentés dans le (Tableau7) 

Tableau 7: Résultats des tests préliminaires de quelques métabolites secondaires des 

parties aériennes d’Asperula 

Test CH2Cl2 AcOEt n-BuOH 

Alcaloïdes + + + 

Phénols - + + 

Tannins - + + 

Flavonoïdes - + + 

Coumarines - + + 

Terpènes + + - 

Saponines - - + 

Quinones - - + 



Chapitre 5 : Résultats et discussion  

69 

 

+ : Présent, - : Absent 

Les résultats du criblage phytochimique effectué dans le cadre de cette étude révèlent que 

l’extrait n-BuOH est particulièrement riche en plusieurs classes de métabolites secondaires, à 

l’exception notable des terpènes, qui sont absents. L’extrait AcOEt présente également une 

diversité de composés, notamment des alcaloïdes, des composés phénoliques, des tanins, des 

flavonoïdes, des coumarines et des terpènes, bien que sa richesse globale soit inférieure à celle 

de l’extrait n-BuOH. En revanche, l’extrait CH₂Cl₂ ne révèle que la présence des terpènes et 

des alcaloïdes. 

Ces observations sont en concordance avec les résultats de l’étude phytochimique menée sur 

les extraits méthanolique et aqueux d’Asperula hirsuta, qui ont mis en évidence la présence de 

divers métabolites secondaires, notamment les tanins, les flavonoïdes, les polyphénols, les 

terpènes, les saponines et les quinones (Kouachi M, 2021) 

1.4 Teneur en polyphénols totaux TPC : 

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. En 

effet, les résultats sont exprimés en μg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (μg 

EAG/mg) en utilisant l’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par 

l’acide gallique (Figure 46). 

 

Figure 47: Courbe d'étalonnage d’acide gallique 

L’analyse des résultats met en évidence une teneur élevée en composés phénoliques dans 

l’extrait n-BuOH, atteignant 138,35 ± 0,21 µg EAG/mg d’extrait, tandis que l’extrait AcOEt se 

distingue par une teneur beaucoup plus faible, estimée à 24,53 ± 0,24 µg EAG/mg d’extrait. 
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Figure 48: Résultats de teneur en polyphénols totaux (TPC) de genre étudié 

1.5 Teneur en flavonoïdes totaux TFC  

La teneur en flavonoïdes totaux (TFC) a été déterminée en se référant à une courbe d’étalonnage 

de la quercétine (Figure 48), et les résultats sont exprimés en μg EQ/mg d’extrait. 

 

Figure 49: Courbe d’étalonnage de quercétine 

L’analyse des résultats présentés dans le (Tableau 08) révèle clairement que l’extrait AcOEt 

affiche une teneur relativement faible en flavonoïdes, avec une valeur de 20.61 ± 0.59 μg 

EQ/mg d’extrait, en comparaison avec l’extrait n-BuOH qui enregistre une teneur nettement 

plus élevée, atteignant 61.65 ± 1.88 μg EQ/mg. Cette différence traduit une meilleure capacité 

du butanol à extraire les flavonoïdes notamment ceux de nature plus hydrophile. 
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En comparaison avec les résultats rapportés pour Asperula hirsuta, nos extraits présentent des 

différences notables. Selon l’étude de Mouissat et al. (2022), l’extrait méthanolique de A. 

hirsuta contient 144.68 ± 10.87 µg EAG/mg de polyphénols et 32,78 ± 2,06 µg EQ/mg de 

flavonoïdes, tandis que l’extrait aqueux présente des teneurs inférieures, soit 109,36 ± 19,41 µg 

EAG/mg en polyphénols et 14.77 ± 1.23 µg EQ/mg en flavonoïdes. 

La teneur en polyphénols de notre extrait n-BuOH (138.35 ± 0.21 µg EAG/mg) se rapproche de 

celle observée pour l’extrait méthanolique de A. hirsuta, tandis que sa teneur en flavonoïdes 

(61.65 ± 1.88 µg EQ/mg) est nettement plus élevée que celle des deux extraits (méthanolique et 

aqueux) de A. hirsuta. 

Ces écarts peuvent s’expliquer d’une part par la différence de polarité des solvants utilisés, 

influençant l’extraction des composés, et d’autre part par la diversité structurale de chaque 

espèce au sein du genre Asperula, soulignant ainsi la variabilité phytoconstituante 

interspécifique. 

 

Tableau 8 : Résultats de Teneur en polyphénols et en flavonoïdes totaux de genre étudiée 

Ext     TPC (μg EAG /mg)     TFC (μg EQ /mg) 

Ext AcOEt 24.53±0.24 20.61±0.59 

Ext n-BuOH 138.35±0.21 61.65±1.88 

 

 

Figure 50: Résultats de teneur en flavonoïdes totaux (TFC) de genre étudié 
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2. Activités biologiques 

 L’activité biologique des extraits des parties aériennes de la plante étudiées a été réalisé par 

l’évaluation in vitro des activités antioxydantes, antibactériennes. 

Ces tests ont été réalisés systématiquement au moins 3 fois pour chaque échantillon. 

2.1. Evaluation de l’activité antioxydante in vitro  

L’activité antioxydante des deux extraits (n-BuOH et AcOEt), obtenus à partir des parties 

aériennes de la plante étudiée, a été évaluée à l’aide de trois méthodes complémentaires : le test 

au radical DPPH, la méthode de la capacité antioxydante totale (TAC), ainsi que le test à la 

phénanthroline. 

2.1.1 Test de piégeage du radical 2-diphényl-picrylhydrazyl (DPPH) : 

Le pouvoir antiradicalaire des extraits a été évalué à l’aide du test de piégeage du radical libre 

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). Dans ce test, l’acide ascorbique (vitamine C) a été 

utilisé comme standard, et sa courbe d’étalonnage est présentée dans la (Figure 50). 

 

Figure 51: Courbe d'étalonnage de l'acide Ascorbique (test DPPH) 

D’après les résultats obtenus (Tableau 09), l’extrait n-BuOH présente une activité 

antiradicalaire élevée, atteignant 22.07 ± 0.07 (µg EAA/mg) d’extrait, suivie de l’extrait AcOEt 

avec 19.68 ± 0.15 µg EAA/mg. Ces deux extraits surpassent nettement l’activité enregistrée 

pour le BHT (butylhydroxytoluène), utilisée comme antioxydant standard, dont la valeur est de 

17.15 ± 1.01 µg EAA/mg. 
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2.1.2 Capacité antioxydante totale (TAC) 

La capacité antioxydante des extraits étudiés a été évaluée par la méthode de 

Phosphomolybdène. Dans ce test l’acide ascorbique est pris comme standard dont la courbe 

d’étalonnage est sous représentée (Figure 51), et les résultats sont exprimés en μg EAA /mg. 

 

Figure 52: Courbe d'étalonnage de l'acide Ascorbique 

Les résultats du test du pouvoir réducteur (Tableau 09) révèlent que l’extrait à l’acétate d’éthyle 

(AcOEt) présente une activité antioxydante élevée, avec une valeur de 300.14 ± 2.45 µg 

EAA/mg, surpassant nettement celle de l’extrait au n-butanol (n-BuOH), qui affiche néanmoins 

une activité notable de 220.13 ± 3.48 µg EAA/mg. Ces deux extraits se distinguent ainsi par un 

pouvoir réducteur significatif, l’AcOEt étant le plus performant dans ce test. Il est également 

intéressant de souligner que l’extrait n-BuOH dépasse l’antioxydant de référence, le BHT, dont 

la valeur est de 127.04 ± 7.34 µg EAA/mg. 

2.1.3 Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2 phénanthroline  

Le pouvoir réducteur des extraits étudiés a été évalué par le test Phénanthroline. Dans ce test 

l’acide ascorbique est pris comme standard dont la courbe d’étalonnage est sous représentée 

(Figure 52), et les résultats sont exprimés en μg EAA /mg 



Chapitre 5 : Résultats et discussion  

74 

 

 

Figure 53: Courbe d'étalonnage de l'acide Ascorbique (test Phénanthroline) 

 

Les résultats obtenus par la méthode de réduction fondée sur la formation du complexe Fe²⁺–

phénanthroline (Tableau 09) indiquent que l’extrait AcOEt présente un pouvoir réducteur de 

92.92 ± 0.00 µg EAA/mg, très proche de celui de l’extrait n-BuOH, évalué à 92.77 ± 0.00 µg 

EAA/mg. Ces deux extraits affichent donc une activité comparable, bien que légèrement 

inférieure à celle du BHT, antioxydant standard, dont la valeur est de 111.51 ± 0.92 µg EAA/mg.  

 

Tableau 9: Résultats de l’activité antioxydante de genre étudié 

 

Ext 

 

DPPH (μg EAA 

/mg) 

 

TAC (μg EAA /mg) 

 

Phénanthroline 

(μg EAA /mg) 

Ext AcOEt 19.68±0.15 300.14±2.45          92.92±0.00 

Ext n-BuOH 22.07±0.07 220.13±3.48          92.77±0.00 

BHT 17.151±1.01 127.039±7.34       111.51±0.92 
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Figure 54: Résultats de l’activité antioxydante (DPPH, TAC, Phénantroline) de l’espèce 

étudiée 

L’activité antioxydante observée pour les extraits du genre étudié est attribuable à leur richesse 

en composés polyphénoliques. Nos résultats concordent avec les données de la littérature, qui 

soulignent une corrélation positive entre la capacité antioxydante des extraits végétaux et leur 

teneur en composés phénoliques (Lefahal et al, 2022, Azzouzi et al., 2024) 

2.2 Étude de l’activité antibactérienne : 

2.2.1 Méthode de diffusion sur gélose par puits : 

L’effet antibactérien des extraits se traduit par une zone d’inhibition autour du puits, l’extrait 

est considéré comme bactériostatique selon le diamètre de la zone d’inhibition les résultats 

obtenus sont représentés dans la figure ci-dessus.  
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Figure 55:  la sensibilité des souches bactériennes Staphylococcus aureus et Enterococcus 

farcium avec l’extrait CH₂Cl₂ (Ext C) et l’extrait AcOEt (Ext A) 

Les résultats obtenus montrent que la meilleure activité antibactérienne a été observée contre S. 

aureus, avec des zones d’inhibition de 19 mm pour l’Ext A et de 18 mm pour l’Ext C. Une 

bonne activité a également été enregistrée contre Ent. faecium, avec des diamètres de 13 mm 

pour l’Ext A et de 11 mm pour l’Ext C, indiquant une sensibilité notable de ces souches (gram 

positif) aux extraits testés.  

La plus faible zone d’inhibition, inférieur à 6 mm, a été observé pour E. coli, Kleb. pneumoniae, 

P. aeruginosa et Ser. marcescens (gram négatif) avec les deux extraits, ce qui traduit une forte 

résistance de ces souches aux extraits testés. 
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Figure 56: les différents diamètres des zones d’inhibition des extraits CH₂Cl₂ (Ext C) et 

AcOEt (Ext A) sur les souches antibactériennes 

2.2.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

L’activité antibactérienne des extraits AcOEt et CH₂Cl₂ de la plante étudiée a également été 

évaluée par la détermination des CMI (concentrations minimales inhibitrices) qui a été évaluée 

suivant la technique de macrodilution. 

Selon les résultats présentés dans le (Tableau 10), l’Ext A révéle une activité antibactérienne 

significative vis-à-vis S. aureus, avec une CMI de 25 mg/mL. Une activité comparable a été 

observée pour l’extrait C, qui présente également une CMI identique de 25 mg/mL, suggérant 

une efficacité équivalente de ces deux fractions vis-à-vis de cette bactérie à Gram positif. 

Tableau 10: Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Asperula pour 

Staphylococcus aureus 

Dilution 

 

 

  Ext 

(1) 

 

  1 

(2) 

 

1/2 

(3) 

 

1/4 

(4) 

 

1/8 

(5) 

 

1/16 

(6) 

 

1/32 

(7) 

 

1/64 

 

M 

 

 

M+I 

 

 

M+AC 

Ext A - - + + + + + - + - 

Ext C - - - + + + + - + - 

M : Milieu                                                                                                                 - : Inhibition 

M+I : Milieu + inoculum                                                                                        + : Croissance 

M+AC : Milieu + composé antibactérien 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

Staphylococus
aureus

Pseudomonas
aeruginosa

Klebsiella
pneumoniae

Enterococcus
farcium

Escherichia
coli

Serratia
marcescens

Ext C Ext A



Chapitre 5 : Résultats et discussion  

78 

 

 

D’après le tableau 11, l’Ext A des parties aériennes d’Asperula présente une activité 

antibactérienne marquée contre Ent. farcium avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) 

de 12.50 mg/mL. L’Ext C montre également une activité intéressante, bien que légèrement 

inférieure, avec une CMI de 25 mg/mL. Ces résultats suggèrent que les extraits apolaire et semi-

polaires contiennent des composés capables d’inhiber efficacement la croissance de cette 

souche bactérienne à Gram positif. 

Tableau 11 : Concentration minimal inhibitrices des extraits d’Asperula vis-à-vis 

Enterococcus farcium 

Concentration 

 

 Ext 

(1) 

 

  1 

(2) 

 

1/2 

(3) 

 

1/4 

(4) 

 

1/8 

(5) 

 

1/16 

(6) 

 

1/32 

(7) 

 

1/64 

 

M 

 

M+I 

 

 

M+AC 

Ext A - - - + + + + - + - 

Ext C - - + + + + + - + - 

M : Milieu                                                                                                                 - : Inhibition 

M+I : Milieu + inoculum                                                                                        + : Croissance 

M+AC : Milieu + composé antibactérien 

 

Les extraits ont démontré une activité antibactérienne plus marquée à l’encontre des bactéries 

à Gram positif, telles que Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium, comparativement 

aux bactéries à Gram négatif, notamment Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Cette 

différence d’efficacité s’explique principalement par la structure de la paroi cellulaire des 

bactéries Gram négatif, caractérisée par une membrane externe complexe qui agit comme une 

barrière limitant la pénétration des composés bioactifs.
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Conclusion : 

 L’étude des métabolites secondaires et l’évaluation de leurs activités biologiques, tant in vitro 

qu’in vivo, constituent aujourd’hui un champ de recherche fondamental pour la valorisation du 

potentiel thérapeutique des plantes médicinales. Cette démarche permet non seulement de 

découvrir de nouveaux composés bioactifs, mais également d’en évaluer l’efficacité, la toxicité 

et les perspectives d’application dans le développement de médicaments d’origine naturelle. 

Dans ce contexte, notre travail a été consacré à l’étude phytochimique et à l’évaluation des 

activités biologiques in vitro d’une espèce médicinale appartenant au genre Asperula (famille 

des Rubiacées), collectée dans la région de Batna (Nord-Est de l’Algérie).  

Trois extraits, préparés à partir des parties aériennes de la plante à l’aide de solvants de polarités 

croissantes (CH2Cl2, AcOEt et n-BuOH), ont été soumis à des tests d’activité antibactérienne et 

antioxydante. 

Le screening phytochimique préliminaire a révélé la présence de plusieurs classes de 

métabolites secondaires, notamment les alcaloïdes, coumarines, flavonoïdes, phénols, 

quinones, tanins, saponines et terpènes. L’extrait n-BuOH a ensuite été soumise à des 

techniques de séparation et de purification (chromatographie sur couche mince puis sur 

colonne), permettant l’isolement d’un flavonoïde, désigné A1. 

Sur le plan biologique, les extraits à l’acétate d’éthyle (AcOEt) et dichlorométhane (CH₂Cl₂) 

ont révélé une activité antibactérienne marquée, en particulier contre Staphylococcus aureus et 

Enterococcus faecium. Par ailleurs, les extraits polaires ont présenté une activité antioxydante 

significative, corrélée à une teneur élevée en flavonoïdes et en polyphénols. 

 

Ces résultats soulignent le potentiel thérapeutique prometteur de l’espèce étudiée du genre 

Asperula, et confirment son intérêt en tant que source potentielle de nouvelles molécules 

antibactériennes et antioxydantes d’origine naturelle. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résumé 
 



 

 

 

 

Abstrat : 

We focused on the phytochemical and biological study of a species from the genus Asperula, 

belonging to the Rubiaceae family. 

Following hydromethanolic maceration, concentration, and successive fractionation with 

dichloromethane (CH₂Cl₂), ethyl acetate (AcOEt), and n-butanol (n-BuOH) from 200 g of the 

aerial parts of the plant, three distinct extracts were obtained. 

Phytochemical screening of the CH₂Cl₂, AcOEt, and n-BuOH extracts revealed the presence of 

several classes of secondary metabolites. 

The antioxidant activity of the AcOEt and n-BuOH extracts was evaluated using three 

complementary assays: DPPH, total antioxidant capacity (TAC), and the phenanthroline 

method. Both extracts exhibited particularly strong antioxidant activity in the TAC and DPPH 

assays, exceeding that of BHT, a reference antioxidant. 

Furthermore, the AcOEt and CH₂Cl₂ extracts demonstrated notable antibacterial activity against 

Gram-positive bacteria, particularly Staphylococcus aureus and Enterococcus faecium. 

 

Keywords: Rubiaceae, Asperula., phytochemical screening, antibacterial activity, antioxidant 

activity,



 

 

 

 

 التلخيص: 

 

، من فصيلة  Asperulaلقد ركّزنا في هذا العمل على الدراسة الكيميائية النباتية والبيولوجية لنوع نباتي ينتمي إلى جنس 

Rubiaceae. 

بعد إجراء عملية النقع باستخدام مزيج هيدروميثانولي، تلتها عملية التركيز ثم الفصل المتتالي باستخدام كل من ثنائي 

غرام من الأجزاء الهوائية  200على  (n-BuOH) بيوتانول-، و(AcOEt) ، وأسيتات الإيثيل(CH₂Cl₂) كلوروميثان

 .مستخلصات مختلفة ثلاثللنبتة، تم الحصول على 

وجود عدة فئات من  BuOHو CH₂Cl₂ ،AcOEt لمستخلصات (screening) أظهر التحليل الكيميائي النباتي الأولي

 .المركبات الثانوية

، DPPH باستخدام ثلاث اختبارات تكميلية: اختبار BuOHو AcOEt تم تقييم النشاط المضاد للأكسدة لمستخلصي

، وطريقة الفينانترولِين. وقد أظهر المستخلصان نشاطًا مضاداً للأكسدة قوياً (TAC) واختبار السعة المضادة للأكسدة الكلية

 .كمضاد أكسدة مرجعي، الذي استخُدم BHT ، متفوقين علىDPPHو  TAC خصوصًا في اختباري

نشاطًا مضاداً للبكتيريا ملحوظًا تجاه البكتيريا موجبة الغرام،  CH₂Cl₂و AcOEt من جهة أخرى، أظهرت مستخلصات

 .Enterococcus faeciumو Staphylococcus aureusخاصة 

 

نشاط مضاد  ،، نشاط مضاد للبكتيرياAsperula، Rubiacées، Screening phytochimiqueالكلمات المفتاحية: 

للأكسدة
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Nous nous sommes intéressés à l’étude phytochimique et biologique d’une espèce du genre 
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Après une macération hydrométhanolique, suivie d’une concentration et de fractionnements 
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faecium. 
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