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Résumé

Orobanche aegyptiaca Pers., est une plante médicinale holoparasite appartenant a la famille
des Orobanchaceae, connue sous le nom vernaculaire « EI-Danone » et utilisée en médecine
traditionnelle. L’objectif de ce travail vise a létude phytochimique, d’évaluer les activités
antioxydante et antibactérienne des extraits de cette plante. L’extraction des composés
bioactifs de la partie aérienne de la plante a été effectuée par extraction Soxhlet en utilisant
deux solvants de polarité différente : le méthanol et I’hexane. Les rendements obtenus étaient
de 21,04 % pour I’extrait méthanolique et de 1,56 % pour I’extrait hexanique. L’analyse
quantitative des polyphénols totaux, réalisée par la méthode de Folin-Ciocalteu, ainsi que
celle des flavonoides, déterminée par la méthode au chlorure d’aluminium (AICls), ont
montré que 1’extrait méthanolique est le plus riche en composés phénoliques, avec des
teneurs de 169,81 + 3,18 ng EAG/mg d’extrait pour les polyphénols et de 11,64 + 0,86 pg
EQ/mg d’extrait pour les flavonoides. L'évaluation in vitro de l'activité antioxydante des
extraits a été réalisée par quatre méthodes, a savoir : les tests du CAT, DPPH et d’ABTS et le
pouvoir réducteur. Les résultats ont montré que 1’extrait méthanolique posséde une bonne
capacité antioxydante (CAT = 197,81 + 2,04 ug EAA/mg d’extrait). De plus, cet extrait a
présenté un important pouvoir antiradicalaire vis-a-vis des radicaux DPPH et ABTS, avec des
valeurs d’ICso de 36,77 + 0,96 ng/mL et 30,07 + 2,10 ug/mL, respectivement. Il a également
montré un bon pouvoir réducteur avec une valeur d’I Ags de 220,55 + 3,03 pg/mL. L’activité
antibactérienne a été évaluée par la méthode de microdilution en milieu liquide sur
microplaque. Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait méthanolique exerce une activité
antibactérienne plus importante que I’extrait hexanique. La souche bactérienne la plus
sensible était Escherichia coli, avec des valeurs de CMI et de CMB égales respectivement a
31,25 mg/mL et 62,5 mg/mL. En conclusion, ces résultats valorisent [’utilisation
traditionnelle de cette plante et ouvrent des perspectives pour de futures applications
thérapeutiques.

Mots clés : Orobanche aegyptiaca Pers., extrait méthanolique, extraits hexanique, étude
phytochimique, activité antioxydante, activité antibactérienne



Abstract

Orobanche aegyptiaca Pers. is a medicinal holoparasitic plant belonging to the
Orobanchaceae family, commonly known by the vernacular name “El-Danone” and widely
used in traditional medicine. The aim of this work is to carry out a phytochemical study and
to evaluate the antioxidant and antibacterial activities of the plant extracts. The extraction of
bioactive compounds from the aerial parts of the plant was performed using Soxhlet
extraction with two solvents of different polarities: methanol and hexane yielding 21.04%
and 1.56% for the methanolic and hexanic extracts, respectively. Quantitative analysis of
total polyphenols, carried out using the Folin—Ciocalteu method, and flavonoids, determined
by the aluminum chloride (AlCls) method, showed that the methanolic extract was the richest
in phenolic compounds, with contents of 169.81 + 3.18 ug GAE/mg extract for polyphenols
and 11.64 + 0.86 ug QE/mg extract for flavonoids. The in vitro antioxidant activity of the
extracts was evaluated using four methods: total antioxidant capacity (TAC), DPPH and
ABTS radical scavenging assays, and reducing power assay. The results demonstrated that
the methanolic extract possessed a good antioxidant capacity (TAC = 197.81 + 2.04 ug
AAE/mg extract). In addition, this extract exhibited significant free radical scavenging
activity against DPPH and ABTS radicals, with ICso values of 36.77 = 0.96 ng/mL and 30.07
+ 2.10 pg/mL, respectively. It also showed a good reducing power with an Ags value of
220.55 + 3.03 pg/mL. The antibacterial activity was evaluated using the microdilution
method in liquid medium on microplates. The obtained results showed that the methanolic
extract exhibited greater antibacterial activity than the hexanic extract. The most sensitive
bacterial strain was Escherichia coli, with MIC and MBC values of 31.25 mg/mL and 62.5
mg/mL, respectively. In conclusion, these results support the traditional use of this plant and
open up prospects for future therapeutic applications.

Keywords: Orobanche aegyptiaca Pers.,, methanolic extract, hexanic extract,
phytochemistry, antioxidant activity, antibacterial activity.
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Introduction

L’alimentation déséquilibrée, la pollution et le tabagisme contribuent a 1’augmentation du
processus d’oxydation dans I’organisme. Ces facteurs favorisent la formation d’especes réactives
de I’oxygene (ERO), communément appelées radicaux libres, connues pour leur forte réactivité et
leur toxicité. A faibles concentrations, les ERO jouent néanmoins un réle physiologique
important dans divers mecanismes cellulaires, notamment la transduction des signaux.
Cependant, leur surproduction au-dela des capacités de défense antioxydante des systémes
biologiques entraine un stress oxydatif impliqué dans 1’apparition de nombreuses pathologies,
telles que les maladies cardiovasculaires, 1’obésité, le diabéte, les cancers, les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin et les maladies neurodégénératives (Birben et al., 2012 ;
Tafuri et Latino, 2025).

Le fait que I’utilisation croissante des médicaments synthétiques, ces derniers peuvent
provoquer divers effets indésirables sur la santé humaine. En revanche, les plantes médicinales et
les remedes naturels d’origine végétale continuent d’occuper une place importante dans les soins
thérapeutiques. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80 % de la population
mondiale utilise la médecine traditionnelle comme principale source de soins de santé, en raison
notamment de son faible colit et de sa moindre incidence d’effets secondaires par rapport a

certains médicaments de synthése (Haider, 2024 ; Sridevi, 2025).

Les plantes médicinales représentent une source importante de composés bioactifs grace a
leurs métabolites secondaires, tels que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides et les
alcaloides (Latif et Nawaz, 2025). Ces composés présentent une grande diversité structurale et
possédent de nombreuses activités biologiques, notamment des activités antioxydantes,
antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Wink, 2015 ; Oliveira et al., 2025).
De nombreuses recherches ont démontré que les polyphénols contribuent a la prévention et au
traitement de diverses maladies grace a leurs multiples propriétés biologiques (Hussain et al.,
2016 ; Baali et al., 2024 ; Djemouai et al., 2024).

L’ Algérie, située au nord du continent africain et bordée par la mer Méditerranée, possede
une grande diversité géographique et climatique caractérisée par quatre grands ensembles de
reliefs : le Tell, les Hauts Plateaux, 1’Atlas Saharien et le Sahara. Cette richesse écologique

favorise le développement d’une flore trés diversifiée comprenant environ 4500 especes
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végétales, dont plusieurs espéces endémiques. Le pays est particulierement reconnu pour la
richesse de ses plantes médicinales et aromatiques ainsi que pour les usages traditionnels qui leur
sont associés, constituant un patrimoine ancestral transmis de génération en génération (Guerine
et al., 2024).

Dans ce contexte, la présente étude s’intéresse a Orobanche aegyptiaca Pers., une plante
médicinale holoparasite appartenant a la famille des Orobanchaceae, récolté dans la région de
Ghardaia et connue localement sous le nom de « Danone ». Cette plante est utilisée en médecine
traditionnelle pour le traitement de plusieurs affections, notamment les maladies infectieuses,
I’obésité et le diabete. Elle est également utilisée en application externe pour favoriser la

cicatrisation des plaies, resserrer les pores de la peau et traiter le psoriasis (Jaradat et al., 2021).

Ce travail vise a réaliser une étude phytochimique ainsi qu’a évaluer les activités
antioxydante et antibactérienne des extraits méthanolique et hexanique des parties aériennes de

Orobanche aegyptiaca Pers. Afin d’atteindre ces objectifs, plusieurs étapes ont été entreprises :

o Préparation des extraits méthanolique et hexanique par extraction Soxhlet ;
« Détermination des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux ;

« Evaluation in vitro des activités antioxydante et antibactérienne des extraits.

Ce mémoire est subdivisé en trois chapitres essentiels. Le premier chapitre présente une
synthése bibliographique nécessaire a la compréhension et a I’interprétation des résultats obtenus.
Le deuxieme chapitre est consacré au matériel et méthodes expérimentales utilisés dans cette
étude. Enfin, le troisieme chapitre regroupe les résultats obtenus ainsi que leur discussion. Ce
travail s’acheéve par une conclusion générale résumant les principaux résultats obtenus et

proposant quelques perspectives pour la poursuite de cette étude.
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1. Stress oxydant

Le stress oxydatif résulte d’un déséquilibre entre la production des espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) et I’efficacité¢ des systémes antioxydants a les neutraliser (Salim, 2014). Ce
déséquilibre peut endommager les protéines, les lipides, les glucides ainsi que I’acide
désoxyribonucléique (ADN), provoquant des mutations ou des effets cytotoxiques susceptibles
de perturber le métabolisme cellulaire (Sies, 2020 ; Grzeszczak et al., 2023). Par conséquent, il
contribue au développement de nombreuses maladies, notamment le diabéte, 1’obésité, le cancer,
les troubles neurodégénératifs et les maladies cardiovasculaires (Hayes et al., 2020 ; Reddy,
2023).

1.1. Radicaux libres et espéeces réactives

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes, molécules ou ions) posseédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur orbitale externe (Di Meo et Venditti, 2020). La
présence d’un électron non apparié¢ leur confére une instabilit¢ marquée, les rendant
particulierement réactifs et généralement de courte durée de vie. Cette forte réactivité leur
permet d’arracher des électrons a d’autres molécules afin d’atteindre une plus grande stabilité.
La molécule ainsi attaquée perd alors un électron, devient & son tour un radical libre et amorce
une réaction en chaine susceptible d’entrainer des dommages cellulaires (Phaniendra et al.,
2015).

Bien que I’oxygene soit indispensable aux processus aérobies, environ 5 % de 1’oxygene
inhalé est converti en ERO (El-Bahr, 2013). Les radicaux libres comprennent 1’anion
superoxyde (O2¢") et sa forme protonée (HO2¢), le radical hydroxyle (OHe¢), le radical peroxyle
(ROOe) ainsi que le radical alkoxyle (RO¢), ou R représente un lipide ou une protéine. Les
especes non radicalaires comprennent le peroxyde d’hydrogeéne (H20:2), I’oxygene singulet ('Oz),

’acide hypochloreux (HOCI) et les peroxydes organiques (ROOH) (Averill-Bates, 2024).

Les espéces réactives de 1’azote (ERN), sont des molécules centrées sur l'azote, telles que le
monoxyde d’azote (NO¢) et le dioxyde d’azote (NO-¢), ainsi que des composés non radicalaires,
notamment le peroxynitrite (ONOOQO"), le nitrate (NOs"), I’acide nitreux (HNO2), I’anion nitroxyle
(NO"), le cation nitrosonium (NO™), le trioxyde de diazote (N20s) et le tétroxyde de diazote
(N204) (Gogoi et al., 2024).

1.2. Formes des radicaux libres

Les especes réactives sont classées en deux groupes principaux : les ERO et les ERN. Elles

comprennent a la fois des formes radicalaires et non radicalaires (Tableau I). Les radicaux libres
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sont généralement plus réactifs et moins stables que les espéces non radicalaires (Chouikh,

2025).

Tableau I. Espéces réactives de I’oxygene et de 1’azote (Del Rio, 2015).

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02 Acide hypochlorique HOCI
Radical alkoxyle RO Oxygene singulet 102
Radical hydroxyle OH- Peroxyde d’hydrogene H20:
Radical peroxyle ROO- Peroxynitrite ONOO~
Monoxyde d’azote NO- Ozone Os
Dioxyde d’azote NO2e Cation nitrosonium NO*
Radical nitrate NO3e Tétroxyde de diazote N204
Radical hydroperoxyle HO-e Trioxyde de diazote N20:s
Anion nitroxyle NO-
Acide nitreux HNO:2

1.3. Sources de radicaux libres

Les radicaux libres proviennent de sources endogénes et exogenes (Figure 1), contribuant
ainsi au stress oxydatif. Ces différentes sources interagissent de maniére complexe, perturbent

1’équilibre redox et favorisent I’apparition de Iésions tissulaires (Dumitru et al., 2025).
1.3.1. Sources endogenes

Les principales sources endogénes impliquées dans la formation des ERO comprennent
les mitochondries, les NADPH oxydases membranaires (NOX), les peroxysomes et les
chloroplastes, en raison de leur forte consommation d’oxygéne (Valko et al., 2007). Parmi ces
organites, les mitochondries constituent la principale source de production des ROS, représentant
environ 90 % de leur génération. Dans le cadre de la respiration cellulaire, elles assurent la
production d’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) grace au processus de

phosphorylation oxydative.

Par ailleurs, plusieurs enzymes oxydantes, notamment les complexes de la chaine
mitochondriale de transport des électrons, les NO-synthases (NOS), les enzymes du cytochrome
P450 (CYP), les NADPH oxydases (NOX), la xanthine oxydase (XO) et la lipoxygénase (LOX),

participent a la production de I’anion superoxyde (O:*), lequel se transforme rapidement en
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peroxyde d’hydrogeéne (H:20:), en radical hydroxyle (OHe) et en d’autres especes réactives de
I’oxygene (Ansari et al., 2025).

1.3.2. Sources exogenes

Les ERO peuvent également étre générées par I’exposition a divers facteurs exogenes, tels
que les rayonnements ionisants (IR) et ultraviolets (UV), les polluants environnementaux, les
agents biologiques, 1’alimentation, certains médicaments, les métaux lourds (plomb, arsenic,
mercure, chrome et cadmium), les ions métalliques comme le fer et le cuivre, les pesticides, ainsi
que des substances toxiques telles que 1’alcool et le tabac (Bhattacharyya et al., 2014 ; Aranda-
Riveraet al., 2022).

Les traitements anticancéreux et la radiothérapie sont responsables de la formation des ERO,
ce qui peut entrainer des complications cardiovasculaires. Il est bien établi que les rayons X, les
rayons alpha, béta, gamma et les flux de neutrons libres, induisent la formation de ERO, ce qui
conduit au stress oxydatif (Jomova et al., 2023).

1.4. Role physiologique des radicaux libres

En biologie, les radicaux libres sont a la fois essentiels et dangereux. Ils peuvent provoquer

de nombreuses pathologies, mais sont également indispensables a la vie (Favier, 2003).

Les especes réactives constituent une conséquence inévitable de la consommation d’oxygene
moléculaire par ’organisme. Leur production est permanente, physiologique, contrdlée et utile.
En raison de leur forte réactivité, les ERO participent a de nombreuses fonctions biologiques,
notamment la signalisation cellulaire, la régulation du tonus vasculaire, la défense immunitaire
par phagocytose, 1’activité bactéricide, ainsi qu’aux mécanismes de nécrose et d’apoptose des

cellules cancéreuses (Hamma et al., 2015).

1.5. Cibles des radicaux libres

La surproduction d’ERO entraine des dommages directs sur les molécules biologiques
(protéines, lipides, glucides), ainsi que des dommages secondaires en raison de la toxicité et de la

capacité mutagene des métabolites libéres (Oueslati, 2017).

Les cibles biologiques majeures des radicaux libres sont décrites ci-dessous :

1.5.1. Acide désoxyribonucléique

L'acide désoxyribonucléique (ADN) est une molécule tres sensible au stress oxydatif. En
effet, la plupart des ERO peuvent réagir avec I'ADN, notamment les bases azotées (purines et
pyrimidines), ainsi que le ribose et le désoxyribose. Les radicaux libres provoquent des
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dommages a I'ADN qui se manifeste par des modifications de bases, des ruptures de brins et des
liaisons croisées. Le radical hydroxyle se connu pour ses effets dommage sur I'ADN, il peut
prélever des atomes d'hydrogéne de la structure principale du sucre désoxyribose, provogquant
des ruptures de brins, ou se lier aux doubles liaisons des bases de I'ADN, entrainant des
transformations de bases comme la 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG). Ces altérations
peuvent provoquer des mutations, une instabilité génomique et, si elles ne sont pas correctement
réparées, favoriser la carcinogenese ainsi que d'autres affections génétiques (Chandimali et al.,
2025).

Ces altérations et lésions de I’ADN peuvent entrainer plusieurs conséquences, notamment
une perturbation de la fonction mitochondriale, la formation d’espéces mutagénes et 1’activation

des mécanismes de réparation (Bensakhria, 2018).

1.5.2. Protéines

Les protéines appartenant a une autre classe de biomolécules indispensables a l'organisme,
sont également exposées aux attaques des radicaux libres. En effet, les attaques radicalaires
ciblent principalement les acides aminés et les protéines, que ce soit par I'oxydation de leurs

chaines latérales ou de la chaine polypeptidique (Payet, 2023).

L'initiation de la modification des protéines par les ERO se fait principalement via la
fragmentation de la chaine carbonée suite a I'oxydation d'un résidu glutamyl ou par I'amidation o
et l'oxydation directe de chaines latérales de résidus sensibles (lysine, arginine, proline,
thréonine), ce qui entraine la création de groupes carbonylés sur la protéine .L'oxydation
protéique induit des modifications réversibles des résidus cystéine et méthionine, formant des
disulfures, de l'acide sulfénique ou du sulfoxyde de méthionine. Ces dommages affectent la
structure, par la formation de liaisons intra- et inter-moléculaires ou fragmentation des chaines

polypeptidiques due a I'oxydation du squelette carboné protéique (Sjéberg, 2013).

1.5.3. Lipides

Les lipides sont des substances biologiques largement présentes dans le corps et constituées
essentiellement d'acides gras. Le terme peroxydation lipidique désigne I'événement chimique le
plus nuisible mettant en jeu les ERO et les lipides. Cela se réfere a Il'intégration d'oxygene

moléculaire sur les acides gras insaturés (Payet, 2023).

La peroxydation lipidique est déclenchée par I’attaque des radicaux hydroxyles (HO¢) sur
les acides gras insatures des membranes cellulaires. Ce processus comprend trois étapes :
I’initiation, la propagation et la terminaison. Au cours de la phase d’initiation les lipides
polyinsaturés (LH) libérent un atome d'hydrogéne et se transforment en un radical libre (Le). Ce
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radical entre en réaction avec I'oxygene, créant un radical peroxyde instable (LOOe¢). Les acides
gras se trouvent a proximité les uns des autres (Kardeh et al., 2014). La phase de propagation
amplifie les réactions oxydatives jusqu’a la formation, lors de la terminaison, de composés non
radicalaires et de produits secondaires. Cette peroxydation provoque des altérations de la fluidité,

de la perméabilité et de la fonctionnalité des membranes cellulaires (Tvrda et al., 2017).

2. Systéemes de défense antioxydants

Les enzymes antioxydantes constituent une classe de protéines ou de métalloprotéines
capables de catalyser la conversion des ERO et de leurs sous-produits en composes plus stables
et généralement moins nocifs. Elles représentent un systeme de défense essentiel contre le stress

oxydatif induit par les ERO, susceptibles d’endommager 1’ensemble des constituants cellulaires.

Parmi les principales enzymes antioxydantes figurent le superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes agissent en synergie avec des
antioxydants non enzymatiques, tels que les vitamines, 1’acide urique, les caroténoides et les
polyphénols, afin de protéger les cellules contre les effets délétéres des ERO (Liguori et al.,
2018 ; Jomova et al., 2023).

2.1. Antioxydants enzymatiques

2.1.1. Superoxyde dismutase

Le SOD est une enzyme antioxydante métallique impliquée dans la neutralisation des
radicaux anioniques superoxydes. Elle catalyse leur conversion en oxygéne moléculaire (O2) et
en peroxyde d’hydrogene (H20:) par une réaction de dismutation, contribuant ainsi a la
protection des cellules contre les dommages liés au stress oxydatif. Chez les eucaryotes, les SOD
sont classées en trois types selon leur cofacteur metallique et leur localisation cellulaire : la
Cu/Zn-SOD localisée dans le cytoplasme, la Mn-SOD présente dans la matrice mitochondriale et
la SOD extracellulaire (SOD3) (Zheng et al., 2023).

2.1.2. Catalase

La CAT est une protéine héminique de 240 kDa, qui se localisée principalement dans les
peroxysomes et la mitochondrie (Baker et al., 2023). Elle a été isolée chez des organismes
eucaryotes et procaryotes. Elle decompose deux molécules de H.O. en deux molécules d'eau et
une molécule d'oxygéne. La catalase joue un role important dans les pathologies liées au stress
oxydatif, notamment l'inflammation, la mutagenése et la suppression de I'apoptose (Jomova et
al., 2023).
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2.1.3. Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme séléniée localisée dans le cytosol et les
mitochondries. Elle catalyse la réduction du H.O. en H.O ainsi que des hydroperoxydes
organiques (ROOH) en alcools (ROH). Son role essentiel est d’éliminer les peroxydes lipidiques
produits lors du stress oxydatif affectant les acides gras polyinsaturés (Haleng et al., 2007 ;
Tkachenko et al., 2014).

2.2. Antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques regroupent plusieurs composés hydrosolubles et
liposolubles capables d’agir dans le milieu intracellulaire ainsi que dans le plasma afin de limiter
les effets des espéces réactives. Parmi les principaux antioxydants figurent le glutathion, la
vitamine C et I’acide urique, ainsi que des composés liposolubles tels que les vitamines E et A et

le B-carotene (Hamma et al., 2015).

2.2.1. Glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide constitué de glutamate, de cystéine et de glycine
(L-y-glutamyl-L-cystéinyl-glycine) jouant un r6le essentiel dans les mécanismes de défense
antioxydante de I’organisme (Lushchak, 2012). Présent a la fois dans le cytosol et les
mitochondries, il intervient notamment comme cofacteur de la glutathion peroxydase (GPx). Le
GSH participe a la détoxification du peroxyde d’hydrogéne (H-O:) et contribue ainsi a la
protection des cellules contre le stress oxydatif (Pacula et al., 2017).

2.2.2. Acide urique

L’acide urique, issu du catabolisme des purines, est formé par 1’oxydation de I’hypoxanthine
et de la xanthine sous I’action de la xanthine oxydase et de la xanthine déshydrogénase. Il
participe aux mécanismes de défense antioxydante en neutralisant directement certaines especes
réactives de 1’oxygéne (ERO). Lors de sa réaction avec les oxydants, 1’acide urique forme un

radical urate, qui peut ensuite étre régénéré par 1’ascorbate (vitamine C) (Vidé, 2015).
2.2.3. Vitamine C

La vitamine C (acide L-ascorbique) est un antioxydant hydrosoluble apporté principalement
par I’alimentation. Elle est présente dans le cytosol, le liquide extracellulaire ainsi que dans
plusieurs tissus, notamment les muscles et le foie. L’acide ascorbique possede une forte activité
antioxydante, lui permettant de neutraliser directement diverses ERO, telles que I’anion
superoxyde (O:*7), le radical hydroxyle (*OH), I’oxygéne singulet ('O:) et le peroxyde

d’hydrogene (H:0:). Par ailleurs, la vitamine C exerce également une action antioxydante
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indirecte en participant a la régénération d’autres antioxydants apres leur oxydation (Port-
Lougarre, 2023).

2.2.4. Vitamine E

La vitamine E est un antioxydant liposoluble regroupant plusieurs composés, notamment les
a-, B-, v- et d-tocophérols, dont les activités biologiques varient. Parmi eux, 1’a-tocophérol
représente la forme la plus active. La vitamine E constitue le principal antioxydant liposoluble du
plasma humain. Elle agit principalement en neutralisant les radicaux peroxyles (ROOQOe),
conduisant a la formation d’un radical tocophéryle plus stable. Elle peut également réagir avec
certaines especes réactives de 1I’oxygene, telles que I’oxygéne moléculaire et le radical hydroxyle
(*OH), contribuant ainsi a la protection des membranes lipidiques contre les dommages oxydatifs

(Moukette et al., 2015).
2.2.5. Oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des
oligoéléments essentiels impliqués dans la protection contre le stress oxydatif. Ces métaux
agissent principalement comme cofacteurs de nombreuses enzymes antioxydantes, contribuant
ainsi au maintien de leur activité catalytique et a la neutralisation des especes réactives de
I’oxygene (Baratli, 2015).

2.2.6. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments de couleur jaune, orange ou rouge, lipophiles présents
dans les plantes photosynthétiques, les algues et les micro-organismes (Arimboor et al., 2015).
IIs se divisent en deux groupes : les carotenes et les xanthophylles (Maoka, 2020). Leur activité
cibler directement les ERO grace a leur activité caroténoide. Ce composé est essentiel pour la

protection des lipides membranaires contre la peroxydation (Smits et al., 2019).
2.2.7. Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires végetaux caractérises par la présence de
groupements phénoliques dans leur structure chimique. lls comprennent une large variété de
composés, depuis les acides phénoliques simples jusqu’aux structures complexes et polymérisées

telles que les tanins condensés (Galleano et al., 2010).
3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux caractérisés par un

noyau aromatique portant au moins un groupement hydroxyle (Kulbat, 2016). Ils sont largement
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présents dans les fruits, Iégumes, céréales, légumineuses, épices et noix, ou ils contribuent a la
qualité et a la défense des plantes. Synthétisés via différentes voies métaboliques, ils possédent
de nombreuses activités biologiques, notamment antioxydantes, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses, et jouent un ro6le préventif contre plusieurs maladies

chroniques liées au stress oxydatif (Zhang et al., 2022).

3.1. Classification

Les polyphénols constituent un groupe de molécules aux structures chimiques tres variées.
Selon leur squelette carboné, ils peuvent étre classés dans les principales classes suivantes : les
acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbénes, les lignanes et autres (Figure 1)
(Basli et Belkacem, 2017).

Les composés phénoliques

‘ Acides phénoliques ‘ ‘ Flavonoid ‘ ‘ Stilbénes ‘ ‘ Coumarine ‘ ‘ Ligna ‘ ‘ Tannin ‘

R . v . -
Acides Acides - Tannins Tannins
Resvératro

hydroxy- hydroxy-
‘ Flavonol H Flavononol ‘ ‘ Flavones ‘ Flavanols ‘ Flavanone H Anthoeyanidin H Isoflavonoid ‘

Figure 1. Principales classes de composés phénoliques (Alara et al., 2021).
3.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont d'une importance majeure, car ils représentent environ 30 % des

composés phénoliques totaux présents dans I'alimentation humaine (Cilinoiu et Vodnar, 2018).

Les acides phénoliques sont composés d'un cycle benzénique lié a un groupe carboxyle
(-COOH). Ces composés peuvent étre classés en deux catégories structurales : les dérivés de
I’acide benzoique, correspondant aux acides hydroxybenzoiques (C6-C1), et les dérivés de
I’acide cinnamique, correspondant aux acides hydroxycinnamiques (C6-C3) (Figure 2)
(Khadem et Marles, 2010). La concentration des acides hydroxybenzoiques dans les aliments

est généralement plus faible que celle des acides hydroxycinnamiques (Kumar et Goel, 2019).
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Figure 2. Principaux acides phénoliques (Prabhu et al., 2021).
3.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont la classe de polyphénols la plus abondante, avec plus de 8 000
structures chimiques identifiées. Leur structure de base est constituée de quinze atomes de
carbone (C6-C3-C6), formant en deux noyaux benzéniques (A et B), reliés par un cycle
hétérocyclique pyranique (C). Selon la liaison entre les cycles B et C et la nature des
substitutions du cycle C, ils sont divisés en six sous-classes différents : les flavones, les
flavonols, les flavanones, les flavanols, les anthocyanines et les isoflavonoides (Figure 3)
(Albuquerque et al., 2021).

= oH

Isoflavones

Basic Flavonoid Structure

R4 R4
Rz Rz
HO. . | Rs HO. ‘ O g Rs
OH

OoH © OoH ©O

Flavonols Flavones

Figure 3. Structure générale des principales sous-classes de flavonoides (Rahman et al., 2021).
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Les flavonoides contribuent a la coloration des fleurs, aux relations symbiotiques avec les
procaryotes, a la protection contre les infections pathogénes, a la défense contre les herbivores
des insectes, a la filtration des rayons UV et a lactivité antioxydante. Les couleurs
caractéristiques des plantes, comme le jaune, sont dues de la quercétine, alors que les teintes

bleues sont dues a la malvidine (Kumar et al., 2020).
3.1.3. Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques hydrosolubles de poids moléculaire
relativement élevé, capables de former des complexes avec des alcaloides, des polysaccharides
ainsi que des protéines. lls se répartissent en deux grandes catégories : les tanins hydrolysables et
les tanins condensés. Les tanins hydrolysables correspondent a des esters de I’acide gallique
(gallotanins et ellagitanins), tandis que les tanins condensés, ou proanthocyanidines, sont des
polymeres constitués d’unités de flavan-3-ols polyhydroxylés (Das et al., 2020). Ils présentent
dans la majorité des espéces végétales, les tanins assurent un réle de défense en protégeant la

plante contre les herbivores et en contribuant a la régulation de sa croissance (Das et al., 2020).
3.1.4. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés hétérocycliques d’origine végétale, caractérisés par
une grande diversité structurale et regroupés en plusieurs classes (isoquinoléines, quinoleines,
indoles, pipéridiniques) (Yan et al., 2021). Dans les plantes, ils participent a la défense contre les
stress, notamment les dommages liés aux rayonnements UV, et peuvent servir de réserve d’azote

et d’autres éléments essentiels au développement (Debnath et al., 2018).
3.2. Activités biologiques

3.2.1. Activité antioxydante

L’oxydation est une réaction chimique impliquant un transfert d’électrons ou d’atomes
d’hydrogéne vers un agent oxydant (Moharram et Youssef, 2014). Les polyphénols
alimentaires contribuent a la prévention de plusieurs maladies chroniques (cardiovasculaires,
neurodégénératives, cancers, etc.) grace a leurs propriétés antioxydantes, notamment leur
capacité a neutraliser les radicaux libres, chélater les ions métalliques et inhiber 1’oxydation

lipidique (Gulcin, 2012 ; Asif, 2015 ; Chen et al., 2024a).

3.2.1.1. Piégeage des radicaux libres

Les polyphénols possedent une grande capacité de piégeage des radicaux libres, tels que les

radicaux superoxyde, hydroxyle, alkoxyle, peroxyle et le peroxynitrite, par le transfert
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d'hydrogene (Purgatorio et al., 2024). Dans cette réaction, I’atome d’hydrogéne (H) d’un phénol
(ArOH) est transféré a un radical peroxyle (ROO*) (Munteanu et Apetrei, 2021).

3.2.1.2. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols peuvent inhiber la formation des radicaux libres en chélatant les ions
métalliques, tels que le fer et le cuivre, plutét qu’en le neutralisant directement. En particulier, le
fer ferreux, reconnu comme un puissant pro-oxydant, favorise la formation de radicaux
hydroxyles hautement réactifs a partir du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne via la réaction

de Fenton (Wang et al., 2016 ; Chen et al., 2023).
3.2.1.3. Modulation des enzymes

Les polyphénols possedent une activité antioxydante en inhibant plusieurs enzymes pro-
oxydantes, réduisant ainsi la production des ERO/ERN. De plus, les enzymes antioxydantes
endogénes (SOD, CAT, GPx et GRx) contribuent a neutraliser les dommages oxydatifs et a
protéger les cellules du stress oxydatif (Parcheta et al., 2021).

3.2.2. Activité antimicrobienne

Les antimicrobiens sont utilisés contre les bactéries, champignons et virus en agissant sur
plusieurs cibles cellulaires : ils perturbent la membrane, inhibent des enzymes clés (gyrase de
I’ADN, ARN polymérase), bloquent la réplication virale et peuvent induire la production
d’especes réactives de 1’oxygeéne tout en modulant la réponse immunitaire de 1’hdte. Ces
mécanismes empéchent la survie et la prolifération des agents pathogenes dans 1’organisme

(Panda et Duarte-Sierra, 2022 ; Mandal et Domb, 2024).
3.2.3. Activité antidiabétique

La présence d’alcaloides, des flavonoides et des tanins dans les différentes espéces analysées
constituent un indicateur important pour 1’activité hypoglycémiante ou antidiabétique pour ces
especes végetales. Il est démontré par plusieurs études que ces metabolites secondaires seraient

doués de cette activité (Mangambu et al., 2014).

Des études in vitro et in vivo indiquent que les polyphénols possedent un potentiel
antidiabétique en modulant le métabolisme glucidique, notamment par 1’inhibition des enzymes
a-amylase et a-glucosidase, la réduction de ’absorption intestinale du glucose, la stimulation de
la sécrétion d’insuline et la diminution de la production hépatique de glucose (Kim et al., 2016 ;
Jaber et al., 2023).
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3.2.4. Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires en modulant I’expression des
génes pro-inflammatoires, notamment par ’inhibition de la COX-2, et en stimulant certains
médiateurs anti-inflammatoires tels que I'IL-4, I’'IL-10, I’'IL-13 et 1’adiponectine (Garcia-
Lafuente et al., 2009 ; Joseph et al., 2016).

3.2.5. Activité anticancéreuse

De nombreux polyphénols possedent des propriétés anticancéreuses en modulant plusieurs
mécanismes impliqués dans la cancérogenese, notamment le cycle cellulaire, 1’apoptose, les
systémes enzymatiques antioxydants et I’expression de genes (Fantini et al., 2015 ; Basli et al.,
2017).

4. Présentation de la plante étudiée

4.1. Description botanique

L'espece Orobanche aegyptiaca Pers., connue sous le nom vernaculaire arabe EL-Danone
(05, est une plante annuelle, holoparasite racinaire obligatoire dépourvue de chlorophylle
(Darvishzadeh, 2018). Les tiges sont ramifiées a partir du milieu, arrondies, jaunatres, mesurent
de 16 a 40 cm de long, et épaissies a la base (Figure 4). Chaque tige porte une structure tubéreuse
globulaire servant de réservoir de nutriments pour la croissance et le développement, et portant
des écailles lancéolées. Les fleurs sont bisexuées, insérées le long de la tige avec une
inflorescence cylindrique. La corolle est tubulaire-infundibuliforme, bleu-violet, plus claire a la

base du tube et pubescente a I'extérieur. L'ovaire est syncarpe et bicarpellaire avec un style

terminal unique et quatre étamines (Al-Joboury et Aliwy, 2021 ; Rani et al., 2023).
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4.2. Systématique

D'apres le site POWO, la classification d'Orobanche aegyptiaca Pers. est la suivante :
Régne : Plantae
Classe : Equisetopsida
Sous-classe : Magnoliidae
Ordre : Lamiales
Famille : Orobanchaceae
Genre : Orobanche

Espéce : Orobanche aegyptiaca
4.3. Distribution géographique

Le genre Orobanche comprend environ 150 especes (Bendaoud et al., 2022). Orobanche
aegyptiaca Pers. pousse principalement dans les régions semi-arides et tempérées de
I’hémisphére Nord, notamment en Europe centrale et méridionale, en Afrique du Nord et en Asie
(Abedi et al., 2014). Elle est particulierement répandue dans les pays du bassin méditerranéen
(Espagne, Tunisie, Maroc, Algérie et Turquie), ainsi que dans d’autres régions telles que
I’Ethiopie, I'Iran et la Bulgarie (Khamassi et al., 2023). On la retrouve également en
Méditerranée orientale (Chypre, Egypte, Jordanie, Liban et Syrie), ainsi qu’au Pakistan, en Inde
et en Afghanistan (EI-Taher et Mohamed, 2022).

4.4. Utilisation traditionnelle

Orobanche aegyptiaca Pers. est utilisée en médecine traditionnelle, en usage interne pour
traiter les maladies infectieuses et en usage externe pour favoriser la cicatrisation des plaies,
désobstruer les pores et traiter le psoriasis. Cette plante pourrait également constituer une source
potentielle de métabolites bioactifs pour la prise en charge du diabéte, de 1’obésité, du surpoids,
de TI’hypercholestérolémie, de I’hypertriglycéridémie et d’autres pathologies métaboliques

(Jaradat et al., 2021).
4.5. Composition chimique

Les analyses phytochimiques d'Orobanche aegyptiaca ont été réalisées selon des méthodes
d'analyse standard afin de détecter la présence de composés métaboliques primaires et secondaire
(Jaradat et al., 2021). Parmi ces constituants, on retrouve des carbohydrates, les flavonoides, les
saponines, les glycosides, les alcaloides, les tanins et les phénols, les protéines et les terpéenoides
(Abdel-Khalek et al., 2025).
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

La partie aérienne d’Orobanche aegyptiaca Pers. a été récoltée au cours de la
période de floraison en mars 2024 dans la région de Noumrat wilaya de Ghardaia.
La plante fraichement collectée a été nettoyée puis séchée a 1’abri de la lumiére afin
de préserver I’intégrité de ses molécules, puis stockée dans un endroit sec a

température ambiante jusqu’a son utilisation.
1.1.2. Souches bactériennes

Le choix des microorganismes a porté sur quatre souches issues de la collection
internationale (American Type Culture Collection, ATCC) a savoir :
Des bactéries Gram positives : Staphylococcus aureus (ATCC: 25923) et Bacillus
subtilis (ATCC : 6633).
Des bactéries Gram négatives : Escherichia coli (ATCC: 25922) et Klebsiella
pneumoniae (ATCC : 700603).

1.2. Matériel non biologique
1.2.1. Substances réactives chimiques
Pour réaliser cette étude, ont été utilisés plusieurs des produits chimiques et réactifs sont :

méthanol (CH3OH), hexane (C¢Hi4), réactif de Folin-Ciocalteu, carbonate de sodium
(Na,CO0s3), acide gallique (C;HgOs), trichlorure d'aluminium (AICI3), chlorure ferreux (FeCls),
quercétine dihydraté (CisH1409), 2,2 diphenyl-1 picryle hydrazyl (DPPH), 2'-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) (ABTS), phosphate de sodium, molybdate d'ammonium
((NH4)2Mo00.), acide sulfurique (H2SO,), persulfate de potassium (K2S:0s), hydroxytolu¢ne
butyl (BHT), acide ascorbique (CgHgOg), hydrogénophosphate de sodium (NaHPO,),
diméthyl sulfoxide (DMSO) ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g), bouillon Mueller Hinton
(MHB), gélose Mueller-Hinton (MH). Les réactifs et les produits chimiques employés dans

cette recherche sont de pureté analytique, fournis par Fluka, Sigma Aldrich et Biochem.
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1.2.2. Appareillages

Les appareils utilisés dans cette étude étaient constitués une balance de précision (Ohaus,
Chine), un extracteur de type Soxhlet, un évaporateur rotatif (Heidolph, Allemagne), un
spectrophotometre UV-visible (Secomam, France), une étuve (Memmert, Allemagne), un bain

marie (Memmert, Allemagne).

2. Méthodes

2.1. Extraction
2.1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extraction des composés bioactifs d’Orobanche aegyptiaca Pers a éteé effectuée par
Soxhlet en respectant le protocole décrit par Vongsak et al. (2013). Une quantité de 40 g de
poudre de la partie aérienne a été placée dans une cartouche puis extraite au Soxhlet avec 300
mL de méthanol & 85 % pendant 6 heures. Apres filtration sur papier Whatman n°01, le filtrat
a été concentré a 40 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif (Heidolph, Allemagne). L’extrait

obtenu a ensuite été séché a 1’étuve a 40 °C puis conservé a 4 °C jusqu’a son utilisation.
2.1.2. Préparation de I’extrait hexanique

L’extraction des composés lipidique d’Orobanche aegyptiaca Pers a été effectuée par
Soxhlet en respectant le protocole décrit par Yeddes et al. (2012). Une quantité de 40 g de
poudre végétale a été placée dans une cartouche d’un extracteur de type Soxhlet, puis soumise
a une extraction a 1’aide de 300 mL d’hexane chauffé a sa température d’évaporation de 40
°C. Aprés 6 heures, la cartouche est retirée et 1’hexane récupéré a été éliminé par un
évaporateur rotatif (Heidolph, Allemagne). L’extrait obtenu a été stocké dans des flacons a

une température de 4°C jusqu’a son utilisation.

2.2. Calcul du rendement
Les rendements d’extraction (R) ont été déterminés a partir du rapport entre la masse des
extraits secs obtenus aprés évaporation du solvant et la masse initiale de la poudre végétale
utilisée. Les résultats sont exprimés en pourcentage (%) selon la formule suivante :
R (%) = [(M1-M2)/M3] x 100
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M1 : Masse du ballon aprés évaporation du solvant.
M2 : Masse du ballon vide (avant évaporation).

M3 : Masse de la matiere végétale de départ.
2.3. Etude phytochimique
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux (TPT) a été déterminée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu, basée sur la réduction du réactif phosphotungstique-phosphomolybdique par
les composés phénoliques, formant un complexe bleu (Singleton et al., 1999). Le dosage a été
réalisé selon la méthode décrite par Aouachria et al. (2017). Brievement, 1 mL de réactif de
Folin-Ciocalteu dilué¢ au dixiéme a été ajouté a 200 pL d’extrait ou de solution standard
d’acide gallique. Aprés 4 minutes d’incubation a température ambiante, 800 uL de Na.COs a
7,5 % ont été ajoutés. Le mélange a ensuite été incubé pendant 2 heures, puis I’absorbance a
été mesurée a 765 nm contre un blanc. La teneur en polyphénols totaux a été calculée a partir
d’une courbe d’étalonnage de I’acide gallique (0-100 pg/mL) et exprimée en pg équivalent

d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg Ex).
2.3.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux (TFT) des extraits d’Orobanche aegyptiaca a été évaluée
par la méthode colorimétrique au chlorure d’aluminium (AICls), le protocole décrit par Baali
et al. (2024). Pour cela, 1 mL de chaque extrait ou de la solution standard de quercétine
préparée dans le méthanol a été mélangé avec 1 mL de solution méthanolique d’AlCls a 2 %.
Apres une incubation de 10 minutes a température ambiante, 1’absorbance du mélange a été
été mesurée a 430 nm. Les concentrations en flavonoides ont été calculées a partir d’une
courbe d’étalonnage obtenue avec la quercétine (0-30 pg/mL) et exprimées en microgrammes

équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (g EQ/mg Ex).
2.4. Evaluation in vitro de ’activité antioxydante
2.4.1. Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits a été évaluée selon la méthode de
Prieto et al. (1999), basée sur la réduction du molybdéne (V1) en molybdéne (V), conduisant
a la formation d’un complexe phosphate/Mo(V) de couleur verte en milieu acide. 0,3 mL de

chaque extrait a ét¢ mélangé avec 3 mL de solution réactive contenant I’acide sulfurique (0,6
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M), le phosphate de sodium (28 mM) et le molybdate d’ammonium (4 mM). Les tubes ont
ensuite été incubés a 95 °C pendant 90 minutes dans un bain-marie (Memmert, Allemagne).
Apres refroidissement, I’absorbance a ét€ mesurée a 695 nm contre un blanc préparé avec du
méthanol a la place de D’extrait. Les résultats ont été déterminés a partir d’'une courbe
d’étalonnage réalisée avec 1’acide ascorbique (0-500 pg/mL) et exprimés en pg equivalent

d’acide ascorbique par mg d’extrait (ug EAA/mg Ex). Le BHT a été utilisé comme standard.
2.4.2. Test d’activité anti-radicalaire (DPPH)

Le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) repose sur la capacité des antioxydants a
céder des ¢électrons ou des atomes d’hydrogene afin de neutraliser le radical libre DPPH. Cette
réaction s’accompagne d’un changement de couleur, passant du violet au jaune (Apak et al.,
2013). L’activité antiradicalaire des extraits d’O. aegyptiaca a été évaluée par le test du DPPH
selon la méthode rapportée par Li et al. (2009). 1 mL de solution de DPPH fraichement
préparée (0,1 mM) a été ajouté a 1 mL de différentes concentrations des extraits ou de 1’acide
ascorbique utilis¢ comme référence. Aprés une incubation de 30 minutes a 1’obscurité et a
température ambiante, 1’absorbance a été enregistrée a 517 nm contre un témoin contenant du
méthanol a la place des extraits. Le pourcentage d’inhibition a ensuite été déterminé a 1’aide

de I’équation suivante :
I (%) =[(Ac—At)/Ac] x 100

I (%) : pourcentage d’inhibition
Ac : absorbance du controle

At : absorbance en présence de I’extrait

Les courbes représentant le pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations ont
permis de déterminer la concentration inhibitrice médiane (ICso), correspondant a la quantité
d’extrait nécessaire pour neutraliser 50 % des radicaux libres présents. Les résultats sont

exprimeés en pg/mL.
2.4.3. Test de réduction du radical-cation ABTS™

L’activit¢  antiradicalaire  vis-a-vis du radical ABTS™ (2,2’-azino-bis (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) a été évaluée selon la méthode décrite par Re et al.
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(1999). Ce radical est généré par mélange d’une solution d’ABTS™ (2,45 mM) avec de
persulfate de potassium (7mM), puis incubé pendant 16 heures. La solution obtenue est
diluée de maniére a obtenir une absorbance de 0,70 + 0,03 a 734 nm. (Kasote et al., 2019).
Un volume de 1,9 mL de solution fraichement préparée a été ajouté a 0,1 mL des extraits a
différentes concentrations. Aprés 7 minutes d’incubation a température ambiante,
I’absorbance a été mesurée a 734 nm. Le Trolox a été utilisé comme standard, et les résultats
ont été exprimés en pourcentage d’inhibition ainsi qu’en ICso, selon la méme méthode que le

test DPPH.
2.4.4. Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur des extraits a été déterminé selon la méthode de Oyaizu (1986),
basée sur leur capacité a réduire le fer ferrique (Fe*") du complexe KsFe(CN)s en fer ferreux
(Fe*"). Cette réduction s’accompagne d’un changement de couleur du jaune vers des teintes
bleu-vert en présence d’électrons (Habibou et al., 2019). Le protocole consiste a mélanger
2,5 mL d’extrait ou de standard (acide ascorbique) a différentes concentrations avec 2,5 mL
de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL de solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s (1 %). Aprés incubation au bain-marie (Memmert, Allemagne) a 50 °C pendant 20
minutes, 2,5 mL d’acide trichloroacétique (10 %) sont ajoutés pour stopper la réaction. Le
mélange est ensuite centrifugé (Sigma) a 3000 rpm pendant 10 minutes.Un volume de 2,5 mL
du surnageant est ensuite combiné avec 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de chlorure ferrique
(FeCls) 2 0,1 %. L’absorbance est mesurée a 700 nm contre un blanc contenant du méthanol a
la place de I’extrait. Les résultats sont exprimés en Ao,s, correspondant a la concentration

donnant une absorbance de 0,5.
2.5. Evaluation de I'activité antibactérienne
2.5.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La détermination de I’activité antibactérienne des extraits a été réalisée par la méthode de
microdilution sur microplaque afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI)

et la concentration minimale bactéricide (CMB).
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La détermination de la CMI des bactéries testées ont été réalisées a 1’aide du test
colorimétrique rapide au p-iodonitrotetrazolium chloride (INT) selon la méthode décrite par
Mambe et al. (2016). Les colonies bactériennes fraiches de 18 a 24 h ont été suspendues dans
une une solution de NaCl stérile a 0.9 %, puis ajustées a une turbidité équivalente a 0,5
McFarland, correspondant & environ 1.5x10® UFC/mL. La suspension bactérienne a ensuite
été diluée dans le bouillon Mueller-Hinton afin d’obtenir un inoculum final d’environ
10° UFC/mL. Les extraits ont été dissous dans le solvant DMSO (5%), puis soumis & des
dilutions successives au 1/2 dans des microplaques stériles a 96 puits contenant 100 pL de
bouillon Mueller-Hinton. Des contrbles appropriés ont été réalisés, incluant un contrdle de
croissance (milieu + inoculum bactérien), un controle de stérilité (milieu seul). La
microplaque a enfin été recouverte avec du papier parafilm puis incubée a 37°C pendant 24
heures. Apres 40 uLL d’INT (0,2 mg/mL) ont été ajouté, suivi d’une incubation supplémentaire
a 37 °C pendant 30 min. Les bactéries viables réduisent le colorant jaune en une coloration
rose. La CMI a été définie comme la plus faible concentration de 1’échantillon empéchant le

changement de couleur du milieu et inhibant compléetement la croissance microbienne.

2.5.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide

La concentration minimale bactéricide (CMB) a été déterminée a partir des puits ne
présentant aucune croissance visible lors du test de la concentration minimale inhibitrice
(CMI). Un aliquot de 50 pL de chaque puits a été ensemencé sur une gélose nutritive stérile
puis incubé a 37 °C pendant 24 heures. La CMB correspond a la plus faible concentration de
des extraits testés ne permettant aucune croissance bactérienne apres incubation, traduisant

ainsi une activité bactéricide (Toty et al., 2013).
2.6. Analyse statistique

L’analyse des données a été réalisée a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 7. Les résultats
sont présentés sous forme de moyenne * écart-type (SD). Les différences ont été considérées
comme statistiquement significatives pour p<0,05. Les analyses statistiques ont été effectuées
a I’aide du test de Student ainsi que de 1’analyse de variance a un facteur (One-way ANOVA),

suivie du test de Dunnett.
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Résultats et discussion

1. Extraction

L'extraction constitue une étape fondamentale dans l'isolement et Il'identification des

composés phytochimiques présents dans le matériel végétal (Altemimi et al., 2017).

Dans cette étude, I’extraction a été effectuée selon la méthode de Soxhlet, en utilisant
deux solvants : le méthanol aqueux a 85 % et I’hexane. Le méthanol aqueux permet
I’extraction des composés polaires ainsi que de ceux présentant une polarité moyenne a faible,

tandis que 1’hexane est utilisé pour I’extraction des composés apolaires.

Les résultats du rendement d'extraction de Orobanche aegyptiaca Pers. Ainsi que la

teneur en polyphénols et en flavonoides totaux sont représentés dans le tableau Il.

Tableau Il. Rendement et teneurs en polyphenols et flavonoides totaux des extraits

de Orobanche aegyptiaca Pers.

Extrait Rendement (%) Polyphénols totaux | Flavonoides totaux

(ug EAG/mg EXx) (ug EQ/mg EX)
Extrait methanolique | 21,04° 169,81+3,18° 11,64+0,86°
Extrait hexanique 1,56 7,15+0,62° 3,26+0,21°

Chaque valeur représente la moyenne + DS (n = 3). Les valeurs affectées de lettres différentes sont
significativement différentes (p < 0,05, test de Student).

L'extrait méthanolique de la partie aérienne de Orobanche aegyptiaca Pers. a donné un
rendement significativement éleve (p < 0,001) de 21,04%. Tandis que I'extrait hexanique a
donné un rendement plus faible de 1,56%. La différence de rendement entre les deux extraits

revient a la différence de polarité des solvants utilisés (Zhao et al., 2006).

Le méthanol est un bon solvant, car la polarit¢ du solvant influence la solubilité
différentielle des composés phénoliques et autres métabolites secondaires présents dans

I’extrait méthanolique et ses fractions (Garcia-Salas et al., 2010).

De nombreux facteurs influencent le rendement d’extraction, tels que la plante choisie,
I’organe utilisé, 1’origine géographique de la récolte, la saison, les méthodes de séchage
appliquées, la méthode d’extraction, la polarité des solvants utilisés ainsi que la concentration

en molécules bioactives présentes dans 1’espéce (Zhang et al., 2018).
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2. Etude phytochimique
2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le choix de la quantification des polyphénols parmi les différents composés
phytochimiques s’explique par leurs importantes activités biologiques (Sarvarian et al.,
2022). La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu.
La concentration des composés phénoliques dans les extraits a été calculée a partir de
I’équation de régression linéaire (y = ax + b) obtenue grace a une courbe d’étalonnage réalisée
avec I’acide gallique (Figure 5). Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique

par mg d’extrait (ug EAG/mg Ex).

L0097 +0,0088x+0,0054
R2=0,9996

£ 0.75-
v
~
5
S 0.50
Z
5
£ 0.25-

0.00 1 1 1 I i 1

0 20 40 60 80 100 120

Concentration (ug/mL)

Figure 5. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Chaque valeur représente la moyenne +
DS (n=3).

Les teneurs en composés phénoliques des différents extraits de Orobanche aegyptiaca
sont indiquées dans le tableau II. Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique
présente la teneur la plus élevée en polyphénols totaux, avec un taux de 169,81 + 3,18 ug
EAG/mg Ex (p < 0,001), par rapport a I’extrait hexanique qui présente une faible teneur en
polyphénols (7,15 + 0,62 pg EAG/mg Ex). Ces résultats sont nettement inférieurs a ceux
rapportés par Hegazy et al. (2020) pour I’extrait méthanolique d’Orobanche crenata (762,5 +
11,5 ug EAG/mg Ex). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Jaradat et al.
(2021), qui ont egalement mis en évidence, par un screening phytochimique, la presence de

composés phénoliques dans I’extrait méthanolique de cette plante.

En effet, la teneur en composés phénoliques d’une plante dépend de plusieurs facteurs
intrinséques (génétiques) et extrinseques (pratiques culturales, degré de maturité a la récolte et

conditions de stockage). Elle peut également étre influencée par la composition phénolique
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des extraits, ainsi que par des facteurs biotiques tels que I’espece, la plante hote, 1’organe
étudié ou I’état physiologique, et par des facteurs abiotiques (saison, climat et température).
(Habibou et al., 2019).

2.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux des extraits a été déterminée selon la méthode de Baali et
al. (2024), basée sur la formation de complexes avec le chlorure d’aluminium (AICls). Les
concentrations ont été calculées a partir d’'une courbe d’étalonnage a la quercétine (équation
de régression linéaire y = ax + b). Les resultats sont exprimés en pg équivalent quercétine par

mg d’extrait (ug EQ/mg Ex) (Figure 6).
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Figure 6. Courbe d'étalonnage de la quercétine. Chaque valeur représente la moyenne + DS
(n=3).

Les résultats montrent que la teneur en flavonoides varie fortement entre les différents
extraits. L’extrait méthanolique posséde la teneur la plus élevée en flavonoides de 11,64 +
0,86pg EQ/mg Ex (p < 0,001), par rapport a I’extrait hexanique (3,26 + 0,21ug EQ/mg EX).
Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Jaradat et al. (2021), qui ont également
démontré, a travers un screening phytochimique, la présence de flavonoides dans I’extrait
méthanolique de cette plante. Cette similarité suggére que le méthanol constitue un solvant
particuliérement efficace pour I’extraction de cette classe de composés, en raison de sa

polarité favorisant la solubilisation des flavonoides.

Les résultats du dosage montrent que la proportion de polyphenols est nettement
supérieure a celle des flavonoides, ceci suggere que les polyphénols présents ne sont pas tous
des flavonoides, il pourrait donc y avoir présence de polyphenols non flavonoides tels que les
lignanes et les stilbénes (Pandey et Rizvi, 2009).
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La différence observée entre les extraits peut étre expliquée par la variation du nombre de
structures sécrétoires présentes dans les différents tissus végétaux, ainsi que par la sélectivité
des solvants utilisés lors du processus d’extraction et de fractionnement. En effet, les
flavonoides représentent le groupe le plus hétérogéne des composés phénoliques ; certaines
classes présentent une forte affinité pour les solvants polaires, tandis que d’autres sont
davantage solubles dans les solvants apolaires. Cette différence de solubilité influence
directement la nature et la quantité des composés extraits (kumar et Pandey, 2013 ; Bedoui
etal., 2025).

3. Activité antioxydante
3.1. Capacité antioxydante totale
La capacité antioxydante totale (CAT) a été effectuée selon la méthode réduction du

molybdéne (V1) en molybdene (V) par les extraits pour former un complexe vert de phosphate

dans un milieu acide (Prieto et al., 1999).

La CAT a été estimée grace a une courbe d’étalonnage (Figure 7), réalisée avec a

différentes concentrations en utilisant 1’équation de régression linéaire (y = ax+b).
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Figure 7. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne +
DS (n=3).

Les résultats de la CAT sont exprimés en ugE AA/mg EX et sont présentés dans la figure
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Figure 8. Histogramme comparative de la capacité antioxydante totale des extraits de
Orobanche aegyptiaca Pers. et du standard (BHT). Chaque valeur représente la moyenne +
DS (n=3). ***: p < 0,001, comparé au BHT.

D’aprés les résultats obtenus, 1’évaluation de la CAT montre que 1’extrait méthanolique
de O. aegyptiaca présente une activité antioxydante notable, avec une valeur de 197,81 + 2,04
Mg EAA/mg Ex par rapport a I’extrait hexanique (45,331£0,53 HgEAA/mg EXx). Toutefois,
cette activité demeure significativement inférieure (p < 0,001) a celle du BHT, qui affiche
une CAT de 407,96 + 1,34 ug EAA/mg Ex.

Ces résultats sont inférieur a ceux rapportés par (Hegazy et al., 2020), qui ont montré
que l'extrait méthanolique de O. crenata posséde une CAT de 866.63 £10.21 pug EAA/mg
EXx).

3.2. Test de DPPH

La méthode de piégeage du radical DPPH est une technique spectrophotométrique
couramment utilisée pour évaluer ’activité¢ antioxydante des extraits végétaux. Elle est
appréciée pour sa simplicité, sa rapidité, sa sensibilité et sa bonne reproductibilité (Gulcin et
Alwasel, 2023).

Le pourcentage d'inhibition (P1) des différents extraits ainsi que de I’antioxydant standard

(acide ascorbique) a été calculé a partir des valeurs d'absorbance obtenues (Figure 9).
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Figure 9. Activité anti-radicalaire vis-a-vis du radicale DPPH des extraits de de Orobanche

aegyptiaca Pers. et de I’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne + DS (n = 3).

Les valeurs d’ICso des deux extraits et de I’acide ascorbique sont reportées dans la figure
10.
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Figure 10. Histogramme comparatif des ICso de I'effet scavenger des extraits de Orobanche
aegyptiaca Pers. et du standard (Acide ascorbique) sur le radical DPPH. Chaque valeur

représente la moyenne + DS (n=3). ***: p < 0,001, comparé a I’acide ascorbique.

Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique de O. aegyptiaca présente une trés
bonne activité antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPH, avec une ICso de 36,77 £+ 0,96
ug/mL, par rapport a 1’extrait hexanique (401,80+4,45 pg/mL). Cette activité reste toutefois
significativement inférieure (p < 0,001) a celle de I’acide ascorbique, dont 1I’'ICso est de 9,80

+ 0,24 pg/mL. Aucune étude portant sur D’activité antioxydante des plantes du genre
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Orobanche n’a été rapportée dans la littérature. Cependant, la comparaison a été effectuée
avec d’autres espéces dont nos résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Abbes et al. (2014)

pour I’extrait méthanolique de O. crenata. avec une ICso = 2,76 pg/mL.

Dans une autre étude réalisée par Hegazy et al. (2020) sur I’extrait méthanolique de O.
crenata, une valeur d’inhibition de 58,55 + 2,55 % a été obtenue a la concentration de 500
pg/mL, indiquant une activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH inferieur que celle observée

dans notre étude.

De nombreuses etudes sur les activités antioxydantes des extraits vegétaux ont montré
une forte corrélation entre la capacité antiradicalaire évaluée par le test DPPH et la teneur en
polyphénols totaux des plantes étudiées (Santos-Sanchez et al., 2019 ; Deghima et al., 2022;
Baali et al., 2024).

3.3. Test d’ABTS

Le test ABTS est basé sur l'interaction entre un antioxydant et le radical cationique
ABTSe++ En présence d'un antioxydant donneur d’un atome d’hydrogeéne, le cation radical
ABTS" subit une réduction, induisant un changement de sa couleur du bleu-vert vers une
forme incolore (llyasov et al., 2020). Les mesures d'absorbance ont permis de calculer les Pl

des extraits et de I'antioxydant standard (trolox) comme illustré dans la figure 11.
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Figure 11. Activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical ABTS<+ du trolox et des extraits de

Orobanche aegyptiaca Pers. Chaque valeur représente la moyenne = DS (n=3).

Les valeurs d'ICso des deux extraits et du trolox sont indiquées dans la figure 12.
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Figure 12. Histogramme comparatif des ICso de I'effet scavenger des extraits de Orobanche
aegyptiaca Pers. et du standard (Trolox) sur le radical ABTS™. Chaque valeur représente la
moyenne + DS (n=3). ***p<0,001, comparé au Trolox.

D’aprés les résultats représentés dans la figure 12, I’extrait méthanolique de O.
aegyptiaca Pers. présente une activité antiradicalaire élevée vis-a-vis du radical ABTS, avec
une ICso de 30,07 + 2,1 ug/mL, tandis que I’extrait hexanique montre une faible activité, avec
une ICso de 732,66 = 9,13 pg/mL. Cette activité reste toutefois inférieure (p < 0,001) a celle
du Trolox, dont I’ICso est de 53,72 + 2,00 ug/mL.

Abbes et al. (2014) ont obtenu une valeur supérieure a la nétre pour I'extrait méthanolique

de Orobanche crenata (ICso = 7,96ug/mL).

Les flavonoides contenant des groupes hydroxyles libres agissent comme de piégeurs de
radicaux libres, et les groupes hydroxyles multiples en particulier dans le cycle B renforcent

leur activité antioxydante (Tumilaar et al., 2024).
3.4. Pouvoir reducteur FRAP

La présence d’agents réducteurs dans les extraits végétaux entraine la réduction du
complexe ferricyanure Fe** en forme ferreuse Fe*". Ainsi, la formation de Fe** peut étre suivie
par l’intensification de la coloration bleue du milieu réactionnel, mesurée a 700 nm
(Bougandoura, 2013).
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Les résultats présentés dans la figure 13 indiquent que la capacité de réduction du fer
augmente avec la concentration des extraits, de la méme maniere que pour I’acide ascorbique
utilisé comme standard.
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Figure 13. Pouvoir réducteur a 700 nm de I’acide ascorbique et des extraits de Orobanche

aegyptiaca Pers. Chaque valeur représente la moyenne £ DS (n=3).

Les valeurs d’A0.5 des extraits et de ’acide ascorbique sont indiquées dans la figure 14.
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Figure 14. Histogramme comparative des Ags des extraits de Orobanche aegyptiaca Pers. et

du standard (acide ascorbique). Chaque valeur représente la moyenne + DS (n=3).

***p<0,001, comparé a I’acide ascorbique.

Les résultats montrent que I'extrait méthanolique de Orobanche aegyptiaca possedent un
pouvoir réducteur importante avec un Ags de 220,55 + 3,03 pg/mL par rapport a I’extrait
hexanique qui possede une activité réductrice dont I’ A5 est de 1854,87 + 77,64 ug/mL, mais

ce pouvoir reste significativement inferieur (p < 0,001.) par rapport au l'acide ascorbique,
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dont un 1Cso de (10,70 = 0,25 pg/mL). Le pouvoir réducteur de 1’extrait méthanolique
d’Orobanche crenata est nettement supérieure a la notre dont le pouvoir réducteur 1,13 +
0.018 pg/mL (Hegazy et al., 2020).

Le pouvoir réducteur est probablement de la présence de groupement hydroxyle dans les

composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électrons (Bougandoura, 2013).

Dans notre étude, I’extrait méthanolique de O. aegyptiaca Pers. a présenté une activité
antioxydante plus importante que ’extrait hexanique dans 1’ensemble des tests réalisés. Cette
différence peut étre expliquée par la polarité du méthanol, qui favorise 1’extraction des
composés phénoliques et flavonoidiques connus pour leurs propriétés antioxydantes. En
revanche, 1’hexane, étant un solvant apolaire, extrait principalement des composés lipophiles

moins impliqués dans I’activité antioxydante.
4. Activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de O. aegyptiaca Pers. a été réalisée
par la méthode de microdilution sur microplaque afin de déterminer leur efficacité vis-a-vis de
différentes souches bactériennes de référence. Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau IlI.

Tableau I11. Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale bactéricide

(CMB) des extraits de Orobanche aegyptiaca vis-a-vis les bactéries testées.

Extrait méthanolique Extrait hexanique
Souches testées

CMI CMB CMI CMB
E. coli 31,25 62,5 125 125
K. pneumoniae | 62,5 125 125 250
B. subtilis 62,5 125 62,5 125
S. aureus 62,5 125 125 250

CMI : Concentration minimale inhibitrice, CMB : Concentration minimale bactéricide. Elles sont exprimées en
mg/mL.

Les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits de O. aegyptiaca montrent une
efficacité variable selon le type d’extrait et la souche bactérienne testée. De maniére générale,
I’extrait méthanolique s’est révélé plus actif que 1’extrait hexanique, comme en témoignent

les faibles valeurs de CMI et de CMB obtenues.
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L’extrait méthanolique a montré la meilleure activité contre E. coli avec une CMI de
31,25 mg/mL et une CMB de 62,5 mg/mL, ce qui indique une forte sensibilité de cette souche
a cet extrait. Les souches K. pneumoniae, B. subtilis et S. aureus ont présenté des valeurs de
CMI de 62,5 mg/mL et des valeurs de CMB de 125 mg/mL, traduisant une activité

antibactérienne modérée.

Concernant 1’extrait hexanique, son activité antibactérienne était généralement plus
faible, avec des valeurs de CMI et de CMB plus élevees. Les souches K. pneumoniae et S.
aureus se sont révélées les moins sensibles, avec des valeurs de CMB atteignant 250 mg/mL.
En revanche, B. subtilis a montré une sensibilité relativement plus importante vis-a-vis de
I’extrait hexanique, avec des valeurs identiques a celles obtenues pour 1’extrait méthanolique

(CMI =62,5 mg/mL et CMB = 125 mg/mL).

Cette différence d’activité entre les deux extraits pourrait étre liée a la richesse de
I’extrait méthanolique en composés phénoliques et en flavonoides, connus pour leurs

propriétés antimicrobiennes (Chen et al., 2024b).
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Conclusion et perspectives

La phytothérapie constitue I'un des domaines les plus importants de la médecine
traditionnelle. Les plantes médicinales représentent une source fiable de principes actifs reconnus
pour leurs propriétés thérapeutiques. Ce travail s’inscrit dans une démarche visant 1’identification
de molécules bioactives a potentiel phytothérapeutique issues de Orobanche aegyptiaca Pers., par
une étude phytochimique ainsi que 1’évaluation des activités antioxydante et antibactérienne des
extraits méthanolique et hexanique de Orobanche aegyptiaca Pers., une plante médicinale

appartenant a la famille des Orobanchaceae.

L’extraction par Soxhlet des parties aériennes de la plante a permis d’obtenir des rendements
variables selon le solvant utilisé, avec 21,04 % pour I’extrait méthanolique et 1,56 % pour

I’extrait hexanique.

La teneur en polyphénols et en flavonoides totaux des deux extraits a été évaluee par
méthode colorimétrique. Les résultats indiquent que 1’extrait méthanolique présente les teneurs
les plus élevées, soit 169,81 + 3,18 ng EAG/mg d’extrait pour les polyphénols et 11,64 + 0,86 pg

EQ/mg d’extrait pour les flavonoides.

En raison de la complexité du processus d’oxydation, I’activité antioxydante in vitro des
extraits d’Orobanche aegyptiaca Pers. a été évaluée par plusieurs méthodes afin de mieux
comprendre leur potentiel antioxydant. Les résultats ont montré que 1’extrait méthanolique
posseéde une bonne capacité antioxydante totale (197,81 + 2,04 pg EAA/mg d’extrait). De plus,
cet extrait a présenté une activité de piégeage importante vis-a-vis des radicaux DPPH et ABTS,
avec des valeurs d’ICso de 36,77 + 0,96 ng/mL et 30,07 + 2,10 pg/mL, respectivement. L’extrait
méthanolique a également montré un bon pouvoir réducteur avec une valeur d’Ags de 220,55 +
3,03 pg/mL.

L’évaluation de I’activité antibactérienne, réalisée par la méthode de microdilution en milieu
liquide sur microplaque, a mis en évidence 1’effet inhibiteur des extraits sur quatre souches
bactériennes de référence. Les résultats montrent que I’extrait méthanolique est plus actif que
I’extrait hexanique. La souche la plus sensible est Escherichia coli, avec des valeurs de CMI et de
CMB respectivement de 31,25 mg/mL et 62,5 mg/mL.
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Les résultats obtenus suggerent qu’Orobanche aegyptiaca Pers. présente des activités
biologiques intéressantes, qui pourraient étre attribuées a sa richesse en composés phénoliques et
en flavonoides, reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, notamment leur capaciteé a

neutraliser les radicaux libres et a limiter les phénoménes d’oxydation.

En perspective, il serait intéressant d’approfondir les recherches sur les extraits de
Orobanche aegyptiaca Pers. afin d’isoler et d’identifier les molécules naturelles responsables de

ces activités biologiques. Plusieurs perspectives peuvent ainsi étre envisagees :

o ldentification et caractérisation des composés bioactifs a I’aide de techniques analytiques
avanceées (LC-MS, GC-MS);

o Tester la toxicité aigué et subaigué des extraits;

« Isoler les principes actifs responsables des activités biologiques et évaluer leurs effets par
des tests in vivo sur des modéles animaux ;

o FEtudier d’autres activités pharmacologiques potentielles, notamment 1’activité

antidiabétique, anti-inflammatoire et cicatrisante.
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