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Liste des abréviations

A : Absorbance

DPPH : diphényl picryl-hydrazyl.
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Résumé

Ce travail vise a étudier quantitativement et qualitativement la composition chimique de la
plante Zilla macroptera coss en estimant son activité biologique, afin d’identifier les molécules
bioactives et trouver 1’utilité. Trois extraits de la plante ont été obtenus aprés macération puis
extraction liquide-liquide avec des solvants de polarités croissantes. L’analyse quantitative de
ces extraits a été assurée par la détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides.
Ensuite I’activité biologique a été évaluée par la voie de I’activité antioxydante en utilisant trois
méthodes et par la voie de I’activité biologique en utilisant la méthode de diffusion de puits
contre deux souche Escherichia coli et staphylococcus aureus. Une analyse qualitative a été
effectuée par chromatographie sur couche mince (CCM) puis on a tenté de séparer I’extrait
acétae d’éthyle sur colonne en gel de silice.

L’extrait brut de Zilla macroptera coss a montre une activité antibactérienne surtout avec la
souche Escherichia coli. Les différents extraits ont montré une bonne activité antioxydante,
cela peut étre relier a la teneur en polyphénols et en flavonoides, alors que ces substances sont
considérées comme des agents antioxydants qui ont été particulierement étudiés en raison de
leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs
effets bénéfiques pour la santé.

Mots clés : Zilla macroptera coss, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante , activité

antibactérienne.
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Abstract:

This work aims to quantitatively and qualitatively study the chemical composition of Zilla
macroptera coss by estimating the biological activity, in order to identify the bioactive
molecules and find their uses. Three extracts of the plant were obtainedafter maceration
followed by liquid-liquid extraction with solvents of increasing polarity. The quantitative
analysis of these extracts was ensured by the determination of of polyphenol and flavonoid
contents. Then the biological activity was evaluatedthrough antioxidant activity patway using
three methods and through the antibacterial activity pathway using the well diffusion method
against two strains of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. A qualitative analysis was
carried out by thin layer chromatography (TLC), and then we tried to separatethe ethyl acetate
extract on silica gel column.

The extract of Zilla macroptera coss showed antibacterial activity especially with the
Escherichia coli strain. The different extracts showed good antioxidant activity, this may be
related to the content of polyphenols and flavonoids, while these substances are considered as
antioxidant agents which have been particularly studied due to their use in the pharmaceutical,
cosmetic and food fields for their beneficial health effects.

Key words: Zilla macroptera coss, polyphenols, flavonoids, antioxidant axtivity ,
antibacterial activity.
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Introduction

I. Introduction

La résistance des microorganismes aux antibiotiques classiques peut résulter soit de mutations
soit de l'acquisition de genes de résistance conférant la résistance a un ou plusieurs
antibiotiques. Pour faire face a ce probléme, une orientation vers un renouvellement constant
des principes actifs est impérative (Mwambete, 2009). Les molécules recherchées doivent
posséder diverses autres propriétés chimiques et utiliser de nouveaux mécanismes d’action pour
lutter contre ces microbes pathogénes (Mada et al., 2013). D’aprés Marin et Chrestin (2007),
la source la plus intéressante de molécules entrant dans la formulation des médicaments

pharmaceutiques sont les plantes d’intérét médical de biomolécules quasi inépuisable.

En Algérie, les plantes sahariennes spontanées d'un nombre d’environs 650 espéces végétales
dont 162 espéces endémiques (Ozenda, 1958), sont considérées comme 1’une des ressources
phytogénétiques d’intérét agronomique, économique, écologique et également stratégique
(UNESCO, 1960). Elles sont connues pour leur résistance a plusieurs facteurs de stress, elles
pourraient constituer un réservoir de nouvelles biomolécules naturelles, efficaces,
potentiellement utiles comme antioxydants dans des conditions climatiques extrémes (Bouaziz
et al., 2009). Ces molécules retardent ou inhibent I'oxydation éventuellement par des radicaux
réactifs (Kim et al., 2003).

La famille des Brascicacaesappelée également les cruciferes, la majorité de ses espéces se
trouvent dans les climats frais, notamment dans les régions froides « tempérées de I'némisphére
nord » (Ozenda, 1977). Des plantes majoritairement variables ; annuelles, bisannuelles ou
vivaces (Quezel, 1963).

C’est une des familles des plantes d’intérét économique (Rafael et al. 2005; Yanivet al. 1991),
certaines sont comestibles soit par leurs feuilles telles que les moutardes (Brassicanigra)
(Yanivet al., 1991), leurs bourgeons axillaires, par leur tige, par leur racine (Raphanussativus :

radis) ou encore par leur inflorescence (Brassicaoleracea ssp botrytis : choux-fleur)

D'autres sont une source des huiles végétales (oléagineuses) : Brassicaoleracea L. a graine d’un
taux de 45 a 50 % d'huile. (Yaniv et al., 1991). Cette famille englobe également des plantes
cultivées dans les jardins comme plantes ornementales, plus spécifiqguement : les alyssons

(Alyssum ou Lobularia), les girofles (Erysimum).
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En médecine traditionnelle, cette famille est utilisée pour le traitement des maladies de I'intestin
(Bellakhdar, 1997), des maladies de la peau en usage externe (Smadi, 2006), des maladies
cardiaques et pour soulager les fievres (Zhen-Huan et al., 1998) et également des cancers des

poumons et des reins (Pan et al. (2004), Brennan et al. (2005))

Selon Cronquist (1988), le genre Zilla appartient a la famille des brassicacées, 1’ordre des
carrarales, la sous classe des dillenidae, la classe des magnoliopsida « dicotylédones ». Zilla
macroptera Coss est une des espéces de ce genre, considérée parmi les plantes médicinales
utilisees par la population saharienne dans la pharmacopée traditionnelle pour diverses
maladies, les parties aériennes sont utilisées pour traiter les rhumatismes. C’est une plante
vivace, épineuse, trés rameuse, poussant en grandes touffes pouvant atteindre plus d'un métre
de longueur. Feuilles larges, un peu charnues, vertes, disposées sur les jeunes rameaux bien
souples. La plante devient rapidement ligneuse et perd toutes ses feuilles, elle peut résister a
une secheresse severe et repousse ensuite. Fleurs rose mauve, pouvant se trouver en trés grand
nombre (Chehma, 2006). Plante endémique du Sahara algérienne (Ozenda, 1991). Se
rencontre en grandes touffes sur les terrains sablo graveleux des lits d'oueds et des dépressions
au Sahara septentrional. Concernant la période de végétation : ¢’est en janvier- février que se

fait la floraison

D’aprés Chehma (2006) les poils de cette plante sont a éviter, car ils sont trés irritants. Dans le
temps, elle était réduite en poudre et ajoutée au tabac. Concernant son intérét pastoral : elle est
broutée par les dromadaires, verte ou seche, et ses fruits sont trés appréciés. Selon Berreghioua
et al. (2014), Zilla macroptera a un intérét médical, utilisée par la population locale pour
diverses maladies tel que les troubles gastriques et des douleurs d’estomac, les diarrhées, des

douleurs du foie et du pancréas

Le genre Zilla a fait ’objet de certaines études chimiques et biologiques ayant portés sur :

L’activité antibactérienne de Zilla macropera (Berreghioua et al., 2014), des investigations
phytochimique et antibactérienne sur la méme espéce (Berreghioua, 2016; Berreghioua et
Cheriti, 2022), une enquéte ethno médicale, criblage phytochimique et activité antibactérienne
de différents extraits de Zilla macroptera (Berreghioua et al., 2013). Une étude sur les
Flavones et flavones glucoronide de Zilla macroptera L. (Berreghioua et al., 2015), une étude
phytochimique et biologique (Berhail Boudouda, 2014), sur la composition chimique de

I’huile essentielle de Zilla Macroptera Coss (Sekkoum et al., 2015). A propos de la capacité
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antioxydante totale, pouvoir réducteur et voltamétrie cyclique de I'extrait aqueux de Zilla
macroptera (Keffouset al., 2016), sur I’activité antibactérienne et antioxydante (Bouchouka et
al., 2012) et sur I’optimisation du pouvoir réducteur pour test d'activité antioxydante et

application sur deux plantes médicinales (Keffous et al., 2019)

Au sein du protoplasme des cellules végeétales les réactions chimiques continuent qui se
déroulent donnent lieu a deux sortes de produits ; des métabolites primaires et secondaires. Un
métabolite primaire est directement impliqué dans la croissance, le développement et la
reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule. 1l a une fonction physiologique
“’fonction intrinséque’’. Les métabolites primaires comportent les acides aminés, les lipides,

les carbohydrates et les acides nucléiques.

Contrairement au métabolite primaire, un métabolite secondaire n’intervient pas directement
dans ces processus physiologiques fondamentaux (indispensables) d'un organisme, mais
nécessaires a leur survie, possede typiquement une fonction écologique importante (fonction
relationnelle). 1l est plus spécifique aux plantes, bactéries, champignons et certains groupes
animaux. On retrouve ces composés phyto-chimiques dans des compartiments particuliers ou a
des moments précis de la vie. Ce composé n’est pas totalement différent du métabolite primaire.
Les métabolites secondaires dérivent parfois des mémes voies de biosynthése et certains,
comme la chlorophylle et la lignine ont des fonctions indispensables pour la croissance de la

plante, et pourraient donc faire partie des métabolites primaires.

Au temps présent, plus de 100 000 métabolites secondaires ont été identifiées, chaque végétal
produit au moins une centaine de molécules différentes. Les métabolites secondaires ont des
roles trés variés, servant a la défense (sécrétions améres ou toxiques pour les prédateurs) (Bell
1980; Pincemail et al., 2007) ou au contraire, peuvent attirer certaines especes ayant des roles
bénéfiques (pollinisateurs). Ou encore permettant la communication entre les plantes, par des

messages d’alerte par exemple, ou faire partie de la structure de la plante (tanins et lignine).

Les métabolites secondaires se classent en groupes différents : les composés phénoliques,
terpéniques, azotés et composés hétérosides. Concernant les « polyphénoles » ou « composés
phénoliques » ont un poids moléculaire élevé, largement distribués dans le régne végétal,
d’aprés Ojeilet al. (2010), ils sont présents dans divers fruits et legumes et manifestent des
activités antioxydantes et antiradicalaires (Vinson & Hontz, 1995) qui seraient a I’origine de

la lutte contre les agressions de I'oxygene provoquant de nombreuses maladies, ce qui suscite
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de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer (Weiguang et al., 2005),

des maladies inflammatoires (Aruoma, 1994), neurodégénératives (Ramassamy, 2006), et

cardiovasculaires (Leifert & Abeywardena, 2008). Ils sont des molécules aromatiques

constituées d’un groupement phényle (C6) et d’un hydroxyle (-OH). Ils sont caractérisés,

comme I’indique le nom, par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en

structures plus ou moins complexes. Dans cette famille on peut distinguer les acides

phénoliques les flavonoides et les tanins (et lignines). La plupart de ces composés phénoliques

dérivent d’acides aminés aromatiques : la tyrosine et la phénylalanine.

L’acide phénolique ou acide-phénol est un composé organique possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ces acides ont des propriétés anti
oxydantes. Ils peuvent contribuer a prévenir I'apparition de plusieurs maladies (cancers,
maladies cardiovasculaires et maladies liees au vieillissement) en neutralisant les

radicaux libres de I'organisme.

Les flavonoides (ou bioflavonoides) forment une grande sous-classe des polyphénols
(plus de 6000 flavonoides), presque toujours hydrosolubles ; sont des métabolites
secondaires partageant tous une méme structure de base a 15 atomes formée par deux
cycles aromatiques reliés par trois carbones (C6-C3-C6). Découverts par Albert Szent-
Gyorgyi en 1936. Nommeés également vitamine P, du fait de leur normalisation efficace
de la perméabilité des vaisseaux sanguins. lls sont responsables des pigmentations des
végétaux ’fleurs et fruits’ en particulier, le jaune et I’orange (Fofié et al., 2017) et
représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation. Basant sur
la conformation de cette structure centrale et d’aprés Zaiter (2017) on peut distinguer
dans les flavonoides des sous classes ; les flavones, flavonols, flavanonols, flavanone,
aurone et chalcone qui peuvent a leurs tours se divisez en d'autres sous classes. Parmi
les propriétés que les flavonoides possedent, la protection des plantes contre les
radiations ultraviolettes, la lutte contre les infections virales et bactériennes et. Agissent
comme des pigments ou des co-pigments. Donnants des godts amers et astringents
éloignant les animaux herbivores. Les pigments colorés des fleurs servent a attirer les
insectes pollinisateurs. Selon Ghedira (2005) ; ils pourraient exercer plusieurs activités
biologiques, entre autres des propriétés antioxydantes, vasculoprotectrices,
antiulcéreuses, antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires et méme
antitumorales significatives et également des activités antifongiques, antivirales et

antidiarrhéiques.
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Les tanins : sont des polyphénols polaires de masse moléculaires oscillant entre 500 et
3000 Da. Caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété thérapeutique. La
synthése de ce composé est un des moyens de lutte contre les agressions des
microorganismes phytopathogénes (bactéries, champignons, virus) et des prédateurs
(insectes, mammiferes herbivores) (Mueller-Harvey et al., 2018). Ils sont classés en
deux catégories, largement répandus chez les végétaux supérieurs: Tannins
hydrolysables et non hydrolysables « condensés ». Sur le plan chimique, ils sont
constitués soit de polyol (glucose le plus souvent) des acides phénoliques soit

d'oligomeéres ou polymeres de flavanoides.

De point de vue biochimique, ce sont des composés phénoliques faisant précipiter les
protéines (Scalbert, 1991), expliquant la sensation d'assechement. Ont des propriétés
antioxydantes, (protection cardio-vasculaire a doses modérées) et protectrices contre les

toxicités induites par différents agents (UV les métaux lords, les pollutions...)

Les terpénoides « terpenes » des molécules variées des métabolites secondaires chez
les végétaux, a nombre de carbones multiple de 5 « I’isopréne est le précurseur » (Wise
et Croteau, 1999), Ce sont des lipides synthétisés a partir de 1’acétyl-CoA « molécules
hydrophobes ». D’un nombre de 20 000 molécules connues avec comme motif commun
cette base isoprene. Au niveau des épines, des racines et des feuilles dans les vacuoles
que les terpénoides sont stockés. Ils sont une classe d'hydrocarbures, produits par de
nombreuses plantes « les coniféres par exemple ». Ce sont des composants majeurs de
la résine et de l'essence vegétale et les métazoaires « terpenes» (phéromones et
hormones sesquiterpéniques des Hexapodes, diterpenes d'organismes aquatiques. Leur
squelette de carbone “’arrangé linéairement ou sou forme des cycles’ est constitué

d'unités d'isopréne reliées entre elle. La formule brute générale est (CsHs)n

Généralement les terpénoides sont pour la plupart des anti-herbivores. A effets
differents selon la plante, ils peuvent provoquer des convulsions, des allergies de la
peau. D’un golit amer et peuvent également inhiber les microsymbioses de 1’appareil
digestif empéchant les insectes de se nourrir. lls présentent une toxicité pour les insectes
et les mammiferes. A titre d’exemple les pyréthroides du chrysanthéme qui agissent

comme des insecticides (Taiz et Zeiger, 2006).
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Les terpénoides sont utiles également au developpement de la plante (peuvent stimuler
la croissance des feuilles). Les diterpénes sont des hormones végétales impliquées dans
beaucoup de réponses de la plante, elles provoquent aussi un allongement de la tige. Les
caroténoides, sont des précurseurs de quelques vitamines (vit. A). Les dérives
terpéniques sont des constituants des huiles essentielles. 1ls entrent dans la composition
de divers meédicaments « & visée décongestionnante » ou « & visée antiseptique et
expectorante » (Laribiere et al., 2005). Le taxol, extrait de 1’écorce, est un agent anti-
cancéreux. Il inhibe la division cellulaire par stabilisation de la tubuline et du fuseau

mitotique.

Notre étude consiste a étudier quantitativement et qualitativement la composition chimique de
cette plante en estimant son activité biologique, afin d’identifier les molécules bioactives et

trouver des applications pour cette plante endémique, non valorisée.
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1. Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. La plante zilla macroptera coss
La plante Zilla macroptera (Brassicaceae) endimique du sahara Algérien a fait 1’objet de notre
étude, ou la récolte a été effectuée au mois de Mars de 1’année 2022 dans la région de Ghardaia.

Le matériel végétal fraichement récolté est seché puis coupé en petits morceaux.

- 4ok VP

Figure N° 01 : Photo de Zilla macroptera

1.2. Réactifs chimiques
Les réactifs utilisés sont: DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl), le réactif de Folin-Ciocalteu,
I’acide ascorbique, I’acide gallique, AlCl3 (trichlorure d’aluminium), la quercétine, les solvants
utilisés sont : 1’éther du pétrole, I’éthanol, le dichlorométhane, Acétate d’éthyle, n- butanol et
I’eau distillée.

1.3. Les souches bactériennes
Escherichia coli (ATCC 8739) et Staphylococcies aureus (ATCC 29213) .

2. Méthodes
2.1. Criblage photochimique

Le criblage a été réalisé sur deux extrais alcoolique et aqueux de Zilla macroptera coss, les tests
menés visent @ mettre en évidence la présence des principaux pigments, on a:

» La détection de Saponines :

on ajoute quelque ml de I’extrait aqueux et bien mélangé.
» La détection de Flavonoides :
Qeculque ml de I’extrait alcoolique plus quelque goutte HCI et Mg.
> La détection de Stéroides :

200 mg plante plus 10ml chloroforme apres la filtration.
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> La détection de Phénols :
on ajoute quelque ml de I’extrait alcoolique plus quelque goutte de Fecls (5 %).
» La détection de Terpenoides :
0,5 g plant plus 2 ml chloroforme plus 3 ml de H2SO4
> La détection de Tanins :
quelque ml de I’extrait aqueux plus quelque goutte Fecls (0,1 %) .
2 ml d’extrait plus quelque goutte de ’acétate de plomb.
» La détection de Sucre reducteur :
Quelque goutte de I’extrait aqueux plus Fehling A et B
> La détection de Coumarines :
2 ml de I’extrait aqueux plus 3 ml NaOH (10 %)

2.2. Préparation des extraits
Nous avons procédé a I’extraction des principes actifs en utilisant 340 g de la plante séche et
coupée en petits morceaux. Cette extration solide liquide a été effectué par macération a froid
une seul fois dans 1’éther de pétrole puis deux fois dans un mélange hydroalcoolique contenant
70 % éthanol et 30 % eau distillée avec renouvélement de solvant chaque 24 heures. Le macérat
a été récupréré par filtration simple puis le sovanta été chassé a I’aide d’un évaporateur rotatif.
L’extrait brut obtenu a subi une extraction liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité
croissante en commengant par le dichlorométhane puis par I’acétate d’éthyle et dernierement
par le n-butanol. Les phases organiques obtenues sont concentrées a sec, pesés puis dissoutes
dans I’éthanol pour donner les différents extraits destinés a notre étude. A la fin de I’opération,
nous avons obtenu trois extraits a savoir 1’extrait de dichlorométhane, I’extrait d’acétate d’éhyle

et I’extrait butanolique.

Figure N° 02 : Processus de filtration et d’évaporation de solvant
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Macération avec 1’ether du pétrole Matiére végétale
m= 340 g

Extrait hydro alcoolique
Macération dans un
mélange EtOH/H20 (7 :3),

Répétée 3x24",

Filtration
Extraction par le | |

CH2Cl> (x3)

Phase organique

Extraction par AcOEt T(l)

¢ chloroformique

Extraction Par 1
n-butanol (x3) 1 |

¢ acétate d’éthyle

¢ n-butanolique

Figure N° 03 : Protocole d’extration de Zilla macroptera
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2.3. Analyse quantitative

L’analyse quantitative des polyphénols et des falovonoides a été effectué par
spectrophotométrie, cette derniére est une méthode qui consiste a mesurer 1’absorbance
généralement en solution afin de déterminer la concentration de 1’espéce colorée; plus

I’échantillon est concentré, plus il absorbe la lumiére uv-visible.

2.3.1. Dosage des phénols totaux
Le dosage est réalisé selon la méthode de Singleton et Rossi en utilisant le réactif de folin-
Siocalteu (Chang et al., 2001). 0,5 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 0,1 ml
d’échantillon ou standard (préparés dans éthanol) avec des dilutions convenables. Aprés 5 min,
2 ml d’une solution de carbonate de sodium sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 30
min d’incubation a température ambiante I’absorbance est mesurée a 760 nm. La concentration
des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme

d’étalonnage établie avec 1’acide gallique.

2.3.2. Dosage des flavonoides
Le dosage est réalisé en utilisant La méthode du trichlorure d’aluminium (Wang et al., 2008 )
est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les extraits de zilla macroptéra coss. a 0,5 ml
d’échantillon ou standard (préparés dans éthanol) avec des dilutions convenables, est ajouté 0,5
ml de la solution d’AlCls (2 % dans 1’éthanol). Aprés 30 minutes de réaction, 1’absorbance est
lue a 415 nm. La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage

établie avec la quercitrine.

2.3.3. Activité biologique
Les activités biologiques ont été assurées par deux voies dont la premiere est par I’activité
antioxydante en utilisant trois méthodes différentes et par ’activité antibactérienne en utilisant

la méthode de diffusion de puits:

2.3.3.1. Dactivité anti-radicalaire
L activité de piéger les radicaux libre a été mesurée par la méthode de DPPH (Hsu et al., 2006)
, de I’activité antioxydant des extraits de zilla macroptera coss . Dans ce test les antioxydants
réduisent le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune, dont
I'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents

dans le milieu a donner des protons (Figure 04).
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NO, NO,

O;N N——N O,N N——N

Figure N° 04 : Réaction de test DPPH (Belguidoum, 2018).
0,5 ml des solutions d’extraits ont été ajoutés a 0,5 ml DPPH (0,9 g /I préparée dans éthanol).
Parallélement, un contrble négatif est préparé en mélangeant 0 ,5ml d’éthanol avec 0,5 ml de la
solution méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé
pour chaque concentration & 517nm apreés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a température
ambiante. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide
ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et
pour chaque concentration. L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :
% d’activité anti radicalaire = [(Abs contrdle — Abs échantillon) / Abs contréle] x 100 Les

valeurs de ’EC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

2.3.3.2. Réduction de fer

Le pouvoir réducteur a été déterminé par la méthode de réduction de fer (Oyaizu et al., 1986),.
La méthode de la réduction du fer est basée sur la réduction de fer ferrique en sel de fer par les

antioxydants qui donnent la couleur bleu (Belguidoum, 2018) selon la figure 05.
Fe (CN)s]* + Antioxydant Fe (CN)s]* + Antioxydant oxydé
[Fe (CN)g]* + Fe3* Fe[Fe (CN)s]* (bleu)
Figure N° 05 : Schéma sur la réaction de la réduction du fer

On ajoute 1 ml de I'extrait a différentes concentrations (dilué avec 1’eau distillé) est mélange
avec 2,5ml d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d'une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s & 1 %. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50°C
pendant 30 min ensuite, 2,5 ml d'acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour stopper la
réaction. Un aliquote (2,5 ml) de solution résultante est combinée avec 2,5ml d'eau distillée et
0,5ml d'une solution aqueuse de FeClz (Chlorure ferrique) a 0,1 %. La lecture de I'absorbance
du milieu réactionnel se fait & 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplacant

I'extrait par de I'eau distillée qui permet de calibrer I'appareil (spectrophotometre UV-Visible).
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Le contrdle positif est représenté par un standard d'un antioxydant; l'acide ascorbique dont
I'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation

de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

2.3.3.3.  Activité antioxydant totale
L’activité antioxydante totale a été déterminée par la méthode de phosphomolybdenum
(Matkowski et al., 2006). On ajoute 0,1 ml de I’extrait ou standard (acide ascorbique) a
différentes concentrations (dilué¢ avec I’eau distillé) est mélangé avec 1 ml de réactif ce dernier
est préparé en mélangeant de acide sulfurique 0,6 M et phosphate de soduim 28 mM et
molybdate d’ammonium 4 mM. L'ensemble est incubé au bain-marie & 95°C pendant 1h30 min

apres la lecteur a 695 nm.

2.3.3.4. Activité antibactérienne
Le test antimicrobien est réalisé par la méthode de diffusion de puits. Deux souches
bactériennes pathogenes référentielles de I'American Type Culture Collection (ATCC) Gram
I’activité antibactérienne de I’extrait de Zilla macroptéra sont Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. Elles ont été fournies par les responsables du laboratoire de
Microbiologie Appligquée (FNSVT, Université Ghardaia).

Figure N° 06 : E. coli (a gauche) et S. aureus (a droite)
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Tableau 01 : Les Souches bactériennes testées

Souche | Référence | Type de | Famille Pathologies causées
bactérie
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Les souches bactériennes ont été réactivées afin d’obtenir des cultures jeunes en phase de
croissance exponentielle. Elles ont été repiquées sur gélose de Muller Hinton et incubées a
37 °C pendant 24 h.

Figure N° 07 : Les cultures jeunes d’E. Coli et de S.Aureus

Plusieurs colonies de chaque culture pure ont été prélevées et suspendues dans 5 ml d'eau
physiologique stérile (9 %) pour obtenir une turbidité équivalente a 0.5 McFarland (Bauer
et al., 1966). Ces suspensions utilisées aux ensemencements par écouvillonnage.

On a préparé 3 concentrations (100%, 75% et 50 %)
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Figure N° 08 : La série de dilutions

Pour I’étude de ’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux vis-a-vis des bactéries testées,
laméthode de diffusion des puits a €té suivie

La gélose de Muller-Hinton en surfusion est aseptiqguement coulée dans des boites de Pétri a
raison de 15 ml par boite. Apres solidification, un écouvillon stérile imbibé par la suspension
bactérienne est étalé a la surface de la gélose a 3 reprises, en tournant la boite a environ 60°
apres chaque application dans le but d’avoir une distribution homogéne de I’inoculum. La
concentration de I’inoculum est équivalente a 0.5 McFarland (Bauer et al.,1966).

Le pouvoir antimicrobien de 1’extrait aqueuxest recherché en utilisant 3 concentrations
différentes. Trois puits «5 mm de diamétre » ont ét¢ mis a chaque boite. L’extrait, la
kanamycine « control positif » et ’eau distillée « control négatif » ont été mis aseptiquement
dans le premier, le deuxiéme et le 3°™ puits respectivement.

Les boites ont été conservées a I'obscurité a 4°C pendant 1 h, pour permettre la diffusion des
extraits du disque au milieu sans croissance microbiennes, ensuite ont été incubéespendant 24
heures a 37°C. L’effet de I’extrait sur les bactéries est évalué par mesure des diametres des

zones d’inhibition formée autour des puits a 1’aide d’une régle.

2.1. Analyse chromatographique
Les trois extraits obtenus ainsi que la phase ether du pétrole ont été analysés sur des plaques de
chromatographie sur couche mince (CCM). Différents tests ont été effectués afin de trouver le

bon systéme d’élution dont le meilleur était :

Dichlorométhane / éthanol (10/1) pour I’extrait Dichlorométhane
Dichlorométhane / éthanol (5/1) pour I’extrait acétate d’éthyle
Dichlorométhane / éthanol (2/1) pour I’extrait butanolique
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Ensuite on a procédé a la séparation de 1’extrait acétate (masse = 100 mg) sur une colonne
chromatographique en utilisant le gel de silice comme phase stationnaire et un mélange
dichlorométhane/éthanol comme syst¢éme d’élution en commengant par 100 %

Dichlorométhane puis on augmente la polarité progressivement en ajoutant I'éthanol.
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I11. Reésultats et discussions

1. Résultats

1.1. Criblage phytochimique
Les résultats du criblage phytochimique sont démontrés dans la figure 09 :

= om hhgy-ﬂl-p-‘-ﬂ:—
- e > @ > -
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D @ - -y @ & e @ »\E

Figure N° 09 : Les résultats de criblage phytochimique

De droite a gauche : test de détection des saponines, test de détection des flavonoides, test de
de stéroides, test de phénols, test de terpenoides, test de tanins, test des Sucre réducteur et test
de detection des Coumarines .

Les résultats du criblage phytochimique obtenus sont résumés dans le tableau 02 ou la présence

est marquée par un (+) et I’absence est marquée par un (-).

Tableau 02 : Résultats du criblage phytochimique

Métabolites secondaires Résultats
Saponines -
Flavonoides
Stéroides
Phénols
Terpenoides
Tanins
Sucre réducteur -
Coumarines

+

+ 4+ +

+
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1.2. Rendement d’extraction
Les rendements d’extraction sont ordonnés dans le tableau suivant :

Tableau 03 : Rendements des extraits de Zilla macroptera

Extrait Dichlorométhane Acétate d’éthyle  n-butanol
Poids (g) 0,31 0,69 1,45
Rendement (%) 0,091 0,202 0,426

On observe depuis les résultats du tableau 03 que le meilleur rendement d’extraction est
enregistré au niveau de I’extrait butanolique puis I’extrait acétate d’éthyle et en derniére

position 1’extrait dichlorométhane.

1.3. Dosage des phénols totaux
Ledosage des phénols totaux a été effectué par la méthode de Chang et al. (2001). Une série
de dilution de I’acide gallique de 0,03 mg/ml jusqu’a 0,3 mg/ml a été préparé pour tracer la

courbe d’étalonnage comme la démontre la figure 10 :

3,5

2,5

Absorbance a 760 nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
concentration de I'acide galliquee (mg/ml)

Figure N° 10 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique

L’absorbance des extrais a été mesuré en suivant le méme protocle et en remplagant 1’acide
gallique par nos trois extraits. Afin de calculer les teneurs en polyphénols totaux on utilise
I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique avec

une corrélation linéaire R? =0.999 et la formule mathématique suivante :

) Absorbance X Nombre de dilution X Volume d l'extrait
Teneur en Phénols totaux =

Pente de la courbe d'étalonnage X masse de la plante
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Les resultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de 1’exrait

séc (mg EAG/qg). Les résultats sont représentés dansle tableau 04.

Tableau 04 : Contenu en polyphénols des extraits de zilla macroptera en mgAG/g

Extrait Moyenne * erreur SD
Dichlorométhane 1,106 £ 0,471
acétate d’'éthyle 1,910 £ 1,279
Butanol 44,675 £ 1,224

En comprarant les résultats des trois extraits (Figure 11) on constate que 1’extrait butanolique a
démontré la plus grande teneur en phénols totaux suivie par I’acétate et en derniére place
I’extrait de dichlorométhe. On remarque aussi que les deux extraits de dichlorométhane et
d’acétate d’éthyle ont un contenu proche par contre 1’extrait butanolique est 40 et 23 fois plus

riche que celui de dichlorométhane et d’acétate d’éthyle respectivement.
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Figure N° 11 : Dosage des phénols totaux de Zilla macroptera coss

1.4. Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoidesa été effectue par la méthode de Wang et al. (2008). Une série
de dilution de la quercétine de 0,002 mg/ml jusqu’a 0,2 mg/ml a éte preparé pour tracer la

courbe d’étalonnage comme la démontre la figure 12 :
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Figure N° 12 : Courbe d’étalonnage de la Quercetine

La teneur en flavonoides a été mesurée en remplagant la gercétine par nos trois extraits. On
utilise 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de la quercétine
avec une corrélation linéaire R? =0.989.Les résultats obtenus sont exprimés en mg
équivalent de quercetine par gramme de I’extrait sec (mg EQ/g), Les résultats sont

représentés dans le tableau 05 :

Tableau 05 : Dosage des flavonoides des différents extraits de zilla macroptera cosss

Extrait Moyenne * erreur SD
Dchlorométhane 0,034 +0, 022
acétate d’'éthyle 0,110 £ 0, 019
Butanol 0,496 = 0, 348

En observant lateneur en flavonoides dans les trois extraits (Figure 13) on constate que I’extrait
butanolique est le plus riche en flavonoides suivie par I’acétate et en derniére place I’extrait de
dichlorométhe. On remarque aussi que 1’extrait butanolique est 14 et 4 fois plus riche que celui

de dichlorométhane et d’acétate d’éthyle respectivement.
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dichlorméthane acétate d'éthyle Butanol

Figure N° 13 : Dosage des flavonoides de zilla macroptera coss

1.5. L’activité antiradicalaire
L’activité d’inhibition duradical stable DPPH a été enregistré par la mesure d’absorbance de

chaque serie de dilution pour chaque extrait contre un control.

Figure N° 14 : Activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique

Ces valeurs d’absorbance nous en permi se calculer le pourcentage d’inhibition pour chanque
extrait a I’aide de la formule mathématique sivante :

Ao

1% = x 100

0
ou:

A, : est I’absorbance du control

A : est I’absorbance de 1’échantillon

Les résultats obtenus nous a permi de tracer les courbes de I’inhibition en fonction de la

concentration pour chaque extrait comme la démontrent les figures 15, 16 et 17 :
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Figure N° 15 : Courbe d’inhibition du DPPH par I’exrait dicholométhane
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Figure N° 16 : Courbed’inhibition du DPPH par I’exrait d’acétate d’éthyle
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Figure N° 17 : Courbe d’inhibition du DPPH par ’exraitde butanol
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Apartir de ces courbes, nous avons pu tirer les équations mathématiques pour chaque extrait
qui s’écrit comme suit : 1% =kC
Afin que nous puissions comparer les activités de nos extrait on a calculer la valeur Clso, qui
est la concentration inhibitrice neutrlisant 50 % des radicaux libres, en utilisant la formule
suivante :

50 % =k Clso
Les valeurs des Clso de nos extraits et le standard la vitamine C sont récapitulées dans le
tableau 06 :

Tableau 06 : Clso des différents extraits de zilla macroptera cosss

Les extraits ICso mg/ml
Extrait dichlorométhane 1,55
Extrait d’acétate d’éthyle 1,03
Extrait butanolique 3,36
Acide ascorbique 0,014

Les trois extraits ont démontré une bonne activité antiradicalaire dont I’extrait acétate d’éthyle
était le meuilleur inhibiteur de radicaux libres suivi par I’extarait dichlorométhane et en derniére
positionl’extrait butanolique (Figure 18).Nous rappelons que plus la valeurs de ICso est petite

plus Pactivité est forte.

4 -
3 —
2 —
1 -
O T T 1
Extrait Extrait d’acétate Extrait
dichlorométhane d'éthyle butanolique

Figure N° 18 : L’activité antiradicalaire: de zilla macroptera
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1.6. Reduction de fer
L’activité réductrice du fer des extraits a été estimé par la mesure d’absorbance de chaque

seriede dilution pour chaque extrait.

Figure N° 19 : Activité réduction de fer pour 1’acide ascorbique

Ces résultats sont démontrés sous forme de courbes d’absorbance en foncion de concenrion

comme le montre les figures 20, 21, 22 et 23 :
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Figure N° 20 : Courbe de I’activité réductrice du fer pour I’extrait dichlorométhane
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Figure N° 21 : Courbe de I’activité réductrice du fer pour I’extrait acétate d’éthyle
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Figure N° 22 : Courbe de I’activité réductrice du fer pour I’extrait butanol
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Figure N° 23 : Courbe standardde I’activité réductrice du fer pour 1’acide ascorbique

Pour faire une comparaison entre nos extraits et le standard , nous avons calculé les Clso en
ademttant que la Clso est la concentration qui va donner une absorbance égal a A=0,05. Les
valeurs de Clso pour les trois extraits et le standard vitamine C sont illustrés dans le tableau
07 :

Tableau 07 : Clso des différents extraits de zilla macroptera cosss

Les extraits ICsomg/ml
Extrait dichlorométhane 0,7
Extrait d’acétate d’éthyle 1,75
Extrait butanolique 2,5
Acide ascorbique 0,15
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D’apres les résultats du tableau 7, on peut généraliser que tous les extrait ont manifesté une tres
bonne activité réductrice du fer.L’extrait de dichlorométhane a montré la plus petite valeur de
Clso suivi de I’extrait de 1’acétate et en derniére position I’extrait du butanol (Figure24). On
remarque que ’extrait dichloméhane est deux fois et demi plus active que I’extrai acétate
d’éthyle et trois fois et demi plus active que 1’extrait butanolique. On observe aussi que
I’antioxydant naturel (acide ascorbique) est plus de 4 fois, plus de 11 fois et plus de 16 fois plus

efficace que I’extrait de dichlorométhane, acétate d’éthyle et butanol respectivement.

2,5 1
2 .
1,5 -
1 -
0,5 1
0 ; ; —— .
Extrait Extrait Extrait Acide
chloroformique d’acétate butanolique ascorbique

Figure N° 24 : Comparaison du pouvoir réducteur du fer pour les extraits de Z. macroptera

1.7. Activité antioxydant totale
Les résultats de ’activité antioxydant totale ont étéestimé de la meme maniere que pour
la réduction de fer ou des courbe d’absorbtion en fonction des concentrations ont été tracé

pour chaque extrait, comme le montre les figures 25, 26, 27 et 28 :

2,5
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Figure N° 25 : Courbe de I’activité antioxydantetotale pour 1’extrait dichlorométhane
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Figure N° 27 : Courbe de I’activité antioxydantetotale pour 1’extraitbutanol
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Figure N° 28 : Courbe standard de I’activité antioxydantetotale pourl’acide ascorbique
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Pour faire une comparaison entre nos extraits et le standard , nous avons calculé les Clso en
ademttant que la Clsg est la concentration qui va donner une ansorbance égal a A=0,050. Les
valeurs de Clso pour les trois extraits et le standard acide ascorbique sont illustrés dans le tableau
08 :

Tableau 08 : ICso des différents extraits de zilla macroptera cosss

Les extraits 1C50 pg/mi
Extrait dichlorométhane 0,25
Extrait d’acétate 1
Extrait butanolique 2
Acide ascorbique 0,106

D’apres les résultats du tableau 06 on remarque 1’extrait dichlorométhane est le plus actvie
suivie par I’extrait acétate d’éthyle puis 1’extrait butanolique. On appergoit aussi que 1’extrait
dichlorométhane est quatre fois et huit fois plus active que 1’extrait acétate d’éthyle et I’extrait

butanolique respectivement (figure 29).
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Figure N° 29 : Activité antioxydant totale de zilla macroptera coss
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1.8. Activité antibactérienne
Les résultats de I’activité antibactérienne de la plante contre les deux espéces bactériennes *’Gram

négatif et positif <> sont présentés par la figure 29 et les tableaux 9 et 10 :

Les souches A C 100 % AC75% A C50 %
E. coli e
S. aureus

Figure N° 30 : Photo de I’activité antibactérienne

Tableau 09 : Les résultats obtenus d’E. coli

Les concentrations 100 % 75 % 50 %
Les trois puits C1 C2 @3
diamétre 15 mm 8 mm 14 mm
Tableau 10 : Les résultats obtenus de S. aureus
Les concentrations 100% 75% 50%
Les trois puits C1 C2 C3
diameétre 10 mm - -

La taille de la zone d'inhibition varie en fonction la souche bactérienne utilisée et les propriétés
antibactériennes du Z.macroptera Coss (Tableau 09 et 10).

Pour E. coli toutes les concentrations en extrait « 100 %, 75 %, 50 % » ont induit une zone d'inhibition
> 3 mm autour des puits donc elles sont considérées comme ayant une activité antibactérienne. Alors
que pour la deuxieme souche « S aureus » ’extrait brut a montré une activité mais plus faible que sur la

premiére.
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1.9. Analyse chromatographique
Les tests CCM (Figure 26) montrent clairement que nos trois extrait ainsi que la phase ether du
pétrole ont une composition chimique différente. Cette différence se manifeste par des spots

présentes dans un extrait et absentes dans un autre.

Figure N° 31 : Test CCM des extraits ether du pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle
et butanol sous lampe UV (365 nm) et révélateur chimique (vanilline

sulfurique)

Une tentative de sépration des métabolites secondaires contenus dans les extraits de Z.
macroptera a été faite. 100 mg de I’extrait acétate d’éthyle a été séparée sur une colonne remplie
de gel de silice avec I’utilisation d’un systeme de solvant composé de dichlorométhane/éthanol

en mode graduant comme le montre la figure 31.

Figure N° 32 : Colonne chromatographique de I’extrait acétate d’ethyle
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Nos réultats (Figure 32) étaient limités a cause de la faible masse de 1’extrait puisque les extraits

ont été consommeés lors 1’ évaluation des activités.

Figure N° 33 : Resultats de la colonne de I’extrait acétate d’éthyle
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2. Discussions
Le criblage phytochimique confirme la présence des saponines, flavonoides, phénol et tannis.
Cela est en total accordance avec les résultats des criblages effectués sur Z. macroptera

(Berreghioua, 2016) et sur Z. spinosa (Suleiman et al., 2020).

Les rendements d’extration des solvants utilisés (dichlorométhane, acétate déthyle et butanol)
étaient entre 0,091 et 0,426 %. En comparant ces rendement avec les travaux de Berreghioua
(1 - 3,01 %)qui a utilisés le meme protocle avec notre travail on envisage que nos valeurs sont

trop bas (Berreghioua, 2016).

Le contenu en phénols totaux varie entre 1,106 et 44,675 mg EAG/g extrait et le contenu en
flavonoides varie entre 0,034 et 0,496 mg EQ/g extrait. L’extrait butanolique contient plus de
phénols totaux et falovonoides que celui trouvé dans 1’extrait aqueux brut de Z. macroptera de
la région de Béchar (89 pgEAG/g et ugl2 EQ/g) (Keffous et al., 2016) et plus que I’extrait brut
hydrométhanolige et hydroéthanolique de I’espéce Z. spinosa de 1’égypte (31,10; 30,17 mg
EAG/g extrait et 11,2mg EQ/g ; 7,4mg EQ/g) (Suleiman et al., 2020), par contre nos extraits
contiennent moins de phénols totaux et flavonoides que celui trouvé dans les fruits de Z.
macroptera qui s’avere tres riche avec une quantité égale a 423,94 mg EAG/g extrait et
119,48mg EQ/g (Bouchouk et al., 2012).

Pour I’activité antiradicalaire, les valeurs de Clso de nos extraits varie de 1,03 a 3,36 mg/ml.
Ces résultats sont trop inférieurs au pouvoir inhibiteur trouvé dans des différents extraits de Z.
macroptera (de 15 - 205 pg/ml) (Berhail (2014) ; Keffous et al. (2016)) et dans Z. spinosa
(29 ; 52,17 pg/ml) (Suleiman et al., 2020)

Les diffétents extraits ont démontré un ordre similaire dans 1’activité antioxydante totale et la
réduction du fer, cela est du a la similitude du mécanisme d’action des deux protocoles qui est

baséesur le transfert d’électrons.

L’idée de ce travail est de séparer 1’extrait hydroalccolique de la plante Z. macroptera par une
extration liquide liquide, cette étape permait 1’obtention de trois extrait de composition
differente en se basant sur le principe de la polarité. Cet technique est considéré comme étape
primordiale afin que nous puissions déterminer la nature chimique des métabolites secondaires

responsable de I’activité biologique observée.
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Tout cela est justifié par la différence enregistrée au niveau des résultats destrois extraits. Nous
pouvons conclure que la différence enristrée dans les valeurs des rendements, des dosages et
desactivités est du principalement a la différence de la composition chimique des métabolites

secondaires contenus dans chaque extrait.

La richesse de la plante Z. macroptera en composés phénoliques telque les flavonoides est
reponsable de ’activité biologique, comme la démontre le travail de these de Berhail il a pu
séparer et identifierles compsés suivants : Dehydrodiconiferyl alcool-4-O-B-D-galactoside ;
cistanoside B, 5-methoxydehydrodiconiferyl alcool-4-O-B-D-glucoside et 5-hydroxycatalpol et
D-mannitol (Berhail, 2014). Nous trouvons aussi le travail de Berreghioua qui a pu isoler et
identifier les flavonoides suivants: 4°, 5, 7-trinydroxyisoflavone (genisteine); 4°, 5, 7-
trinydroxyflavone (Apigénine) ; 8, 4' -diméthoxy,5 ,7 - dihydroxyflavone ; 7 — O - glucosyl
apigenine ; 3°,4°, 5, 7 - tetrahydroxyflavone (lutéoline) ; 5, 7 - dihydroxyflavone (chrysine) ;
5, 3° — dihydroxy - 6, 8 ,4’ ,5’-tetramethoxy — 7 - [2°”’(4”"”’-methyl pentyl)6’’’ - méthyl-
cyclohexyl)vinyloxy] flavone (Berreghioua, 2016).

Concernant I’activité antibacérienne, les résultats trouvés prouvent les résultats de Bouchouka
et al. (2012) et de Berreghioua et al. (2014), confirmant ainsi que les souches a Gram positif
et négatif étaient sensibles al’extrait de cette plante. Ces propriétés antibactériennes sont dues
a la présence des flavonoides (Cushnie et al., 2005). Des études complémentaires sont
recommandées afin d'isoler, d'identifier, de caractériser et d'élucider les structures des

composés bioactifs d’intérét.

35



Conclusion



Conclusion

IVV. Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source tres riche de substances bioactives naturelles
et de composés tels que les flavonoides. Une étude des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes a été effectuée sur les extraits de Zilla macroptera coss qui appartient a la
famille de Brassicaceae.

L’extraction des molécules a été effectuée par extraction liquide-liquide en utilisant plusieurs
solvants de polarité croissante (le dichloromeéthane, 1’acétate d’éthyle, et le n-butanol) ce qui
permet la séparation des différentes classes des metabolites secondaires tel que les flavonoides.
Les différents extraits obtenus ont été analysés quantitativement pour leurs contenus en poly
phénols et flavonoides totaux, ou I'extrait butanolique contient la teneur la plus élevée en
flavonoides et en composés phénoliques pour Zilla macroptera coss,

Les extraits de Zilla macroptira ont montrés une bonne activité antioxydante, cela peut étre lié
a leur contenu en composés phénoliques et flavonoidiques.

L activité antibactérienne étudiée selon la méthode de diffusion de puits, a montré que les
extraits de zilla macroptera coss ont un effet antibactérien contre la souche Escherichia coli
(ATCC8739) plus que la souche Staphylococcies aureus (ATCC29213).

Derniérement, une analyse qualitativement par chromatographie sur couche mince (CCM) a été
effectuée. Cette technique a permis de visualiser les molécules de chaque extrait puis on a tenté
de séparer ces molécules.

Afin d’approfondir ce travail, il a été marqué comme perspective d’extraire une plus grande
quantité de la plante Zilla macroptera puis procéder a sa séparation de ces composantes ainsi

que tester leurs activités biologiques.
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