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Résumeé

Ammodaucus leucotrichus est une plante médicinale appartenant a la famille des

Apiaceae, cette espece connue sous le nom de «Oum drayga», est tres peu étudiée.

Pour cela, I’objectif principal de cette étude est de déterminer le pouvoir des extraits
aqueux de cette espece a piéger les radicaux libres, a réduire le fer ferrique Fe3+ et a inhiber la
croissance de certaines souches microbiennes.

L’extraction des principes actifs est effectuée par les modes traditionnels de préparation
de cette plante dans la pharmacopée traditionnelles qui sont: la décoction, I’infusion et la
macération.

Les principes actifs dosés sont les polyphénols totaux, les flavonoides, les acides phénols
et les tanins condensés.

L’évaluation de I’activité antioxydante est faite par 1’utilisation de trois tests qui sont : le
test d’ABTS, le test au DPPH et la mesure du pouvoir réducteur FRAP.

L’activité antimicrobienne des différentes extraits est évaluée par la technique de
diffusion de disque sur les trois souches Escherichia coli, Proteus mirabilis et Micrococcus

luteus.

Mots clés: Ammodaucus leucotrichus, extraits aqueux, principes actifs, activité antioxydante,

activité antimicrobienne.



Abstract

Ammodaucus leucotrichus a medicinal plant belongs to the Apiaceae family. This species
known as the «Oum drayga» is very little studied.

For this, the main objective of this study is to determine the power of the aqueous
extracts of these species to set the free radicals, reduce ferric iron and to inhibit the growth of
certain microbial strains.

The extraction of active ingredients is performed by traditional preparation methods of
the plant in the traditional pharmacopoeia which are: the decoction, infusion and maceration.

The active ingredients dosed are total phenolic contents, flavonoids, phenolic acids and
condensed tannins.

Evaluation of antioxidant activity is made by the use of three tests which are: Test ABTS, DPPH
test and measurement of FRAP reducing power.

The antimicrobial sensitivity of different extracts was assessed by disk diffusion method

on three bacterial strains Escherichia coli, Proteus mirabilis et Micrococcus luteus.

Key word: Ammodaucus leucotrichus, aqueous extracts, active ingredients, antioxidant activity,

antimicrobial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a toujours utilisé diverses plantes trouvées dans
son environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes ont 1’aptitude
de synthétiser de nombreux composés appelés métabolites secondaires, elles constituent donc un
immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique, possédant un large éventail

d’activités biologiques (JACCOT et CAMPILLO, 2003).

Les médicaments a base de plantes, élément essentiel des soins de santé partout dans le
monde depuis les premiers jours de l'espece humaine, leurs substances naturelles sont encore
largement, utilisées et ont une importance considérable dans le commerce international, dans
I’industrie: en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie (ZHANG, 1998 ; BAHORUN,
1997 ; AYACHI, 2014).

La phytothérapie connait un déclin parallelement au développement de la chimie
moléculaire entre la fin du XIXeme siecle et le XXeéme siecle. Mais elle voit un regain d’intérét
depuis les années 1970 grace a un besoin de retour aux thérapeutiques dites « naturelles »
(FILLIAT., 2012) car la maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de
nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a

constitué un probléme de santé important a I’échelle mondiale (BENBRINIS, 2011).

Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales pour leur
richesse en antioxydants naturels a savoir les polyphénols, les flavonoides, les tannins, etc. qui
possedent des activités antioxydants et antimicrobiennes (BENBRINIS, 2011), et les produits
naturels représentent toujours une source extrémement précieuse pour la production de nouvelles
entités chimiques, car ils représentent des structures privilégiées choisies par les mécanismes
d'évolution sur une période de millions d'années (BOLDI, 2004 ; NEWMAN, CRAGG, 2012).
De ce fait, ’exploitation de nouvelles molécules bioactives ayant des effets secondaires limités
ou inexistants depuis des sources naturelles et leur adoption comme une alternative thérapeutique
aux molécules synthétiques sont devenues des objectifs prioritaires pour les recherches

scientifiques et les industries alimentaires et pharmaceutiques (BENBRINIS, 2011).

Le Sahara est le plus grand le plus extréme parmi les déserts du monde, c’est a dire celui

dans lequel conditions désertique atteignent leur plus grand apreté. Malgré ces conditions
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désertiques tres rudes, il existe un couvert floristique caractéristique bien adapté aux contraintes
abiotiques de cet écosysteme. Ces conditions extrémes font que le maigre couvert végétal qui
subsiste, développe des stratégies d’adaptation, lui permettant d’exploiter au maximum les

moindres conditions climatiques favorables a sa prolifération. (CHEHMA, 2005).

L’ Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe, la hamada et les oasis
sahariennes. Parmi ces ressources naturelles les plantes aromatiques et médicinales occupent une
large place et jouent un grand rdle dans I’économie nationale. (DURAFFOURD et al., 1997).

Plusieurs espéces utilisées par la population locale soit pour 1’alimentation, soit pour le
traitement des problémes de santé, sont peu ou pas étudiées. Pour cela, 1’objectif de cette étude
vise a évaluer les activités biologiques (anti-oxydante et antimicrobienne) des extraits aqueux
d’une espéce endémique de la famille des Apiaceae qui est Ammodaucus leucotrichus Cosson &
Durieu., qui est largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie pour le traitement des

troubles fonctionnels digestifs, certaines infections surtout génitale et le diabete.

Ce travail comporte deux chapitres précédés par une introduction. Le premier chapitre
expose les démarches expérimentales ; il comporte le matériel utilisé (la plante) et les méthodes
et protocoles d’analyse que nous avons été menés a adopter pour mener a bien ’ensemble de
cette étude. Le deuxieme chapitre est consacré aux résultats expérimentaux et leurs discussions.
Le document est cloturé par une conclusion générale sur les différents travaux réalisés et les

perspectives des actions a mener.
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Chapitre I : Matériel et méthodes

1. Matériel biologique
1.1. Matériel végétal

La plante qui a fait ’objet de ce travail, Ammodaucus leucotrichus Coss
& Dur, a été récoltée dans la région de Metlili durant le mois de mars 2015.
L’identification botanique est faite en utilisant: Flore et végétation du Sahara
(OZENDA, 2004). Les parties aériennes de la plante ont été séchées a température
ambiante et a 1’abri de la lumiére. Apres le séchage, le matériel végétal est broyé et

conservé dans des flacons en verre bien fermés.

Cette espece est utilisée dans les pays d'Afrique du Nord comme condiment ou
d'épices et dans la médecine traditionnelle pour le froid, carminatif, diurétique et
stimulant digestif en particulier chez les enfants. La plante est utilisée aussi, sous
forme de décoction de fruits, pour le traitement de diabete (ADAMS, 1995).

1.1.1.  Description botanique

Ammodaucus leucotrichus Coss & Dur est une plante annuelle glabre; fruit
tres velus a cotes couvertes de longs poils blancs et soyeux, jaune-roux a la base. Les
tiges sont dressées, rameuses, finement striées. Feuilles tres divisées, a laniéres
étroites, un peu charnues. Infloressence sous forme d’ombelles a 2-4 rayons, involucre
a bractées tres divisées, petites, longs de 8-10 mm. Cette plante est trés appréciée et
ramassée, ce qui tend a la raréfier. C’est une plante a trés forte odeur d'anis.

(OZENDA, 1997).

Figure 01 : Ammodaucus leucotrichus Coss & Dur. (Original)




Chapitre 1 Matériel et méthodes

1.1.2. Systématique et nomenclature
D’apres, QUEZEL et SANTA (1963), la plante Ammodaucus leucotrichus est classée

dans le tableau ci dessous.

Tableau 01 : Systématique d’Ammodaucus leucotrichus.

Régne: plantae

Embranchement: Manoliophyta

Sous embranchement: Manoliophytina

Classe: Rosopsida

Sous-classe : Cornidae

Ordre: Aralailes

Sous-ordre: Aralainae

Famille: Apiaceae

Genre: Ammodaucus

Espece: Ammodaucus  leucotrichus Coss
& Dur.

Nom francais: Cumin velu

Nom anglais : Hairy cumin

Nom vernaculaire: El Kamoun esso6fi, Oum drayga
(VELASCO-NEGUERUEL et al.,
2006)

1.2. Souches bactériennes

Les souches bactériennes sur lesquelles on a testé I’activité antimicrobienne
des extraits aqueux par décoction, infusion et macération de la plante Ammodaucus

leucotrichus, ont été sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogene et leur

)
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résistance naturelle. Il s’agit d’une souche de Proteus mirabilis (bacille a Gram-),
Escherichia coli (bacille a Gram-) et Micrococcus luteus (cocci a Gram+). Ces
souches proviennent du laboratoire de Microbiologie de 'universit¢ de Ghardaia

(tableau 01).

Tableau 02 : Les souches bactériennes utilisées pour I’expérimentation.

Nom scientifique des souches Référence
Escherichia coli ATCC 25922
Proteus mirabilis ATCC
Micrococcus Luteus ATCC

2. Méthodes

2.1. Extraction

L’extraction est effectuée selon les modes traditionnels de préparation qui

sont : la décoction, I’infusion et la macération.

2.1.1.Décoction

La décoction est une méthode d'extraction des principes actifs par dissolution
de la plante dans l'eau pendant 5 & 15 minutes, puis a filtrer le liquide obtenu (le
décocté). Cette technique est adaptée aux parties dures et compactes (bois, écorces,
tiges, racines). (AZZOUZ, 2006)

Le matériel végétal est mélangé avec de 1’eau distillée a un rapport de (1/20 :
p/v) puis bouillent a 98+2 °C pendant 5 min. Le mélange est laissé reposer 15 min

ensuite filtré. (TELLI. 2009)

2.1.2. Infusion

Méthode de préparation de tisane consistant a verser de 1'eau bouillante sur les
plantes ; aprés 5 a 10 minutes dans un récipient couvert, 'ensemble est filtré pour
donner l'infusée. L'infusion est adaptée aux parties des plantes délicates : feuilles,

fleurs, sommités fleuries. (AZZOUZ, 2006).

)
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Le matériel végétal est mis en contact avec de 1’eau distillée bouillante a un

rapport de (1/20 : p/v). Le mélange est bien agité et reposé 15 min ensuite filtré.

(TELLL 2009).
2.1.3. Macération

Solution obtenue en traitement pendant un temps plus ou moins long, une
plante par l'eau froide pour en obtenir les principes solubles (selon les cas, de
quelques heures a plusieurs jours par fois plusieurs semaines). (VALNET, 1983).
L'intérét de la macération est généralement la conservation des principes actifs durant
le procédé. (KALLA, 2012).

Le matériel végétal est trempé dans de 1’eau distillée a un rapport de (1/20 :
p/v). Le mélange est laissé macérer pendant 24 heures a la température ambiante, puis

filtré. (TELLI. 2009).

Les filtrats obtenus ont été concentrés par le rotavapor (Heidolph N°:560-
00000-00-0) a 55°c pendant 2 heures. Les extraits sont conservés a température de +4

°C jusqu’a leur utilisation.

)
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Matériel Végétal

4

Nettoyage — Séchage — Broyage

A

Préparation de I’extrait aqueux par infusion, décoction
et macération a un rapport de (1/20 : p/v).

U
Filtration ) Résidus jetés
4

Evaporation avec un Rotavapor

hd hd
Calcule de rendement Activités biologiques :

Dosage de certains principes actifs Evaluation des activités antioxydants
(Les polyphénols totaux, les (Test d’ABTS, test de DPPH, test de
flavonoides, les acides phénols et les FRAP) et des activités antimicrobiennes
tanins condensés).

Figure 02 : Extraction, identification et activités biologiques des extraits aqueux de la
plante Ammoudaucus leucotrichus (Original).

2.2. Déterminations de rendement

Le rendement de I’extraction est déterminé apreés évaporation de 1’eau a
103+£2°C pendant 24 heures a I’étuve (TRADE RAYPA : 53485), il est exprimé en
pourcentage par rapport a la masse initiale du matériel végétal soumise a 1’extraction.

Ce rendement est calculé via I’équation:
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RY% = (Me/Mv) x100
R %: Rendement en %.
Me: Masse de I’extrait aprés 1’évaporation du solvant.
My: Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction (Harborne, 1998)
2.3. Dosage de certains principes actifs

Les composés phénoliques comme les acides phénoliques, les flavonoides et les
tannins sont considérés comme les contributeurs majeurs a la capacité anti-oxydante
des plantes (LI et al., 2007). Ces composés posseédent aussi diverses activités
biologiques telles que les activités antibactérienne, anti-inflammatoire, antivirale,
antiallergique, antithrombotique et vasodilatatrice qui peuvent étre reliées a leur
activité anti-oxydante (GULCIN et al., 2010). C’est la raison pour laquelle, les
dosages des polyphénols totaux, des flavonoides, des acides phénols et des tannins de

la plante Ammoudaucus leucotrichus a été effectué dans cette étude.
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteau a été
décrit des 1965 (SINGLETON et ROSSI, 1965 ; BOIZOT et CHARPENTIER,
2006). Son utilisation s’est largement répandue pour caractériser les extraits végétaux
d’origine la plus diverse. Le réactif est constitué par un mélange d’acide phospho-
tungstique (H3PW,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo1,040). 1l est réduit,
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes de tungsténe et de
molybdéne (RIBEREAU-GAYON, 1968). La coloration bleue produite est
proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits végétaux. La
mesure de 1’absorbance est effectuée a 765 nm par un spectrophotométre (JENWAY
6315) apres une heure de repos a I’obscurité. Une courbe d’étalonnage est effectuée
en prenant 1’acide gallique comme référence. Les résultats sont exprimés en mg
¢quivalent d’acide gallique pour 1 g de poids sec d’Ammodaucus leucotrichus (mg

EAG/g) (TELLI, 2009).

)
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2.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides totaux sont déterminés selon le test colorimétrique de KIM,
JEONG et LEE (2003) avec quelques modifications. L’absorbance de
développement de la couleur rose est déterminée a 510 nm par un spectrophotometre
(JENWAY 6315). La préparation de la courbe d’étalonnage est faite avec la rutine et
les résultats sont exprimés en mg équivalent en rutine par 1 g du poids sec

d’échantillon (mg ER/g) (TELLI, 2009).

2.3.3. Dosage des acides phénols

L’estimation du taux des acides phénols est effectuée selon la méthode
d’Amow (SZAUFER-HAJDRYCH, 2004). Un volume de 1 ml d’échantillon est
mélangé avec 5 ml de 'eau distillée, puis 1 ml HCI (0,5 M), 1 ml de réactif
D’ARNOW et 1 ml de NaOH (1 M) sont additionnés, en suite le volume est accompli
a 10 ml par I’eau distillée. L’absorbance est mesurée a 490 nm (JENWAY 6315). La
teneur en acides phénols est exprimée en mg en équivalent d’acide café¢ique (EAC)

par gramme du pois sec.
2.3.4. Dosage des tanins condensés

La teneur en tannins condensés est effectuée selon la méthode décrite par SUN
et al. (1998). A 0,2 ml d’extrait, 1 ml de réactif de vanilline 1% fraichement préparé
est additionné. Apres incubation pendant 20 min a 30 °C, ’absorbance est mesurée a
510 nm (JENWAY 6315). Les tannins condensés sont calculés en mg équivalent de

catéchine par gramme du poids sec.
2.4. Détermination des activités biologiques
2.4.1. Evaluation de l'activité antioxydante

2.4.1.1. Test d’ABTS |[acide 2,2’ azinobis (3-éthyl-benzothiazoline-6-

sulfonique]

L’activité anti-oxydante a été mesurée en utilisant une méthode améliorée
d’ABTS comme décrit par CAI et al. (2004). La solution de radical cation (ABTS™)
est préparée par la réaction d’ABTS (7 mM) et persulfate de potassium (2,45 mM)

pendant 16 heures en obscurité et a 23 °C. La solution d’ABTS™ obtenue est diluée

)
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avec de I’éthanol (80%) afin d’obtenir une absorbance de 0,700+0,02 a 734 nm. A 3,9
ml de la solution d’ABTS™ (0,700+0,02) est additionné 0,1 ml d’échantillon testé et
mélangés vigoureusement. Le mélange réactionnel est laissé reposer a 23 °C pendant
6 min et D’absorbance a 734 nm est immédiatement enregistrée. Une courbe
d’étalonnage est préparée en utilisant le Trolox comme standard a différentes
concentrations (50 a 500 uM). Les résultats sont exprimés en uM en équivalent de

Trolox par g du poids sec.
2.4.1.2. Test de DPPH (2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le test de DPPH est fait selon la méthode de BRAND-WILLIAMS et al.
(1995) avec quelques modifications. La solution de DPPH est préparée par dissolution
de 25 mg de DPPH avec 100 ml de méthanol (80%). La solution utilisée est diluée par
le méthanol afin d’obtenir une absorbance de 1,700+0,02 a 515 nm. Les extraits
d’Ammoudaucus leucotrichus (100 ul) sont réagis avec 3900 ul de la solution de
DPPH pendant 30 min a I’obscurité, puis 1’absorbance de mélange est lu a 515 nm. Le
Trolox est utilisé comme standard pour la préparation de la courbe d’étalonnage (50 a

500 uM). Les résultats sont exprimés en uM ET/g du poids sec.
2.4.1.3. Test de FRAP (pouvoir réducteur de fer ferrique)

Le test de FRAP est fait selon la méthode de BENZIE et STRAIN (1996)
avec des petites modifications. La solution de FRAP est fraichement préparée par
mélange de 10 ml de 300 mM de tampon acétate (pH 3,6), 1 ml d’une solution de 10
mM TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine) et 1 ml d’une solution de FeCl3.6H20 et
apres chauffé a 37 °C avant Iutilisation. 150 pl des extraits ont été réagis avec 2850
ul de la solution de FRAP pendant 30 min a I’obscurité. La lecture de produit coloré
(e complexe tripyridyltriazine ferreux) a €ét€ effectuée a 593 nm. La courbe
d’étalonnage de Trolox est linéaire entre 50 et 800 uM. Les résultats ont été exprimés

en uM équivalent de Trolox ET/g du poids sec de matériel végétal.

2.4.2. Evaluation des activités antimicrobiennes

Nous avons étudiés le pouvoir antimicrobien des extraits aqueux

d’Ammoudaucus leucotrichus (décoction, macération et infusion) par la méthode de
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diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, Mueller-Hinton pour les bactéries
Escherichia coli, Proteus mirabilis et Micrococcus luteus.
» Préparation du milieu de culture :
Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton
préparé par 36 g de gélose MH dans un litre d’eau distillée a pH de 7.3 avec agitation

jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 min a 121°C.

» Préparation des dilutions d’extraits d’Amoudaucus leucotrichus :

On obtient la solution mere de I’extrait aqueux d’A. leucotrichus par infusion,
décoction et par macération a partir de laquelle, on procédera a des dilutions
successives allant de 100%,75% 50%, 25% jusqu’a 10% et pour le tube témoin 0%,

on ajoute 1’eau distillée au lieu des extraits.
» Préparation de I’inoculum :

A partir d'une culture pure des bactéries on racle a l'aide d'une anse de platine
quelques colonies bien isolées de chacune des souches bactériennes a tester. Ensuite,
on décharge 1’anse dans 10 ml d'eau physiologique stérile et on homogénéise la

suspension bactérienne. (MAKHLOUFI, 2007)
» Ensemencement :

On fait fonder les milieux MH dans un bain-marie (JISICO 1004-04) a 95°C, apres
coulées dans des boites de Pétri (devant le bec benséne). (ZOUBEIDI, 2004)

L’ensemencement est effectu¢ par écouvillonnage, a partir de I’inoculum
fraichement préparé. Il consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la

suspension puis le frotter LAMAMRA, 2010).
» Application des disques :

Des disques de papier filtres stériles Whatmann de 6 mm de diamétre sont
imprégnés de différentes solutions des extraits avec trois disques pour chaque

concentration.

> L’incubation :

Les boites sont incubées pendant 18 a 24 heures dans une étuve a 37°C.
» Lecture :
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La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de
chaque disque a I’aide d’une regle en (mm), et en fonction du diamétre d’inhibition la
souche sera qualifiée de sensible, tres sensible, extrémement sensible ou résistante.
Non sensible ou résistante : diametre < 8mm.

Sensible : diametre compris entre 9 a 14 mm.
Tres sensible : diamétre compris entre 15 a 19 mm.
Extrémement sensible : diametre > 20 mm

(PONCE, 2003).
Blanc (eau distillée).
10% Ract Al T. Ex N%

Milieu Muller-Hinton

ensemencé (Bactérie).

v

Zone d’inhibition.

Disque imprégné de 1’extrait. — N

Figure 03 : Résultats final de la phase d’analyse antimicrobienne (Original).

2.5. Analyse statistique
Toutes les mesures expérimentales ont été effectuées en triple et sont

exprimées en tant que moyenne d'écart type = de trois analyses (moyen (SE) + d'écart
type). L'analyse statistique a été exécutée en utilisant I'analyse de la variance a sens
unique (ANOVA) et la valeur p<0.05 est considérée significative. En utilisant le

logiciel de Microsoft Office Excel 2007.
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Chapitre II: Résultats et discussion
1. Rendement d’extraction

Les résultats de rendement d’extraction des différents extraits aqueux d’A.

leucotrichus sont présentés dans la figure 04.
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Figure 04 : Résultats de rendement des différents extraits d’A. leucotrichus.

Nous constatons que I’infusion donne la valeur la plus élevée qui est 10,38+0,56
%, suivi par la macération avec un taux de 7,59+0,85 %, alors que la décoction a le

rendement le plus faible (5,72%0,79 %).

Il a été¢ démontré que pour I’extraction a température €élevée permettait d’obtenir
des rendements plus €levés en extraits secs que lorsqu’ils sont obtenu a température
ambiante (MAJHENIC et al., 2007). De plus, la méthode d’extraction a température
ambiante permet d’épuiser I’extrait de la macération en composés extraits et la
prévention de leur altération ou modification probable des constituants chimiques des

plantes sous I’action prolongée de la chaleur dans la décoction (BENBRINIS, 2011).
2. Quantification des composés phénoliques

La détermination des teneurs des principes actifs dans les extraits aqueux

d’Ammoudaucus leucotrichus a été faite par des méthodes colorimétriques.

2.1. Teneur en polyphénols totaux
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La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été
réalisée selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La figure 05 présente
les résultats de la teneur en polyphénols totaux des différentes préparations aqueuse

d’A. leucotrichus.
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Figure 05 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits aqueux d’A.

leucotrichus.

Il est a noter que I’infusion d’A. leucotrichus a enregistré une forte teneur en
polyphénols totaux qui est de I’ordre de 13,12+0,69 mg EAG/g en comparaison avec
les deux autres préparations. La préparation obtenue avec décoction présente la teneur

en polyphénols la plus faible qui est 8,78+0,34 mg EAG/g.

Il parait clairement que I’eau chaude utilisé pour I’infusion est la préparation qui
permet d’avoir une teneur en poly-phénols totaux plus élevé ce qui peut étre expliqué
par la lyse des cellules dans I’eau chaude et la libération d’un maximum des composés
phénoliques (GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; VUORELA, 2005). Aussi, La
faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est 1'inconvénient principal du dosage
colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également peut
réagir encore avec les acides aminés aromatiques des protéines (surtout avec le
tryptophane), les glucides réducteurs comme le glucose et le fructose et la vitamine C
(problémes d'interférences), donnant un taux phénolique apparent élevé (BOIZOT et
CHARPENTIER, 2006 ; GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; TAWAHA et al.,
2007).
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2.2. Teneur en flavonoides

Les concentrations des flavonoides dans les différents extraits d’A.
leucotrichus, représentée par la Figure 06, a été déterminée en utilisant la méthode

spectrophotométrique avec du chlorure d’aluminium.
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Figure 06 : Teneur des flavonoides dans les extraits d’A. leucotrichus.

Les résultats, présentés dans la figure 06, ont montré que la concentration la plus
importante des flavonoides est enregistrée pour 1’infusion qui est 5,98+0,19 mg ER/g,
suivi de la macération (4,6720,19 mg ER/g), alors que le taux faible des flavonoides

est obtenu avec la décoction (3,13%0,26 mg ER/g).

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a la
solubilité. Cette solubilité dépend principalement du nombre de groupements
hydroxyles, de poids moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de
squelette de base (MOHAMMEDI and ATIK, 2011).

2.3. Teneur en acides phénols

La méthode d’ Arnow a été utilisée pour quantifier les acides phénols dans les
extraits. La teneur des acides phénols dans chaque extrait d’A. leucotrichus est

représentée dans la figure 07.
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Figure 07 : Teneur des acides phénols dans les extraits d’A. leucotrichus.

D’apres les résultats de figure ci-dessus, la plus grande quantité des acides
phénols a été trouvée dans la décoction (1,58+0,07 mg EAC/g) suivi par I’infusion

(1,13+£0,07 mg EAC/g) et la macération (0,59+0,04 mg EAC/g).

La solubilité des acides phénoliques dépend de leur nature chimique dans la
plante, qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité
structurale est responsable de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques
influencant sur l'extraction. Les maticres végétales peuvent contenir des quantités
variables de principes actifs qui ne délivrent que sous 1’action prolongée de la chaleur
(la décoction) surtout pour les parties dures et compactés (bois, écorces, tiges et

racines). (GARICIA-SALAS et al., 2010; KOFFI et al., 2010)
2.4. Dosage des tanins condensés

La quantification des tanins condensés a été réalisée par la méthode de la
vanilline. La figure 08 présente la teneur en tanins condensés dans chaque extrait

aqueux d’A. leucotrichus.
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Figure 08 : Teneur des tanins condensés dans les extraits d’A. leucotrichus.

Les résultats obtenus (fig. 08) montrent que la décoction présente la teneur la plus
élevée en tanins condensés a moyenne de 5,77+0,24 mgEC/g par rapport aux autres
extraits.

L’extraction des tanins condensés dépend de leur nature chimique, du solvant
utilisé et des conditions opératoires (CHAVAN et al, 2001). L’augmentation de la
température favorise d’une part la diffusion et la solubilité¢ des substances extraites,
d’autre part elle détruit certaines substances fragiles (JOKIC et al, 2010). Cette
augmentation des teneurs en tanins condensés dans les décoctés peut étre expliquée
par la destruction par la chaleur des poly-phénols oxydases (PPO) qui baissent la
teneur en poly-phénols ; ainsi, la rupture de liaisons entre les poly-phénols et d’autres
substances (protéines, polysaccarides...) menant a l'accessibilité a ces principes actifs

peut expliquer de sa part cette abondance (LUTZ et al., 2011).
3. Activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante a été évaluée spectrophotométriquement par trois
méthodes différentes : le test au DPPH, le test d’ABTS et la mesure du pouvoir
réducteur FRAP. Les résultats sont exprimés en uM en équivalent de Trolox par g du

poids sec.

3.1. Test A’ABTS




Chapitre 11 Résultats et discussion

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par la technique de

décoloration du radical cation ABTS. Les résultats ont été représentés dans la figure

09.
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Figure 09 : Activité anti-oxydante mesurée par ABTS dans les extraits d’A.

leucotrichus.

La capacité des extraits aqueux d’A. leucotrichus a inhiber le radical cation
d’ABTS™ a été déterminée (Fig. 09). Il ressort de ces résultats que I’infusion présente
la meilleure activité inhibitrice de radical cation d’ABTS™ qui est de I’ordre de
8603,62+339,75 uMET/g tandis que la décoction présente le pouvoir antioxydant le
plus faible qui est 3818,13+837,59 uMET/g.

Il est évident que la forte activité des extraits est attribuée a leur richesse aux
composés phénoliques, dont I’extrait par infusion posséde la plus forte teneur en
molécules dosés (poly-phénols et flavonoides) (DJEMAI ZOUGHLACHE, 2009)
L’action de ces antioxydants est supposée étre due a leur capacité de donation
d’atomes d’hydrogene ou d’¢électrons dérivée principalement de 1’hydroxyle du cycle

A des flavonoides (LE et al., 2007).
3.2. Test au DPPH

L’¢évaluation de I’activité¢ anti-radicalaire par piégeage des radicaux libres a été
quantifiée par spectrophotométrie. Le taux de piégeage de radicaux libres est indiqué

par la figure 10.
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Figure 10 : Activité anti-oxydante mesurée par DPPH dans les extraits d’A.

leucotrichus.

D’apres les résultats de figure 10, 1’extrait d’infusion est doté de capacité
antiradicalaire la plus élevée est de 6736,28+108,07 uMET/g, en comparaison a celle
de la macération et de la décoction avec 5096,88+53,90 uMET/g et 3669,08+107,86
UMET/g respectivement.

Pour le mécanisme de piégeage de radical, la réaction entre I’antioxydant et DPPH
dépend de la conformation structurale de 1’antioxydant. Certains composés réagissent
rapidement avec DPPH, réduisant un nombre de molécules de DPPH égal au nombre
de groupements hydroxyles (BONDET et al, 1997). 11 a été démontré que les
molécules antioxydantes telles que les flavonoides et les tanins réduisent et décolorent

le DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne (TALBI H. et al., 2015).
3.3. Test de FRAP

L’activité antioxydante des extraits d’A. leucotrichus a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP. Elle est basée sur la capacité des extraits a réduire le fer ferrique
Fe3+en fer ferreux Fe?+. La figure 11 représente le pouvoir réducteur des extraits de la

plante.
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Figure 11 : Activité anti-oxydante mesurée par FRAP dans les extraits d’A.

leucotrichus.

Selon les résultats trouvés par la figure 11, D’extrait par infusion présente le
meilleur pouvoir réducteur qui est de 3830,71+£613,30 uMET/g, alors que la décoction
représente la plus faible pouvoir réductrice avec 2007,45+404,68 uMET/g.

Le pouvoir réducteur des extraits est probablement dii a la présence de
groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui jouent le rdle de
donneurs d’¢électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des
réducteurs et inactivateurs des oxydants (SIDDHURAJU et BECKER, 2007).

Egalement, le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur
significatif de son activité antioxydante potentielle [33, 34] (JEONG et al., 2004 ;
KUMARAN et KARUNAKARAN, 2007)

Par ailleurs, la plupart des activités antioxydantes non enzymatiques telles que le
piégeage du radical libre et 1’inhibition de la peroxydation est mis en place par la

réaction rédox (ZHU et al., 2002).
4. Activité antimicrobienne

Lors de cette étude, nous avons testé¢ 1’action des extraits de la plante d’A.
leucotrichus vis-a-vis de quelques souches bactériennes (Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Micrococcus luteus) par la technique de diffusion sur I’agar

(méthodes des disques).
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Les résultats de I'évaluation antimicrobienne des extraits sont repris ci-dessous
(tableau 03). Dans ce tableau, toutes les valeurs sont exprimées par moyennes de trois
répétitions des diametres en (mm) de zones d'inhibitions, représentant la grandeur du

halo formé par les microorganismes inhibés par I'activité antimicrobienne.
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Tableau 03 : Activité antimicrobienne des extrais aqueux d'A. leucotrichus.

Moyen de diametre des zones d’inhibitions en (mm).

Décoction Infusion Macération
10% | 25% | 50% | 75% | 100% | 10% 25% | 50% 75% | 100% | 10% | 25% | 50% | 75% | 100%
Proteus 12.33 | 17.67 17 0 0 0 0 0 0 0 9.67 | 833 |10.33 | 17.67 | 15.67
mirabilis
Escherichia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
coli
Micrococcus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9.33 | 12.33
luteus

=
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D’apreés le tableau 03, En ce qui concerne I’activité antimicrobienne
d'A.leucotrichus sur chaque germe, tous les extraits ont réagi positivement au moins
sur une des souches microbiennes testées ce qui confirme que la plante d’A.
leucotrichus est douée de propriétés antimicrobiennes. Toutefois, les résultats ont

révélé 'inefficacité de 1’extrait par infusion contre I’ensemble des souches testées.

L’eau distillée (blanc) ne présente aucun effet inhibiteur contre les souches utilisées.

On trouve que les extraits testés présentant la meilleure action inhibitrice sur la
souche Proteus mirabilis qui est trés sensible sur la macération pour toutes les
dilutions (100% , 75%, 50%, 25% et 10%) avec des zones d’inhibitions de 9.67, 8.33,
10.33, 17.67 et 15.67 mm respectivement (fig. 12). Aussi, la décoction ayant des
diametres de 12.33, 17.67 et 17 mm pour les concentrations 10%, 25% et 50%(fig.
13).

La souche Escherichia coli n’exprime aucune zone d’inhibition sur les trois
extraits testés. Cela veut dire que la souche est résistante a ces extraits de la plante A.

leucotrichus.

Pour la bactérie Micrococcus luteus, les effets inhibiteurs de la croissance sont
manifestés par un seul extrait qui est la macération a partir d’'une concentration de
75% et 100% avec des zones d’inhibition de 9.33 et 12.33 mm respectivement. Donc,

la souche est sensible a I’extrait de macération.
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Figure 12 : Activité antimicrobienne de I’extrait de macération d'A. leucotrichus sur
la souche Proteus mirabilis.

Figure 13 : Activité antimicrobienne de 1’extrait de décoction d'A. leucotrichus

sur la souche Proteus mirabilis.

Cette activité serait due au déroulement de la macération sous agitation pendant
un temps €talé (24 h) et a température ambiante qui permet d’extraire le maximum de
molécules bioactives avec une éventuelle protection contre les dénaturations
(BOUKRI, 2014) ou modification probable par la température élevée. Néanmoins,
I’extraction aqueuse a température élevée pour la décoction et par 1’eau chaude pour

I’infusion provoque la perturbation des cellules facilitant la pénétration du solvant et
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la solubilisation des molécules (ALBANO et MIGUEL, 2010). La chaleur peut,
cependant, conduire a la dégradation des molécules thermolabiles (SEIDEL, 2005),
c’est la raison pour laquelle, la décoction a été effectuée pendant un temps réduit de 5
min.

Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un
extrait a un autre. La variation de I’activité antimicrobienne des extraits explique les
variations de leurs compositions chimiques, de nombreuses études ont montré une
relation contradictoire entre la structure chimique des composés phénoliques et leur
pouvoir antimicrobien.

COWAN (1999) a rapporté que les différentes classes de polyphénols
essentiellement les tanins et les flavonoides qui sont des substances antibactériennes
importantes peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les microorganismes.
Cette toxicité est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents
sur le composé phénolique. En outre, il est évident que l’augmentation de
I’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité. L’effet antimicrobien de
ces phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur
adsorption sur les membranes cellulaires, 1’interaction avec les enzymes et les
effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques (DHAOUADI et al., 2010).

Aussi, ’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutét a ’action combinée (synergie) de différents composés
(ESSAWI et SROUR, 2000).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres
complexe. Parmi les hypotheéses avancées, I’inhibition de la synthese d'acide
nucléique, 1’altération des fonctions de la membrane cytoplasmique, la séquestration
de substrats nécessaires a la croissance microbienne et 1’inhibition du métabolisme

énergétique microbien (JUNGKIND, 1995).







Conclusion

Conclusion
Ce mémoire présente une étude sur les activités biologiques des extraits
aqueux d’Ammodaucus leucotrichus Cosson & Durieu., a pour objectif d’évaluer les
propriétés antioxydante et antimicrobienne a concerné la plante, employée en Algérie
grace a ses propriétés thérapeutiques.
L’extraction aqueuse des principes actifs a été faite traditionnellement par

décoction, infusion et par macération a rapport de 1/20 : p/v.

Concernant le rendement, les résultats obtenus montrent que [’extrait de
I’infusion a le meilleur rendement par rapport aux rendements de deux autres extraits

étudiés.

Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides, en acides phénols et en
tannins condensés des extraits aqueux d’Ammodaucus leucotrichus ont été évalués
dans le présent travail.

Les résultats montrent que 1’extrait par infusion est riche en polyphénols
totaux et en flavonoides en raison de leurs solubilités plus élevé dans l'extrait.
L'abondance en acides phénols et en tannins condensés est beaucoup plus dans
I’extrait de décoction que les autres extraits.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I’étude de 1’activité antioxydante
des extraits par le biais de trois méthodes (le test d’ABTS, DPPH et le test de FRAP).
Par ailleurs, tous les extraits posseédent une activité antioxydante importante surtout pour
I’extrait de I’infusion. Ils montrent une inhibition trés importante vis-a-vis du radical
DPPH, un puissant pouvoir réducteur et un excellent effet inhibiteur de radical cation
d’ABTS"™, donc cette plante contient des molécules qui sont considérées comme des
agents antioxydants de premiere classe et peuvent étre employées pour des
applications thérapeutiques.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antimicrobien des
différents extraits aqueux d’Ammodaucus leucotrichus selon la méthode de diffusion
disque vis-a-vis trois souches bactériennes. Les résultats indiquent que les extraits de
décoction et de macération possédent une activité antimicrobienne sur toutes les
souches testées sauf la souche Escherichia coli qui manifeste une résistance pour tous
les extraits, tandis que I’extrait de 1’infusion ne posseéde aucun effet antibactérien d’au

moins sur les souches testées.




Conclusion

La plante Ammodaucus leucotrichus est une source prometteuse d’agents
antioxydants et d’effet antimicrobien plus ou moins important selon le type d’extrait
et de souche bactérienne. Ce qui est expliqué par la nature et la diversité quantitative
et/ou qualitative des composés présents dans les extraits de cette plante.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre 1'éventail des
tests in vivo des activités antioxydantes et antimicrobiennes sur d’autres souches
bactériennes ainsi que ’isolement et la caractérisation des composés actifs dans les
différents extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables des

différentes activités biologiques de cette plante.
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Les courbes d’étalonnage :
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Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols
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Courbe d’étalonnage de Trolox pour ’ABTS
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Courbe d’étalonnage de Trolox pour le FRAP
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Annexe 8 : Tableau des résultats des différents extrais aqueux d’Ammodauccus leucotrichus.

Annexes

Extrait R(%) PPT FLV A.PH T.C ABTs DPPH FRAP
(mg (mg ER/g) (mg (mg EC/g) | (uMET/g) | (uMET/g) | (uMET/g)

EAG/g) EAC/g)
Décoction | 5,72+0,79 | 8,78+034 | 3,13+0,26 | 1,58+0,07 | 5,77+0,24 | 3818,13%83 | 3669,08+10 | 2007,45+40
7,59 7,86 4,68
Infusion | 10,38+0,56 | 13,12+0,69 | 5,98+0,19 | 1,13+0,07 | 3,32+0,82 | 8603,62+33 | 6736,28+10 | 3830,71%61
9,75 8,07 3,30
Macération | 7,59+0,85 | 10,39+1,23 | 4,67£0,19 | 0,59+0,04 | 3,1120,23 | 4045,76+37 | 5096,88+53, | 2405,31+47
2,34 90 7,34
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