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Activités antioxydantes, antibactériennes et anti-a-amylases de divers extraits
d'Anvillea radiata récoltés dans la région de Ghardaia

Résumé

Les recherches actuelles sont focalisées sur les molécules douées d’activités
biologiques d’origine naturelle. L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante,
I’activité antibactérienne et anti-o amylase des déffirentes extraits de la partie aérienne
d’Anvillea radiata de la famille d’Asteraceae provenant de la région de Ghardaia, qui est
largement utilisées dans la médecine traditionnelle en 1’ Algérie. L’extraction des principes
actifs de la partie aérienne d’Anvillea radiata est effectuée par macération a froid en utilisant
trois solvants de différentes polarités (méthanol, acétate d’éthyle et éther de pétrole).
L’analyse phytochimique des différents extraits est effectuée par le criblage phytochimique et
par la quantification de quelques classes des composés phénoliques. Plusieurs activités
biologiques ont été évaluées a savoir 1’activité anti-oxydante en utilisant trois tests (ABTS,
FRAP et blanchissement du B-caroténe), I’activité antibactérienne par la diffusion sur milieu
gélosé et par microdilution et 1’activité antidiabétique par la mesure de I’inhibition de 1’a-
amylase. Les résultats obtenus ont montré la richesse de 1’espéce étudée en composés
phénoliques (tanins, flavonoides, coumarines ...etc.) et terpéniques (saponosides et steroides).
Les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux, en flavonoides, en acides phénols et en
tanins condensés sont avec I’extrait méthanolique qui sont de 1’ordre de 81,38+19,16 mg
EAG/g, 16,37+0,89 mg ER/g, 4542,00+8,49 ng EAC/g et 33,97£1,06 mg EC/g
respectivement. L’extrait méthanolique d’Anvillea radiata a les meilleures capacités
inhibitrice du radical cation ABTS™", réductrice de fer et inhibitrice de blanchissement du pB-
carotene avec des Clso égales a 153,48 £10,02 pg/ml, 95,88+9,13 pg/ml et 172, 94 +14,88
pug/ml respectivement comparables a celles des antioxydants standards utilisés. En ce qui
concerne l’activité antibactérienne, 1’extrait d’acétae d’éthyle présente le potentiel puvoir
inhibiteur de la croissance bactérienne sur les deux souches testées (S. aureus et E. coli) avec
CMI égale a 0,33 mg/ml. La meilleure activité inibitrice de 1’0, amylase a été enregistrée avec
I’extrait méthanolique ou la valeur de Clso est égale a 76,31+5,60 pg/ml qui est inférieure a
celle de I’acarbose. En conclusion, les résultats obtenus peuvent justifier 1’utilisation
traditionnelle de cette espece pour traiter les maladies inflammatoires, infectieuses et du
diabéte.

Mots clés : Anvillea radiata, criblage phytochimique, polyphénols, activité anti-
oxydante, activite antibactérienne, activité anti-o amylase.



Antioxxydant, antibacterial and anti-a-amylase activities of various extracts of

Anvillea radiata harvested in Ghardaia region
Abstract

Current research is focused on molecules endowed with biological activities of
natural origin. The objective of this study is to evaluate the antioxidant activity, the
antibacterial and anti-a-amylase activities of various extracts of Anvillea radiata aerial part
the (Asteraceae) from the region of Ghardaia, which is widely used in traditional medicine in
Algeria. The extraction of the active ingredients of Anvillea radiata aerial part was carried out
by cold maceration using three solvents of different polarities (methanol, ethyl acetate and
petroleum ether). Phytochemical analysis of the various extracts is performed by
phytochemical screening and quantification of some phenolic compounds classes. Several
biological activities were evaluated namely the antioxidant activity using three tests (ABTS,
FRAP and bleaching of B-carotene), the antibacterial activity by diffusion on agar medium
and by microdilution method and the antidiabetic activity by the measurement of a-amylase
inhibition. The obtained results showed the richness of the studied species in phenolic
compounds (tannins, flavonoids, coumarines ... etc.) and terpene (saponosides and steroids).
The highest contents of total polyphenols, flavonoids, phenolic acids and condensed tannins
are obtained with the methanolic extract which are in the order of 81.38 + 19.16 mg EAG / g,
16.37 £ 0 , 89 mg ER / g, 4542.00 + 8.49 pg EAC / g and 33.97 £ 1.06 mg EC / g
respectively. The methanolic extract of Anvillea radiata has the best inhibitory capacity of the
ABTS"" radical cation , iron reducing power and p-carotene bleaching inhibitory effect with
ICs0 equal to 153.48+10.02 pg/ml, 95.8849.13 pg/ml and 172.94+14.88 pg/ml respectively
comparable to those of the standard antioxidants used. As regard to the antibacterial activity,
the ethyl acetate extract has the potential capacity to inhibit bacterial growth. on both strains
tested (S. aureus and E. coli) with MIC equal to 0.33 mg/ml. The best inhibitory activity of a-
amylase was recorded with the methanolic extract where the 1Cso value of 76.31+5.60 ug/ml,
which is lower than that of acarbose. In conclusion, the obtained results may justify the

traditional use of this species to treat inflammatory problems, infectious diseases and diabetes.

Key words: Anvillea radiata, phytochemical screening, polyphenols, antioxidant

activity, antibacterial activity, anti-a-amylase activity.
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Introduction

Depuis l'aube de I'numanité, les plantes permettent & I'nomme non seulement de se
nourrir, se Vétir, se loger, se chauffer, se parfumer... (Ouis, 2015) mais aussi de se soigner.
Les plantes possédent d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leur utilisation pour le
traitement de différentes maladies chez les étres vivants et en particulier ’Homme est trés

ancienne et a toujours était faites de fagcon empirique (Svoboda et Svoboda, 2000).

Actuellement, 1’organisation mondiale de la santé estime que le recours a aux
préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire est environ
80% (WHO, 2002).

La médecine traditionnelle est fréquemment pratiquée surtout en milieu rural du fait
de la proximité et de I'accessibilité de ce type de soins au codt abordable et surtout en raison

du manque d'acces a la médecine moderne de ces populations( Zeggwagh et al ,2013).

Les médicaments a base de plantes sont encore largement utilisés et ont une
importance considérable dans le commerce international. Les remedes traditionnels a base de
plantes ont été longtemps employés sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques
(Bahorun, 1997).

L’isolement de principes actifs datant du XI1X® siecle, en améliorant la connaissance
des structures a fait progressivement se séparer et parfois s’opposer une phytothérapie
traditionnelle souvent empirique avec une thérapeutique officielle incluant les principes
chimiques et végétaux dont la pharmacologie était mieux connue. Cette thérapeutique
officielle accepte parfois avec une certaine méfiance I’emploi de végétaux ou d’extraits
complexes de végétaux dont I’action est confirmée par I’usage sans étre attribuée de fagon

certaine a une molécule type (Bahorun, 1997).

La medecine traditionnelle est fondée sur la symptomatologie. Le melange de plantes
est indiqué pour soulager une douleur ou un symptdbme donné et non pour soigner une
maladie. La traduction de ces données symptomatiques brutes en termes de médecine
étiologique est délicate et le recours d“un médecin est souvent indispensable a la
caractérisation de la maladie. Le traitement varie selon le comportement du malade, ses dires,

le rang social avec la prise en compte de son histoire familiale. De plus, le trypique aliment-
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médicament-poison rend difficile la catégorisation entre principes actifs et toxiques qui

peuvent étre employés, a dessein, simultanément.

L'ethnopharmacologie et 1“ethnobotanique ont donc pour mission d’élucider la
compréhension des pratiques et des représentations relatives a la santé, a la maladie, a la
description et I'évaluation thérapeutique des plantes utilisées dans les pharmacopées
traditionnelles. L usage empirique des différentes préparations traditionnelles des plantes est
donc extrémement important pour une sélection efficace de plantes puisque la plupart des
métabolites secondaires de plantes employées en médecine moderne ont été decouverts par

I’intermédiaire d’investigations ethnobotaniques (Gurib-Fakim, 2006).

Récemment, un probléme majeur lié¢ aux conditions de I’environnement et au mode de
vie de I’étre humain est a I’origine d’une augmentation de stress oxydant dans I’organisme.
Ce stress se traduit par une production importante des espéces réactives oxygénées (ERO).
Malgrés leur importance pour 1’organisme, car elles interviennent en particulier dans la
défense de l’organisme contre les invasions microbiennes, mais le déséquilibre entre la
génération de ces ERO et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs installés au niveau des tissus est le stress oxydant, et comme conséquences

’apparition des dégats souvent irréversibles pour les cellules (Aravodis, 2005).

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou
un de nos tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogéne ou exogene, de radicaux
libres oxygénés qui dépasse leurs capacités antioxydantes. L’exces de radicaux libres non
neutralisés conduit a des problemes dans I’expression des génes et des récepteurs
membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires, mutagenése, dép6ts de

protéines ou de lipofuschine dans les tissus (Bennamara, 2017).

Le stress oxydant est impliqué donc dans de trées nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associe a des complications de I'evolution. En faisant apparaitre des molécules
biologiques anormales et en surexprimant certains genes, le stress oxydant sera la cause
initiale de plusieurs maladies : cancer, sclérose latérale amyotrophique et vieillissement
acceléré. Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles tel le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires. (Montagnier et al., 1998).
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Les causes essentielles de ce stress oxydant sont soit d'origine nutritionnelle dans les
cas de carences en vitamines et oligo-éléments, ou inversement de surcharges en facteurs
prooxydants (fer, acides gras), soit d'origine accidentelle (inflammation, exposition a des
xenobiotiques prooxydants...) ou d'origine génetique. Le plus souvent, l'association de ces

différents facteurs aboutira au mécanisme pathogéne (Favier, 2003).

Pour se protéger des effets déléteres d’espéces oxygénées activées (EOA), I’organisme
dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources
d’antioxydants : 1’'une est apportée par I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches
en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; 1’autre
est endogéne et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systéemes de
réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques
oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes

antioxydantes (Haleng et al., 2007).

Un autre probléme de la santé est émergé ces derniéres années, qui est la résistance
développée par les microorganismes contre les antibiotiques ce qui conduit a I’émergence des
maladies infectieuses considérées comme éradiquées.

Tous ces problemes conduisent a la recherche de nouvelles molécules
médicamenteuses d’origine naturelle. Cette recherche est basée sur la répartition des plantes
médicinales et sur les études ethnobotaniques qui permettent de réaliser des inventaires de
plantes d’une zone ou d’un pays, puis par des études phytochimiques et pharmacologiques, de
ce fait la valorisation des ressources naturelles est une préoccupation qui devient de plus en
plus importante dans de nombreux pays. Il existe environ 300 000 espéces de plantes a fleurs
sur terre, on estime que seules 15% d’entre elles ont été étudiées sur le plan phytochimique,
dont 6% pour leurs activités biologiques (Verpoorte et al., 2002), ce qui fait que les plantes

constituent un réservoir de molécules bioactives encore peu exploré.

Plusieurs plantes sahariennes, fréquemment utilisées dans la pharmacopée
tradutionnelle, se sont vues reconnaitre un effet thérapeutique contre différentes maladies
telles le diabéte qui a connu une émergence avec le changement de mode de vie et des

régimes alimentaires de la population algerienne (Kandouli, 2018).
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La flore algérienne compte pres de 3000 especes appartenant a plusieurs familles
botaniques, dont 15% sont endémiques (Quezel et Santa, 1963), reste trés peu explorée sur le
plan phytochimique comme sur le plan pharmacologique. La connaissance des constituants
chimiques des plantes facilite I’étude de leur activité biologique et un meilleur contréle de

qualité en vue d’une préparation pharmaceutique.

La famille des Asteraceae est parmi les familles botaniques les plus importantes a
cause de nombre important des espéces connues par leurs vertus thérapeutiques. Le mot «
Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. Asteraceae (anciennement
appelées Composées ou Compositae) est une famille botanique appartenant aux
Dicotylédones comprenant plus de 1500 genres et plus de 25000 espéces décrites dont 750
endémiques. C'est une des familles la plus importante des Angiospermes. Ce sont presque
toujours des plantes herbacées avec souvent des racines charnues : rhizomateuses, tubéreuses
ou pivotantes (Crete, 1965). En Algérie, il en existe 109 genres et 408 especes (Quezel et
Santa, 1963).

Plusieurs plantes de cette famille sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le
tournesol, le topinambour, la laitue, chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes

ornementales (les dahlias, les asters, les rudbeckies, les gaillardes, etc.) (Mahdjar, 2013).

Les Asteraceae sont des arbustes a feuillage persistant, des sous-arbrisseaux, des
plantes herbacées vivaces, des plantes herbacées annuelles ou bisannuelles. Les caractéres
décrits ci-dessous sont ceux rencontrés le plus fréquemment mais il faut étre conscient de la
grande hétérogénéité de cette famille. Les feuilles sont simples, alternes ou opposées. Elles
sont lobées ou dentées. Les canaux resiniféres ou laticiferes sont caractéristiques de la famille.
Il en est de méme pour I’inflorescence en capitule qui est un assemblage de nombreuses
petites fleurs indépendantes entourées d’un involucre de bractées. L’ensemble donne
I’impression d’une fleur unique. Les capitules sont généralement distribués en cymes, voire
en épis ou en capitules composes. Le calice se transforme trés souvent en aigrette avec des
poils ou des barbes. Le fruit a une graine est souvent coiffé de ’aigrette. Le fruit est un akéne
généralement surmonté d’un pappus provenant du calice apres la fécondation. Son role est de

favoriser la dispersion des graines par le vent (anémochorie) (Fouché et al., 2000).

Cette immense famille est utile dans de nombreux domaines: plantes alimentaires

(tournesol); plantes insecticides (pyrethre); plantes médicinales (camomille) (kandouli, 2018).
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Anvillea radiata Cos. & Dur. est une espéce de la famille des Asteraceae. C’est une
espéce endémique du Sahara. Cette espece est trés connue et trés utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter différentes maladies : le diabéte, les maux de 1’estomac, le microbe

de I’appareil génital des femmes et la toxicité... (Maiza et al., 1993 ; Chehma, 2006).

L’analyse phytochimique de différentes parties de la plante a été 1’objet de quelques
études (Djellouli et al., 2013, Mebarki et al., 2013). Ces auteurs ont mis en évidence la
présence des flavonoides, des saponines, des alcaloides, des tannins, des acides gras, des

terpénes et stéroides.

D’autre étude a montré la présence des 13 flavonoides chez 1’ Anvillea radiata quatre
aglycones et neuf flavonols glycosidés, sont : hispiduline, népétine, jaceosidine, spinacetin,
spinacetin 7-glucoside, patuletin 7-diglucoside, spinacetin 3-diglucoside, kaempferol 6-
methylether 3-glucoside, quercetin 3-glucoside, patuletin 3-diglucoside, isorhamnetin 3-
diglucoside, quercetin 3-rhamnoglucoside et quercetin 3-diglucoside 7- glucoside (Dendougui
et al, 2006). Des flavonols comme 6-methoxykaempferol 3-galactoside, 6-
methoxykaempferol 3-galactoside 7,4-dimethylether, kaempferol 3- rhamnoglucoside,
spinacetin 3-rhamnoglucoside ont été isolés a partir de 1’Anvillea garcini (Ulubelen et al.,
1979).

Certains auteurs ont pu isolés quelques germacranolides chez I’Anvillea garcini :
9ahydroxy-1p,10a-epoxyparthenolide, 9B-hydroxyparthenolide, 9B-hydroxy-1p,10a
epoxyparthenolide, cis-partenolid-9-one (Sattar et Phail et al., 2000, Sattar et al., 1996,
Rustaiyan et al., 1986 ; Tyson et al.,1981). Anvillea radiata est une source de sesquiterpene
lactone 9a- hydroxyparthenolide (EI Hassany et al., 2004), qui a différentes activités :
antibactérienne, cytotoxique, antitumoral et antifongique (Mebarki et al., 2013 ; Moumou et
al., 2014) et anticancereuse (Moumou et al., 2014), des autres sesquiterpenes ont été ésolés :
parthenolide-9-one, 8a,9a-Epoxyparthenolide (EI Hassany et al., 2004), et 9p-
hydroxyparthenolide (Moumou et al., 2014).

La caractérisation de I’huile essentielle de I’anvillea radiata afait I’objet d’une seule
étude (ElI Hanbali et al., 2007). L’analyse chimique par GC/MS de ces huiles réléve une
prédominance de 6-oxocyclonérolidol (66.6%) et 6-hydrocyclonérolidol (11.4%). Ces auteurs
rapportent également que ces huiles essentielles possedent une excellente activité

antibactérienne.
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Dans ce contexte et dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles du

Sahara, cette étude vise a évaluer différentes activités biologiques des extraits d’Anvillea

radiata ainsi que la quantification des diiférentes classes des composés phénoliques.

Ce meémoire est organisé en deux chapitres précédés par une introduction
bibliographique sur 1’espéce étudiée. Le premier est consacré a la presentation de la
méthodologie du travail qui renferme le choix et la description botanique du matériel végétal
étudié, les techniques d’extraction et d’analyses utilisées ainsi que les protocoles des tests
biologiques. Le deuxieme chapitre sera réservé a la presentation de tous les résultats obtenus
dans notre étude et de leur discussion. Une conclusion genérale viendra achever le présent

travail dans laquelle différentes perspectives de recherches seront évoquées.
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I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel

1.1.1. Matériel végétal
a. Choix de la plante

Le choix de I’espéce Anvillea radiata dans cette étude a été guidé par son usage dans
la pharmacopée traditionnelle et par les études phytochimiques répertoriées dans la littérature.
En effet, cette espéce est tres utilisee dans la médecine traditionnelle pour traiter les
problemes digestives et dermatologiques (Fekchich et Elachouri, 2014), comme cholagogue
(Merzouki et al., 2000) et le diabéte. Les études expérimentales effectuées sur cette espéce ne
sont pas tres nombreuses, mais elles montrent sa richesse en composés phénoliques, en
particulier les flavonoides (Dendougui et al., 2006). En plus, le travail réalisé par Kharjul et
al. (2012) a révélé Defficacité de I’extrait éthanolique d’Anvillea radiata présente une
potentielle activité antidiabétique par la diminution de la glycémie chez les rats diabétiques.
L’étude réalisée par Telli (2017) a montré que la décoction d’Anvillea radiata a diminué
significativement la glycémie et quelques d’autres parametres biochimiques chez des souris

diabétiques.

La présente vise a évaluer quelques activités biologiques de différents extraits

d’Anvillea radiata en utilisant des solvants de différente polarité pour 1’extraction.
b. Description botaniques et systématique

Anvillea radiata est une espéce de la famille des Asteraceae. C’est un petit arbuste
trés ligneux. Tres ramifié de 20 a 50 cm de haut. Les feuilles sont vert-bleuté, en forme de
triangle allongé, atténuées a la base en pétiole et a limbe fortement denté. Le capitule est
grand, de 4 a 5 cm de diametre y compris les longues ligules. Il est entouré de feuilles
supérieures rayonnantes qui se transforment progressivement en bractées qui sont coriaces.
Les fleurs sont de couleurs jaune-orangé. Les paillettes du réceptacle sont tronquées au
sommet et prolongées en une sole. Les akénes du capitule sont prismatiques, ceux de la
périphérie possedent trois angles et ceux de centre quatre angles. Cette espece est endémique
au Sahara et s’installe dans les dépressions sablo-argileuses (Ozenda, 2004).1a plante dégage

un léger parfum agréable (Boullard 2001; Quezel 1963). Elle fleurit généralement au
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printemps, mais peut fleurir toute ’année (Alaoui Boukhris, 2016).La période de floraison est

en avril a mai (Chehma, 2006).

Photo 2: Fleur et feuilles d’A. radiata.

D’apres Quézel et Santa (1963), la classification qu’occupe Anvillea radiata Coss. & Dur. est

la suivante :

Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Anvillea

Espece : Anvillea radiata Coss. & Dur.

Nom vernaculaire en Arabe : Nougd, Arfej, Herf, Ain Bagra et chadjeret el-dhab, en langues
berbéres : kramoch, Tahtit et Aktkal, et en Targui : Akadkad (Halimi, 1997 ; IUCN, 2005 ;
Qadah, 2013)
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c. Ecologie et répartition géographique

Cette vivace plante accepte une grande variété de sols et de sols graveleux d’oueds,
situés dans les environs (plateaux rocheux parsemés de petits cailloux) et dans les dayas
(petites dépressions sablo-argileuses). On le trouve fréquemment sur les sols sablo-argileux
des petites dépressions. Il tremble dans des conditions climatiques rigoureuses avec moins de
100 mm de précipitations par an (IUCN, 2005).

C’est une plante endémique de la famille des Asteraceae qui pousse principalement
dans les steppes d’Afrique du nord (Maroc et Algérie) et que 1’on trouve dans les régions du
Moyenorient (Mebarki et al, 2013). En Algérie, cette espece est trouvée dans les monts
Tassili (IUCN, 2005), les régions de Ouargla (Oueld El Hadj M et al, 2003), El Djelfa,
Bechar, Nadma (Djellouli et al, 2013), El Golia (EI Hassany et al., 2004) et Ghardaia
(Chehma, 2006).

d. Médcine traditionnelle et connaissances locales

Selon la tradition locale, I’infusion (ou la macération) des feuilles et des tiges d’A.
radiata sont utilisées dans le traitement des pathologies broncho-pulmonaires
(refroidissement pulmonaire) et digestive. Les pousses de cette espéce, en infusion a froid ou
a chaud, sont utilisés comme reméde contre le diabéte, les maux de 1’estomac, le microbe de

I’appareil génital des femmes et la toxicité (Maiza et al., 1993 ; Chehma, 2006).

Ghourri et al., (2012) ont signalé que la poudre des feuilles d’Anvillia radiata
mélangée au beurre des chevres est utilisée comme des suppositoires pour traiter le froid du
dos. Ils ont aussi décrit 1’usage de cette poudre contre les maux gastriques. Les capitules ou
bien les tiges feuillées en mélange avec celles d’Artemisia abrotanum, d’Artemisia atlantica
et d’Artemisia herba alba, en décoction dans 1’eau minérale, sont utilisées contre la

pyélonéphrite et la cystite (Benkhnigue et al., 2016).

Les graines broyées et mélangées avec 1’huile d'olive, du miel ou des dattes broyées

(pour masquer I'amertume) sont excellentes pour le rhume (IUCN, 2005).

Cette espéce peut étre utilisée sous forme des suppositoires en mélange avec la nigelle
(Nigella sativa), le cresson (Nasturtium officinale) et le Maerua crassifolia dans le traitement

de I’influenza aussi. Cette préparation est déconseillée pour les enfants et les femmes
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enceintes. IUCN (2005) a indiqué que cette espece est bon paturage, en particulier au stade de

la floraison, car elle améliore la performance zootechnique et favorise la croissance.
e. Récolte

La récolte du matériel végétal (partie aérienne) a été effectuée durant le mois de
janvier 2019 dans la région d’Oued Nechou et de Sahara de Metlili (Ghardaia).

f. Séchage et broyage

Apres la récolte, le matériel végétal a été séché a I’air libre et a I’abri de la lumiére et
d’humidité pendant trois semaines. Puis, ce matériel a été broyé a 1’aide d’un broyeur
électrique pour obtenir une poudre fine juste avant 1’extraction. Cette poudre été stockée a

I’obscurité dans des flacons sombres jusqu’a son utilisation.
1.1.2. Souches bactériennes testées

Deux souches bactériennes seulement ont utilisées dans cette étude pour évaluer
I’activité antibactérienne, il s’agit de Staphylococcus aureus (ATCC.25923) cocci Gram+ et
d’Escherichia coli (ATCC.25922) bacille Gram - ont été fournies par le laboratoire de

I’institut pasteur a Alger.
1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction

Pour extraire les principes actifs de I’espéce étudiée, une macération a froid est
adoptée en utilisant trois solvants de différente polarité : méthanol, acétate d’éthyle et éther de
pétrole. Pour I’extraction, un poids de 10 g de matériel végétal est mélangé avec 100 ml de
solvant pendant 24 heures. Le matériel végétal est mis en contact avec le solvant 3 fois pour
I’épuiser. Apres la filtration, les trois filtrats sont mélangés et concentrés par le rotavapor
(Heidolph) a 50 °C pour le méthanol et 45 °C pour I’acétate d’éthyle et I’éther de pétrole. Les
résidus secs obtenus sont dissouts dans 10 ml de méthanol ou d’eau/DMSO (diméthyle
sulfoxide) puis conservé a +4 °C jusqu’a leur uilisation. Les résidus dans dissouts dans

I’eau/DMSO sont utilisés pour I’évaluation des activités antibactérienne et anti alpha amylase.
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1.2.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement de I’extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de

I’extrait sec obtenu et la masse de matériel végétal. Il est calculé via 1’équation suivant :
R (%) = (PSe/ PSmv) * 100
R (%) : Rendement d’extraction en (%)

PSe : Poids sec d’extrait (g)

PSmv : Poids sec de matériel végétal (g)
1.2.3. Analyses phytochimiques

1.2.3.1. Criblage phytochimique

Pour mettre en évidence la présence de quelques métabolites dans les différents
extraits d’A4. radiata, plusieurs tests ont été utilisés en se basant sur les propriétés physico-

chimiques de ces métabolites.
a. Tanins

Pour mettre en évidence la présence des tanins, un volume de 2 ml de chaque extrait
est mélangé avec quelques gouttes d’une solution de FeCls (1%). Le mélange est incubé
pendant 15 min a 50°C. La présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou
bleu-noir (Trease et Evans, 1987).

Pour différencier les tannins catéchiques des tanins galliques, nous avons utilisé le
réactif de Stiasny (10 ml de formol a 35%+ 5ml d’acide chlorhydrique). Un volume de 30 ml
d’extrait est mélangé avec 15 ml de réactif de Stiasny, ensuite la solution est chauffée a reflux
au bain marie pendant 15 a 30 minutes. L’apparition d’un précipité de couleur rose claire

montre la présence des tanins catéchiques (Mibindzou Mouellet, 2004).

11
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b. Flavonoides
bl. Anthocyanes

A 2 ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml d’HCl (2N), puis 2 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue violacée en milieu

basique témoigne de la présence d’anthocyanes (Ribereau-Gayon, 1982).
b2. Réaction a la cyanidine

Pour mettre en évidence les flavonoides, on utilise la réaction a la cyanidine. Un
mélange renferme Sml d’extrait, et 5 ml d’éthanol chlorhydrique (éthanol a 95°, eau distillée
et acide chlorhydrique en volumes égales de 5 ml) est préparé., Quelques copeaux de
magnésium ainsi qu’un ml d’alcool isoamylique sont ajoutés a ce mélange. L’apparition d’une
coloration sur la couche surnageante d’alcool isoamylique indique la présence des flavonoides

libres (génine) :

- la couleurrose-orangée indique la présence des flavones.

- la couleur rose-violacée indique la présence des flavanones.

- la couleur rouge indique la présence des flavonols et des flavanonols.

Les leucoanthocyanes sont mis en évidence par la réaction de la cyanidine mais sans
I’ajout des copeaux de Mg. Le mélange est chauffé au bain-marie pendant 10 min. Le
développement d’une coloration rouge cerise ou violacée indique la présence des
leucoanthocyanes et la teinte brune-rouge indique la présence descatéchols (Mibindzou
Mouellet, 2004).

¢. Coumarines

La présence des coumarines est mise en evidence par le test décrit par Diallo (2000).
Ce test consiste a mélanger 2 ml de I’infusé a 5% (p/v) et de 3 ml de NaOH (10%). Aprées

agitation de la solution, I’apparition d'une couleur jaune indique la présence de coumarines.
d. Quinones libres

Les quinones libres sont revelés par le test décrit par Dohou (2004) qui consiste a
ajouter quelques gouttes de NaOH (1%) a 5 ml d’extrait. Si ce melange développe une

couleur qui vire au jaune, rouge ou violet, révéle la présence des quinones libres.

12
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e. Alcaloides

Un meélange réactionnel renfermant 5 ml d’acide chlorhydrique a 1% et 1 ml d’extrait
est préparé. Ce mélange est chauffé au bain marie puis est divisé en deux volumes égaux. Un
volume est traité par 5 gouttes de reactif de Mayer (1,36 g HgCl ; 5 g Kl ; eau distillée g.s.p
100 ml), I’autre par 5 gouttes de réactif de Wagner (2g KI ; 1,27 g d’iode ; eau distillée q.s.p
100 ml). La formation d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides
(Benzahi, 2001 ; Chaouch, 2001).

f. Terpénoides

Pour mettre en évidence la présence des terpénoides, il y a plusieurs méthodes. Dans

ce travail, deux méthodes ont été utilisées qui sont:

v' Test de Libermann-Burchard : Ce test consiste a ajouter a 5 ml d’extrait 2 ml
d’anhydre acétique et 1 ml d’acide sulfurique. L’apparition d’une couleur mauve ou
violette indique que le test est positif (Kablan et al., 2008).

v Deuxiéme test consiste a mélanger 5 ml d’extrait avec 2 ml de Chloroforme et 3 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a

I’interphase indique la présence de terpénoides (Kablan et al., 2008).

g. Saponosides : test de mousse

Dans un tube a essai, 10 ml de I’extrait aqueux est agité énergétiquement pendant 15
secondes puis laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante supérieur a

1 cm indique la présence de saponosides (Daoudi et al., 2015).
h. Stéroides

Dans une capsule, on introduit 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de I’extrait, qui sont
reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H2SO4 concentré. L’apparition

d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction positive (Harborne,

1998).
i. Composés réducteurs

La présence des composés réducteurs est mise en évidence par la liqueur de Fehling.

Ce test consiste a traiter 1 ml de ’extrait avec 2 ml d’eau distillée et 2 ml de la liqueur de
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Fehling puis les tubes sont chauffés au bain marie a 40°C. Un test positif est révelé par la
formation d’un précipité rouge-brique (Trease et Evans, 1987).

1.2.3.2. Quantification de quelques classes des composés phénoliques
a. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode Folin-Ciocalteu
décrite par Singleton et Rossi (1965). Cette méthode est basée sur la réduction des acide
phosphotungstique (H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMO1204) en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (Wg0O23) et de molybdene (MogO23) par les phénols qui sont
oxydés (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

Un volume de 40 pl de I’extrait ou d’acide gallique (0-800 pg/ml) est mélangé avec
1,8 ml de réactif Folin-Ciocalteau (dilué 10 fois avec de I’eau distillée). Un volume de 1,2 mi
de la solution de Na:COs (7,5 %) est ajouté au mélange aprés 5 min. Apres une
homogénéisation vigoureuse puis un repos de 60 min a 1’obscurité, a température ambiante,
I’absorbance est mesuré a 765 nm par un spectrophotométre UV-Visible (SpectroScan 40).
Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique EAG/g de poids sec (PS) de

matériel végétal, avec 3 répititions de manipulation (figure 4) (Shui et Leong, 2006).
b. Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides est effectuée selon la méthode de Kim et
al. (2003). Cette méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par le trichlorure

d'aluminium (AICls) et la soude (NaOH), entrainant ainsi la formation d’un complexe rose qui

absorbe 4 510 nm (Beddou, 2015).

Le mélange réactionnel est préparé par 1’ajout de 0,3 ml d’une solution de nitrite de
sodium NaNOz (5%) a 1 ml de I’extrait dilué cinq fois. Aprés 5 min, 0,3 ml de solution de
chlorure d’aluminium AICl3z (10%) est ajouté. Le melange est laissé au repos pendant 5 min,
puis 2 ml de solution d’hydroxyde de sodium NaOH (1 M) sont additionnés. Le volume de ce
mélange est complété & 10 ml avec de I’eau distillée. Apres agitation, [’absorbance est
mesurée immeédiatement a 510 nm par un spectrophotometre UV-Visible (SpectroScan 40).
La gamme étalon est préparée avec la rutine (0,05-0,5 mg/ml) et les résultats sont exprimés en
mg équivalent de rutine ER/g de poids sec de matériel végétal, avec 4 répititions de
manipulation (Telli, 2017).
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c. Dosage des acides phénols

L’estimation des acides-phénols est effectuée selon la méthode d’Arnow décrite par
Szaufer Hadjrych (2004). Un volume de 1 ml d’échantillon est mélangé a 5 ml de I’ecau
distillée, puis 1 ml d’HCI (0,5 M), 1 ml de réactif d’Arnow (solution aqueuse de molybdate de
sodium 10 (p/v) et nitrite de sodium 10% (p/v)) et 1 ml d’hydroxyde de sodium (1 M) ont été
additionnés. Le volume du mélange réactionnel est complété a 10 ml avec de 1’eau distillée.
La lecture de I’absorbance est faite a 490 nm par un spectrophotometre UV-Visible
(SpectroScan 40). L’acide caféique a été utilisé comme référence pour la préparation de la
courbe d’étalonnage avec des concentrations allant de 0 a 200 pg/ml. Les résultats sont
exprimés en pg équivalent d’acide caféique EAC/g de poids sec de matériel végétal, avec 3

répititions de manipulation (Telli, 2017).
d. Dosage des tanins condenseés et proantocyandines

Les tannins condensés, également connus sous le nom de proanthocyanidines dérivés
polymériques de flavan-3-ol, sont déterminés par la méthode de Sun et al. (1998) est celle de
la vanilline-HCI. qui consiste a dépolymériser les tannins en milieu acide, et apres réaction
avec la vanilline, a les transformer en antocyanidols de couleur rouge facilement analysables a
510 nm (Beddou, 2015).

La méthode décrite par Sun et al. (1998) est celle de la vanilline-HCI. A 0,2 ml de
I’extrait, 1 ml de la solution fraichement préparée de vanilline 1% (p/v) en acide acétique
glacial et HCI (98:2, v/v) est ajouté. Apres incubation a 30 °C pendant 20 min, 1’absorbance
est mesurée a 510 nm par un spectrophotométre UV-Visible (SpectroScan 40). L’étalonnage
est réalisé avec de la catéchine (de 0 a 1 mg/ml) et le taux des tanins condensés est calculé en
mg en équivalent de catéchine EC/g de poids sec de matériel végétal, avec 3 répititions de
manipulation (Telli, 2017).

1.2.4. Evaluation des activités biologiques

Pour mettre en évidence I’efficacité des différents extraits d’Anvillea radiata et pour
justifier 1’utilisation traditionnelle de cette espéce nous avons évalué différentes activités
biologiques a savoir I’activité anti-oxydante, I’activité antimicrobienne et 1’activité inhibitrice

de I’alpha amylase.

15



Chapitre I: Matériel et méthodes

1.2.4.1. Activité anti-oxydante

Dans cette étude, plusieurs tests ont été utilisés pour déterminer la capacité anti-
oxydante des différents extraits d’Anvillea radiata, qui sont le test a I’ABTS (2,2'-azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6sulphonic acid) et celui de FRAP (Ferric Reduccing Antioxidant

Power) ainsi que le test de blanchissement de béta caroténe.
a.Test I’ABTS

Cette méthode introduite par Miller et Rice-Evans (1993) est basée sur la capacité des
antioxydants a neutraliser le radical cation ABTS™* (sel d'ammonium de I'acide 2,2'-azinobis-
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution du radical cation ABTS™ est obtenue en
mélangeant ’ABTS (7 mM) avec un oxydant le persulfate de potassium (2,45 mM) incubées
a 23 °C pendant 12 a 16 heures, a I’obscurité, la solution donne une couleur bleue intense. La
solution d’ABTS"" est diluée avec 1’éthanol (80%) jusqu’a I’obtention une absorbance égale a
0,700£0,020 a 734 nm (Cai et al., 2004). Un volume de 3,9 ml de cette solution est mélangé
avec 0,1 ml de I’échantillon testé, préparé a différentes concentrations (10, 25, 50, 75, 100,
200, 400, 800 pg/ml). Le mélange est agité vigoureusement. Aprés un repos de 6 min a 23 °C,
I’absorbance est mesurée a 734 nm. L’activité anti-oxydante est déterminée par la mesure de
la capacité des composés testés a diminuer l'intensité de la coloration obtenue a partir de
I'ABTS'™ en la comparant avec un antioxydant de référence, le Trolox (acide 6 hydroxy-2,5, 7
,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) (0-500 uM) dont la structure moléculaire cyclique est
similaire a celle de la vitamine E sans la chaine aliphatique. La réduction de I'ABTS™ (Figure
3) conduit a la décoloration de la solution ABTS™ (Re et al., 1999). Plus I'absorbance finale
est faible, plus la valeur TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) est élevée, ce qui
signifie 1’éfficacité de I’antioxydant. les résultats sont exprimés en uM ET/g de poids sec de

matériel végeétal (Schlesier et al., 2002).
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Figure 1: Oxydo-réduction de 'ABTS™* en ABTS* (Christopher et al., 2014).
b. Pouvoir réducteur du fer (FRAP, Ferric Reducing Ability of Plasma)

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la
capacité des produits testés a réduire le fer (le passage de la forme ferrique au ferreux)
(Pellegrini et al., 2003). Elle consiste a observer apres quatre minutes le changement
d'absorbance a 593 nm dd a la réduction du complexe Fe3*-TPTZ (fer-2, 4,6-tripyridyl s-
triazine) en Fe?*-TPTZ et & l'apparition d'une couleur bleue (Benzie et Strain, 1996; Roginsky
et Lissi, 2005) (Figure 2).
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Figure 2: Réaction de la réduction de Fe3*-TPTZ en Fe?*-TPTZ de la réduction (Prior et al.,
2005).

Le pouvoir réducteur du fer (Fe*) est déterminé dans les différents extraits, selon la
méthode de Benzie et Strain (1996) avec de légéres modifications (Jaitak et al., 2010). Le
principe de cette méthode est basé sur la réduction de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine
ferrique (TPTZ- Fe**) au ferreux (TPTZ- Fe?"), une forme colorée obtenues en présence d’un
agent antioxydant (Figure 4). Le réactif FRAP est préparé a partir de tampon acétate (0,3 M,
pH 3,6), de TPTZ 10 mM en solution dans de I’HCI 40 mM et d’une solution de FeCls (20
mM) en proportion de 10 :1:1 (v/v) respectivement. 1 mg de chaque extrait sec est dissouts
dans 5 ml d’éthanol aqueux (70%) puis dilué¢ pour obtenir différentes concentrations (10, 25,
50, 75, 100, 200, 400, 800 pg/ml). 50 ul de ces solutions sont ajoutés a 1,5 ml de réactif
FRAP. L’absorbance du mélange réactionnel est ensuite mesurée a 593 nm apres 4 min par
rapport a 1’éthanol aqueux a 70% (Jaitak et al., 2010). Le Trolox a été utilisé comme standard

(0 2 800 uM) etles résultats sont exprimés en UM équivalent de Trolox.
c. Test de blanchissement de B-caroténe

Dans ce test l’activité anti-radicalaire des extraits est determinée en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydatif du -carotene. Les acides gras polyinsaturés, comme
I’acide linoléique, sont la cible prilivigiée de 1’attaque par le radical hydroxyle ce qui génére
des radicaux peroxydes (Favier, 2003). Ces radicaux vont oxyder le f-caroténe entrainant la
disparition de sa couleur rouge, mais en présence d’un antioxydant ces radicaux sont

neutralisés.
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Le pouvoir des différents extraits a inhiber la dégradation oxydative du B-carotene
(décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique est déterminé par la méthode
décrite par Kelen et Bektas (2007). Une solution stock de B-carotene/acide linoléique est
préparée. 0,5 mg de pB-carotene a été dissous dans 1 ml de chloroforme, la solution obtenue
est introduite dans un ballon contenant 25 ul d’acide linoléique et 200 mg de Tween 20. Le
chloroforme est évaporé au rotavapor (Heidolph). Ensuite 100 ml d’eau oxygénée sont ajoutés
avec agitation vigoureuse. 350 ul de [D’extrait ou d’un antioxydant de référence
(butylhydroxytoluéne BHT) solubilisé dans du méthanol (2 mg/ml) sont additionnés a 2,5 ml
de I’émulsion précédente. Le mélange est incubé a température ambiante, 48 heures et
I’absorbance est mesurée a 490 nm apres 20 min durant les deux premicres heures puis apres
4 h,6h,8h, 12 h, 24 h et 48 h. Les capacités anti-oxydantes des différents échantillons ont
été comparées avec celles des antioxydants de référence (butylhydroxytoluene BHT, a-
tocophérol et quercétine) (telli, 2017). L’inhibition de la peroxydation des lipides (IPL) est

calculée en utilisant 1’équation suivante :
IPL%=teneur en B-carotene apres 2 heures de I’essai/teneur initiale de -carotene x100
1.2.4.2. Activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne est faite par deux méthodes, une qualitative
(diffusion sur milieu gélos¢) est basée sur la mesure du diamétre de la zone d’inhibition et
I’autre quantitative (micro-dilution) permet la détermination de la CMI (concentration

minimale inhibitrice).
a. Préparation de I’'incolum

Une pré-culture des souches est préparée afin d’obtenir une phase exponentielle de
croissance. La turbidité est ensuite ajustée par spectrophotomeétre a 0,5 McFarland, ce qui
correspond a 1,5x108 UFC/ml (DO entre 0,08 et 0,1 & 625 nm).

b. Méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé

Dans cette méthode, la surface de I’agarest inculée avec I’inculum normalisé
(turbidilité ajusté entre 0,08 et 0,12 a 625 nm) de microorganisme testé. Ensuite, des disques
en papier watman n° 1 (de 6 mm de diameétre) imprignés d’une quantité bien déterminée de
I’extrait etudié, sont placés sur la surface de la gelose.une fois que les disquessont placés sur
la gélose, les boites de pétri sont incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heurs. Apres cette
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incubation, le diamétre de chaque zone d’inhibition (diametre de disque compris) est mesuré
en mm et noté (NCCLS, 2004a ; NCCLS, 2004b ; ASM ,2005).pour chaque extrait, une série
de dilution a ét¢ effectuée afin de déterminer la plus petite concentration capable d’inhiber la
croissance microbienne (1,1/2, 1/4,1/8, 1/16, et 1/32, 0). Des antibiotiques ont été utilisés
comme temoin positif : acide nalidixique (AN), ampicilline (AMP), Tetracycline (TE) et
Amikacine (AK), I’eau/DMSO comme témoins négatifs.

c. Meéthode de micro-dilution en milieu liquide

Pour déterminer la CMI (concentration minimale inhibitrice) des différents extraits
végetaux, ce test est réalisé en utilisant une microplaque de 96 puits selon la méthode décrite
par Perumal et al. (2012). Tous les puits sont remplis avec 100 pl de bouillon de Muller
Hinton stérile. Un volume de 50 ul de la gamme de dilution de I’extrait testé (1, 1/2, 1/4, 1/8,
1/16 et 1/32) est ajouté dans les puits des lignes B jusqu’a G. Les colonnes de 1 a 4 sont
utilisées pour I’extrait méthanolique, les suites (5 a 8) pour I’extrait d’acétate d’éthyle et les
restes (9 a 12) pour I’extrait d’ether de pétrol. Les puits de la ligne H ont servi pour les
témoins positifs (Gentamycine de 5 mg/ml). La rangée A ne renferme aucun extrait ni agent
antimicrobien. Enfin, 100 pl de la suspension bactérienne contenant 108 UFC/ml sont
additionnés a tous les puits et bien mélangés. Les microplagues sont incubées a 37 °C pendant
24 heures. La CMI des différents extraits est détectée apres 1’ajout de 50 pl d’une solution
d’INT (0,2 mg/ml) a tous les puits et incubés a 37 °C pendant 30 min. L’iodonitrotétrazolium
chloride (INT), initialement de couleur jaune, est un indicateur de la croissance microbienne
apres sa réduction en formazane de couleur rouge rosé. La croissance bactérienne est
déterminée en observant le changement de la couleur d’INT (rouge rosée de formazane quand
il y a croissance et une solution claire et quand il n’y a pas de croissance). La CMI correspond
a la plus faible concentration en agent actif capable d’inhibé totalement la croissance d’un
microorganisme donné (NCCLS, 2004c ; NCCLS, 2004d ; Perumal et al., 2012 ; SFM, 2014 ;
Telli, 2017). Chaque microplaque contien une souche déffirent, la 1* plaque pour E. coli la

2°™e pour S. aureus.

Hamada et Ladjel (2015) ont proposé une classification de I'extrait de plante sur la base de

leurs valeurs de CMI :
Forte inhibition : CMI <500 pg / ml

Inhibition modérée : 600 pg / ml <CMI <1500 pg / ml
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Faible inhibition : CMI> 1600 pg / ml.
1.2.4.3. Inhibition de ’a-amylase

L’étude de I’activité inhibition de I’a-amylase par les différents extraits est effectuées
selon la méthode décrite par Apostolidis et al. (2007).I’amylase utilisé dans cette étude est
d’origine porcine (EC 3.2.1.1). Le milieu réactionnel est constitu¢ de 500 ul de chaque extrait
a différenttes concentrations et 500 ul de tampon phosphate de potassium 0,02 M (PH 6,9)
contant du NaCl 0,006 M) et de I’a-amylase (0,5 mg/ml). L’ensemble est incubé a 25 °C,
pendant 10 min. Aprés cette prés-incubation, 500 pl d’une solution d’amidon (1%) dans le
meme tampon phosphate sont ajoutés. Les melonges réactionnels sont de nouveau incubés a
25 °C, 10 min.la réaction est arrettée avec 1 ml de réactif coloré¢ d’acide dinitrosalicylique
DNS (1g DNS, 20ml NaOH 2 M, 30g tartrate double de Na et K dissouts dans 100 ml d’eau
distillée. Les mélanges sont placés pendant 5min au bain-marie bouillant puis refroidis a

température ambiante.

Apres dilution 10 fois avec de I’eau distillée, 1’absorbence est mesurée a 540 nm. Le
Glucor (Acarbose) a éte utilisé comme standard (0 a 100 pg/ml) (Telli, 2017). Le poucentage

d’inhibition de I’a-amylase est calculé par la fomule suivante :
% d’inhibition = (Atémoin-Aextrait/Atémoin) x 100
1.3. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type de trois
réplicas analytiques. Le test de Mood a été réalisé pour évaluer la variabilité entre les
paramétres étudiés. La régression linéaire a été utilisée comme model afin de déterminer Clso.
Le coefficient de corrélation de Person a été calculé pour déterminer la corrélation entre les
méthodes de I’activité anti-oxydante et I’influence de différents solvants. Toutes les analyses
ont été réalisees avec XLSTAT 20109.
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I1. Résultats et discussion
11.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction pour chaque extrait d’A. radiata est déterminé et les

résultats sont présentes dans la figure 3.
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Figure 3: Rendements d’extraction différents extraits des d’A. radiata.

Selon la figure 3, il apparait que 1’extrait méthanolique (MeOH) d’Anvillea radiata a
le rendement le plus éleve égal a 14+2%, suivi par celui de ’extrait d’acétat d’éthyle (AcEt)
(2,67+1,15%), alors que I’extrait de I’éther de pétrole (EtPe) a enregistré le rendment le plus
faible qui est de I’ordre de 1,8+ 0,2%.

La comparaison entre les rendements des différents extraits montre qu’il y a des

différences significatives entre les trois extraits d’A. radiata (P<0,05 ; a=0,05).

Il ressort de ces résultats que la polarité du solvant a une influence sur la quantité des
substances extraites. En effet, le méthanol est solvant polaire permet ’extraction de tous les
composés polaires présents dans le matériel végétal et par conséquent un rendement
important. A 1’opposé, 1’acétate d’éthyle (moyennement polaire) et 1’éther de pétrole
(apolaire) ont permis 1’extraction des composés moyennement polaires ou apolaires, pour cela

leurs rendements d’extraction sont faibles en comparaison avec celui de méthanol.

Ces résultats suggerent que les principaux composés d’A. radiata sont généralement

de forte polarité et solubles dans le méthanol (Abarca-Vergas et al., 2016).
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Le rendement n’est que relative et semble étre li¢ a ’origine géographique, aux
conditions et a la durée de stockage, la période de la récolte et aussi aux méthodes

d’extraction appliquées (Saoud, 2016).

D’aprés Hayouni et al. (2007), la nature du solvant est I’un des parameétres les plus

susceptibles d’influencer le taux d’extraction.

Bouchouka (2016) a obtenu un rendement de 16,42 % dans [I’extrait
hydrométhanolique d’A.radiata qui est proche a notre résultat, alors que Sabrou et Houari
(2018) ont obtenu un rendement trés élevé pour 1’extrait méthanolique d’A. radiata dépassant
33%. Par contre, Saoud (2016) a trouvé que le rendement d’acétate d’éthyle d’Anvillea

radiata qui est égal a 0,21%, est faible en comparaison avec notre résulats

De nombreux facteurs influencent le rendement qui sont la teneur, les caractéristiques
physico-chimiques et la composition chimique de I’espéce, les conditions environnementales,
la technique d’extraction, le séchage, la période et le milieu de récolte, les pratiques culturales
et ’age du matériel végétal (Bourkhiss et al., 2011 ; Aberchane et al., 2001).

11.2. Analyse phytochimique
11.2.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est une étape essentielle dans 1’étude phytochimique des
plantes, car il nous a permis de mettre en évidence la présence de tel ou tel métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux, ce qui , par conséquent, nous a aidé a choisir les

méthodes d’extraction, de purification et de 1’évaluation des activités biologiques.

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les différents extraits préparés a partir de
la partie aérienne d’A. radiata en utilisant des solvants de polarité différente et des réactifs

spécifiques de révélation. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Résultats de criblage phytochimique des différents extraits d’A. radiata.

Composés MéOH AcEt EtPe
Tannins gallique + + -
Tanins catéchiques + + -
Flavonoides + + -
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Anthocyane - - -

Cyanidine + - -

Flavones flavones - - -

Flavonones + - -

Flavonols et flavanonols - - -

catéchols + - -
leucoanthocyanes - - -
Coumarines + + +
Quinones libres + + +
Alcaloides

Mayer - - -
Wagner - - -
Terpénoides + + +
Stéroides + + +
Saponosides + + +

Composés réducteurs - - -

+ : présence ; - : absence

Il ressort des résultats présentés dans le tableau 1 que D’extrait méthanolique
d’Anvillea radiata est le plus riche en différentes catégories des métabolites secondaires
(tanins, cyanidines, flavonones, catécholes, coumarines, quinones libres, terpenoides,
stéroides et sponosides). Cependant, les métabolites qui sont présents dans les deux autres

extraits, sont les coumarines, les quinones, les terpenoides et les stéroides.

I1 est aussi a noter I’absence des anthocyanes, des leucoanthocyanes, des alcaloides et
des composés réducteurs dans les trois extraits d’A. radiata. Ces résultats montrent que le
méthanol peut extraire la majorité des composés présents dans la partie aérienne d’A. radiata,
alors que les deux autres solvants ne peuvent extraire que les composés moyennement

polaires ou apolaires.

Nos résultats ne sont pas en accord avec les résultats obtenus par Djellouli et al.
(2013), qui ont mis en évidence la présence des alcaloides et 1’absence des quinones et des
coumarines. Mebarki et al., (2013) ont montré I'absence des anthocyanosides, des alcaloides

et des composés réducteurs dans les extraits des feuilles d’A. radiata, mais ils ont montré la
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présence des tanins, des flavooides, des acides gras, des stérols et des saponines. Aussi,
Hamada et Ladjel (2015) ont signalé 1’absence des alcaloides chez cette espéce.

Il apparait que plusieurs facteurs peuvent influencer la composition chimique des
plantes. En effet, Kone et al. (2009) ont signalé que cette variation peut étre due a la situation

géographique, 1’organe prélevé, la période et le moment de de la récolte et les conditions de

stokage.

En plus, dans cette étude nous avons utilisé des solvants de différentes polarités. La
polarité du solvant a une grande influence sur la quantité et la qualité des substances extraites
a partir du mateériel végétal (Naczk et Shahidi, 2004 ; lloki-Assanga et al., 2015).

11.2.2. Quantification de quelques classes des composés phénoliques
11.2.2.1.Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols sont des molécules bioactives trés recherchées parce qu’ils
sont réputés pour leurs excellents propriétés anti-oxydante et antimicrobiennes. Les teneurs en
polyphénols totaux, exprimés en mg d’équivalents d’acide gallique, de différents extraits d’A.

radiata sont présentées dans la figure 4.
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Figure 4 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits d’A. radiata.
Au regard des résultats présentés dans la figure 4, nous constatons que les teneurs en
polyphénols totaux varient considérablement entre les différents extraits et en relation étroite
avec la nature du solvant d’extraction utilisé. Le taux la plus important en composé

phénoliques est enregistré pour I’extrait MeOH qui est de I’ordre de 81,38+19,16 mg EAG/g
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de matiére végétae seche. Les deux autres extraits ont des teneurs trés faibles en comparaison
avec D’extrait méthanolique qui sont 18,52+4,05 mg EAG/g pour D’extrait d’AcEt et
14,03+1,37 mg EAG/g pour I’extrait d’EtPe.

Statistiquement, il y a des différences significatives entre les teneurs en polyphénls
totaux des différents extraits d’A. radiata (P<0,018 ; 0=0,05).

Comme la partie utilisée est la partie aérienne qui est le lieu de la photosynthese. Il
apparait que la richesse de cette partie en polyphénols peut étre expliquée par le fait que ces
composés interviennent dans la protection des organes photosynthétiques contre les effets
nocifs des rayonnements solaires, en particulier les rayonnements ultra-violets (Telli, 2017).

Les différences enregistrées dans la quantité des composés phénoliques entre les trois
extraits peuvent étre attribuées a la nature du solvant utilisé pour 1’extraction. En effet, Naczk
et Shahidi (2004) et lloki-Assanga et al. (2015) ont indiqué que la solubilité des composés
phénoliques dépend principalement de la polarit¢ du solvant d’extraction, du degré de
polymérisation des molécules a extraire, de longueur de chaines carboniques et du nombre de

la position des groupements hydroxyles.

Selon plusieurs étude, le méthanol est considéré comme le meilleur extracteur des

composés phénoliques, en particulier en systéme de solvant avec 1’eau (Perez et al., 2007 ;
Bouchouka ,2016).

Néonmoins, Boulkroun (2012) a noté que les teneurs obtenues avec les solvants purs
sont faibles par rapport a celles obtenues avec les solvants dilués, qui pourrait s’expliquer par

la faible solubilité des composés phénoliques dans les solvants purs.

Bien que le dosage des composés phénolique par la méthode Folin-Ciocalteu est peu
couteux, simple et rapide comme la colortion bleue produite est proportionnelle a la quantité
des polyphénols présents dans 1’échantillon (Ribéreau-Gayon, 1968), mais 1’inconvénient est
que le réactif de Folin-Ciocalteu n’est pas spécifique aux composés phénoliques et peut réagir
avec d’autres composés. non-phénoliques notamment les sucres réducteurs comme le glucose
et le fructose, l'ascorbate, I'acide tartrique et les sulfites (Prior et al., 2005; Huang et al.,
2005), en plus de certaines substances inorganiques qui peuvent également réagir avec le
réactif de Folin pour donner des concentrations élevées ce qui faussent les résultats (Prior et
al., 2005).
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L’étude réalisée par Beddou (2015) a montré que la partie aérienne d’A. radiata est
riche en polyphénols et les résultats obtenus sont comparables a nos résultats allant de
95,513+7,908 mg EAG/g jusqu’a 198,951+21,505 mg EAG/g des extraits hydrométhanolique

(70%) pour les différents organes de la plante.

Le résultat obtenu par Bouchouka (2016) la partie aérienne d’A. radiata a une teneur
en polyphénols égale a 20,88 + 0,08 mg EAG/g MS qui est faible en comparaison avec notre
résultat de 1’extrait méthanolique, mais elle est proche a la teneur obtenue avec I’extrait

d’AcEt.

En ce qui concerne 1’¢tude réalisée par Djeridane et al. (2010), nous constatons que le
taux des polyphénols totaux de I’extrait méthanolique d’Anvillea radiata est faible (14,36 mg

EAG/Qg) par rapport a notre résultat.

Cependant, Hamada et al. (2015) ont indiqué que que la partie aérienne d’A. radiata
a une teneur de en polyphénols totaux trés élevée dépassant 572 mg EAG/g pour I’extrait
hydrométhanolique. Bammou et al. (2015) ont aussi montré la richesse de I’extrait
méthanolique de la partie d’A. radiata récoltée dans le sud du Maroc avec un taux de 216,31

16,14 qui est largement supérieure a notre résultat.

Le travail effectué par Sabrou et Houari (2018) sur cette espéce a exhibé des taux
faibles en composés phénoliques des extraits méthanolique et d’AcEt en comparaison avec

nos résultats.
11.2.2.2. Teneur en flavonoides

Les flavonoides constituent une classe importante des composés phénoliques. La
quantification de cette classe permet de déterminer la contributuion de ces composés dans

différentes activités biologiques.

La figure 5 représente les résultats des teneurs en flavonoides des différents extraits

d’A. radiaata.
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Figure 5 : Teneur en flavonoides des différents extraits d’A. radiata.

Au vu des résultats présentés dans la figure 5, il apparait que les teneurs en
flavonoides les plus élevées sont obtenues avec 1’extrait méthanolique, qui a un taux égal a
16,37+0,89 mg ER/g, suivi par celle de I’extrait d’AcEt égale a 2,01+0,15 mg ER/g.
L’extrait d’EtPe a enregistré le taux le plus faible en flavonoides (0,11+0,01 mg ER/g).

Les analyses statistiques réalisées ont montré qu’il y a des différences significatives

(P<0,05 ; a=0,05) en teneur en flavonoides entre les différents extraits.

Le taux élevé des polyphénols et des flavonoides peuvent étre du & 1’augmentation du
métabolisme des ces composeés en réponse aux conditions climatiques extrémes des ces
plantes sahariennes. Aussi, la famille des Asteraceae est caractérisée par leur richesse en
composés phénoliques en comparaison avec les autres familles botaniques (Djeridane et al.,
2006).

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a la solubilité
qui dépend non seulement de la polarité du solvant d'extraction mais aussi du nombre et de la
position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire (Telli, 2017) et méme du
nombre, du type et de la position de la liaison des glucides avec les flavonoides ( Boulkroun,
2012).

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure

d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chelation des metaux (fer
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et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir & deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons (Ribereau-

Gayon, 1968).

L’utilisation de solvants a polarité croissante permet de séparer les composés des
extraits selon leur degré de solubilité et donc permet de séparer les flavonoides selon leurs

degrés de glycosylation (flavonoides aglycones, mono, di et triglycosylés) (Ciulei, 1982).

Il est important d’ajouter que le méthanol est le solvant qui extrait le mieux les

antioxydant et les flavonoides (Sun et al., 1998).

Ces résultats sont en concordance avec les travaux de Telli (2017) pour les extraits
issus de la macération aqueuse et la macération acide, et supérieurs a ceux trouvés par Saoud
(2016) pour I’extrait hydrométhanolique (14,91+0,5 mg EQ/g). Sabrou et Houari (2018) ont
trouvé que les teneurs les plus élevées sont obtenues avec 1’extrait méthanolique, qui a un
taux égal a 17,60+1,78 mg ER/g, suivi par ceux des extraits de dichlorométhane et d’AE qui
sont de I’ordre de 4,15+0,74 mg ER/g et 3,18+0,86 mg ER/g respectivement. La teneur la plus
faible est enregistrée pour I’extrait BuOH, qui est égale a 1,97+0,27 mg ER/g.

11.2.2.3. Teneur en acides phénols

Les teneurs en acides phénols des différents extraits d’A. radiata ont été déterminées

et les résultats sont présentés dans la figure 6.
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Figure 6: Teneur en acides phénols des différents extraits d’A. radiata.
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Il ressort des résultats présentés dans la figure 6 que ces composés sont présents dans
tous les extraits d’Anvillea radiata avec des concentrations différentes selon le solvant utilisé
pour I’extraction. L’extrait MeOH possede la teneur la plus importante en acides phénols avec
un taux de 4542,00£8,49ug EAC/g, suivi par celle de lextrait d’AcEt (1692,40+43,69ug
EAC/g), tandis que I’extrait d’EtPe a la teneur la plus faible en acides phénols, qui est de
108,00+21,94ug EAC/qg.

La comparaison entre ces trois extraits d’Anvillea radiata montrequ’il y a des

différences significatives (P<0,05 ; a=0,05).

La nature chimique, le dégré de polymérisation, la diversité structurale et la variabilité

des propriétés physico-chimiques peuvent influencer I’extraction des substances bioactives a

partir de (Telli, 2017).

Notre résultat de la teneur en acides phénols obtenu avec 1’extrait MeOH est supérieur
a celui obtenu par Telli (2017) qui a reporté que la teneur en acides phénols pour la décoction
d'A. radiata la plus importante (3016,13+264,92 ug EAC/g).

Les résultats obtenus par Sabrou et Houari (2018) sont trés faibles en comparaison
avec nos résultats, ou la teneur plus importante en acides phénols est enregistrée pour lextrait
d’AcEt avec un taux de 283,87+30,54 pg EAC/g, tandis que I’extrait MeOH a la teneur la
plus faible en acides phénols, qui est de 1’ordre de 69+3,14 ng EAC/g.

11.2.2.4. Teneur en tanins condensés

La quantification des tanins condensés par la méthode de vanilline-HCI nous permet

d’obtenir les résultats présentés dans la figure 7.
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Figure 7 : Teneur en tanins condensés des différents extraits d’A. radiata.
Selon les résultats présentés dans figure 7, nous pouvons ressortir que I’extrait
méthanolique est le plus riche en tanins condensés avec un taux de 33,97+1,06 mg EC/g,
alors que I’extrait de d’AcEt a le taux le plus faible qui est de ’ordre de 4,13+0,64 mg EC/g.

il est a noter que les tanins condensés sont absent dans 1’extrait d’EtPe.

Le test de Mood de comparaison de plusieurs échantillons montre que les différences

enregistrées entre les trois extraits d’A. radiata sont significatives (P<0,018 ; a=0,05).

Les tanins condensés sont des oligo ou bien des polymeres de flavane-3-ol dérivés de
la (+) catéchine ou des nombreux isoméres (Macheix, 2005). La présence d’un nombre
suffisant de groupes hydroxyphénoliques permettent aux tanins de se combiner avec les
protéines et alcaloides. Ces composés sont généralement amorphes, solubles dans I’eau et

insolubles dans les solvants organiques apolaires (Quettier-Deleu et al., 2000).

La méthode de la vanilline-HCI est parmis les méthodes les plus utilisée dans la
quantification des tanins condensés. Malgré sa simplicité et rapidité, cette méthode est trés
peu reproductible a cause de solvant utilisé, la nature et la concentration de I'acide, le temps

de la réaction, la concentration de la vanilline et le type de standard utilise (Telli, 2017).

Selon Telli (2017), les taux les plus élevés des tanins condensés d’A. radiata sont
obtenus avec la décoction en utilisant la méthode de butanol-HCI dépassant 21,21 mg EC d/g.
Pour la méthode de la vanilline-HCI, les concentrantions ne dépassent pas 14,56 mg EC/g

pour la décoction.
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La teneur en tanin varie avec I’espéce végétale et ces variations peuvent étre liées
d’une part au degré de maturité et d’autre part au site de récolte (Bonner, 1974). L’acétone
posséde la capacité de solubiliser les tanins qui ne sont pas solubles dans le méthanol (Milcent
et Chau, 2003).

Celle-ci a été confirmé par les travaux de Beddou (2015), ou il a constaté que quelque
soit I’organe étudié d’A. radiata, I’acétone aqueux posséde les teneurs les plus élevées en

tanins condenseés, suivi de celles deméthanol et de 1’infusé aqueux.

Sabrou et Houari (2018) ont indiqué que la teneur la plus importante en tanins
condensés qui est égale a 4,63+5,85 mg EC/g est obtenue avec I’extrait de butanol d’A.

radiata, alors que les autres extraits ont des taux faibles des tanins condensés.

Au vu des résultats présentés ci-dessus, il ressort que 1’extraction des composés
phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation des principes actifs, qui dépend du
solvant d’extraction. Pour cela, la sélection d'un systeme de solvant approprié reste I'une des
étapes les plus importantes dans l'optimisation d’extraction des polyphénols, des flavonoides

et d'autres composes anti-oxydants (Zhao et al., 2006).
11.3. Activités biologiques

L’objectif principal de la présente étude est d’évaluer différentes activités biologiques
des extraits d’Anvillea radiata afin de confirmer ou affirmer 1’utilisation traditionnelle de
cette espece. Les activités biologiques évaler sont  activité anti-oxydante, activité

antibactérienne et anti-alpha amylase.
11.3.1. Activité anti-oxydante

Il 'y a plusieurs méthodes utilisées pour 1I’évaluation de I’activité anti-oxydante, qui
different sur le plan de leurs principes d'analyse et les conditions expérimentales et les
antioxydants ont des contributions différentes au potentiel antioxydant total (Wojdylto et al.,
2007). Pour cela, il est nécessaire d’utiliser différents tests antioxydants complémentaires afin

d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits (Ksouri et al., 2009).

Trois tests antioxydants ont été utilisés dans le présent travail pour la détermination de
la capacité anti-oxydante des différents extraits d’Anvillea radiata, a savoir : ABTS, FRAP,

test de blanchiment de -caroténe.
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11.3.1.1. Piégeage du radical-cation ABTS™*

La capacité des différents extraits d’A. radiata a inhiber le radical cation ABTS"™" est
évaluée et les résultats exprimés en UM équivalent Trolox/g de poids secs de matériel végétal

sont présentés dans la figure 8.
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Figure 8: Activité anti-oxydante déterminée par I’inhibition de radical cation ABTS""

par différents extraits d’A.radiata.

Selon les résultats présntés dans la figure 8, il apparait que 1’extrait MeOH a le
pouvoir inhibiteur du radical cation d’ABTS"" le plus important (11201,07+476,72 uM ET/g),
suivi par celui de ’extrait d’AcEt (2070,24 +125,49 uM ET/g). En ce qui concerne 1’extrait
d’EtPe, nous observons qu’il présente la plus faible capacité inhibitrice du radical cation
d’ABTS™" qui est égale a 404,61+141,78 uM ET/g.

D’aprés les résultats de test de comparaison de Mood, nous constatons que les
différences enregistrées entre les différents extraits d’A. radiata sont significatives (P<0,027 ;
a<0,05).

L’activité anti-radicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la
réduction du radical ABTS™" « 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) » qui
est utilis¢ comme un radical libre pour évaluer 1’activité antioxydant des échantillons. Ce
radical cationique est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium

pour donner une solution colorée en vert-bleue (Prouillac, 2006).
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L’addition d’un antioxydant a une solution de ce radical cationique entraine la
réduction de ce radical et une diminution de I’absorbance. Cette diminution dépend de

I’activité antioxydant des composés testés, du temps et de la concentration (Re et al., 1999).

Le test de corrélation effectué a révélé que I’activité anti-oxydante dans les différents
solvants ne pas attribuée a sa richesse en composés phénoliques (annexes 19, 22 et 25). Ceux-
ci peuvent étre dus a la présence des autres composées ayant la capacité de donner des
électrons, tels que les terpénoides (monoterpene et sesqueterpéne) (Mohammedi, 2006 In
Baba Ouyoub, 2017).

Les antioxydants naturels ou synthétiques permettent par transfert d’électron ou de
proton a inhiber la production, a limiter la réaction de propagation ou a détruire les especes
réactives de ’oxygeéne, ce qui par conséquent a prévenir des maladies résultant de stress
oxydatif (diabéte, maladies cardiovasculaires, cancer, maladies neuro-dégénératives,...etc.)
(Telli, 2017).

Les études effectuées sur le pouvoir antioxydant évalué par le test ABTS ont montré
des résultats faibles en comparaison avec nos résultats. En effet, le travail réalisé par Telli
(2017) a révélé une capacité anti-oxydante allant de 1445,22+138,82 uM ET/g a
1251,68+139,75 UM ET/g pour la décoction d’Anvillea radiata récoltée de trois écotypes
différents.

Bouchouka (2016) a aussi obtenu un résultat trés faible pour [D’extrait
hydromytanolique de la partie aierienne d’Anvillea radiata determinée par le test ABTS egale
a 22,01 +1,27 uM ET/g.

L’efficacité d’un antioxydant nateurel ou de synthése est déterminée par le calcul de
Clso qui est calculée a partir de la régression linéaire de I'activité anti-oxydante en fonction de
la concentration de I’extrait. Les concentrations des différents extraits d’Anvillea radiata
ayant permis 1’inhibition de 50% du radical cation d’ABTS"" sont consignées dans le tableau
2.

Tableau 2: Clsp (ug/ml) de test d’ABTS des différents extraits d’Anvillea radiata

Extrait MeOH AcEt EtPe Trolox

1Cso 153,48 +10,02 249,77+ 25,05 523,41+ 32,53 189,97+ 20,04
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Le Trolox, utilisee comme antioxydant standard, a présenté une concentration de
189,97+ 20,04pg/ml d’inhibition de 50% du radical cation d’ABTS™. La capacité de
neutraliser 50% des radicaux libres pour les différents extraits d’Anvillea radiata allant de
153,48 £10,02 pour I’extrait méthanolique a 523,41+ 32,53 pg/ml pour I’extrait d’EtPe, et le
classement du potentiel antioxydant était le suivant: MeOH> AcEt> EtPe.

Nous constatons que les CI50 des extraits qui sont supérieures a celle de standard le
Trolox, signifiant que ces extraits sont moins efficace dans I’inhibition du radical cation

d’ABTS™.

Cependant, dans cette étude, nous n'avons pas pu déterminer la concentration de ces
antioxydants a 1’état pur dans nos extraits. Néanmoins, nos résultats démontrent clairement

qu’A. radiata, possede des propriétés antioxydantes trés remarquables.

D’une maniere générale, ces résultats sont en accord avec la littérature qui suggere que
I’activité anti-oxydante des extraits végétaux dépend du type du solvant d’extraction et de sa
polarité, dont la distribution des substances & activité anti-oxydante entre les différents extraits

dépend de la polarité des extraits (Kang et al., 2003).

La capacité antioxydant des extraits semble etre influencée par les teneurs en
polyphénols et en flavonoides, il est évident que la forte activité des extraits est attribuées a
leur richesse en composés phénoliques. En effet, les flavonoides sont reconnus comme des
substences potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires
et les forme réactives de 1’oxygéene. donc considérées comme de bons marqueurs de pouvoir
antioxydant (Beddou, 2015).

Cependant, il n’y a pas de corrélation positive entre la teneur en composés

phénoliques et 1’activité anti-oxydante évaluée par le rest ABTS.

Les résultats d’analyse phytochimique ont révélé que I’activité anti-oxydante dans les
différents solvants ne pas attribuée seulement a sa richesse en composés phénoliques. Ceux-ci
peuvent étre dus a la présence des autres composees ayant la capacité de donner des électrons,
tels que les terpénoides (monoterpéne et sesqueterpéne) (Mohammedi, 2006 in Baba Ouyoub,
2017). Une étude faite par Kang et al. (2003) a suggéré que les molécules polaires présentes

dans les extraits des végétaux contribuent a I’augmentation de 1’activité antiradicalaire.
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Selon Cai et al. (2004), il y a une relation entre le pouvoir antioxydant et la structure
des composés phénoliques (nombre et position des groupements hydroxyles sur le noyau
aromatique de la molécule, glycosylation et présence d’autres groupements donneurs de

protons).

En effet, I est difficile d’expliquer la relation existant entre les antioxydants et
I’activité anti-oxydante d’un végétal en se basant sur la seule analyse quantitative, du fait qu’il
existe une relation non seulement avec le taux d’anti-oxydants mais aussi de I’interaction

entre eux et avec d’autres constituants, d’ou il est important de caractériser ces composés

(Boulkroune, 2012 ; Beddou, 2015).

Les travaux réalisés par (Baddou, 2015) ont montré des valeurs de Clso de 0,647 £
0,004, 0,355+0,007 et 0,370+0,013 mg/ml de différentes partie d’extrait méthanolique

A.radiata ; fleurs feuilles et tiges respectivement.

Saoud (2016) a rapporté que 1’extrait d’acétate d’éthyle constitue un bon piégeur des
radicaux libres en comparaison avec les autres extraits, sa concentration Clso est égale a
0,001+0,002 mg/ ml, suivi par I’extrait butanolique (0,002+0,001 mg/ mL) et 1’éxtrait
méthanolique (0,0027£0,001 mg/ mL). L’extrait chloroformique est celui qui a enregistré la
moins activité (0,005+0,01 mg/ mL).

L’extrait obtenu par décoction de la partie aérienne d’Anvillea radiata a une Clso €

gale a 159,42+11,68 pug/ml, qui est proche a celle de notre extrait méthanolique (Telli, 2017).

Lalam et Ouhammou (2018) ont montre que al’ctivité antioxydante 1’extrait
hydromytanolique de la partie aierienne d’Anvillea radiata présente une activité inhibitrice
vis-a-vis le radical ABTS™" trés importante, pour une concentration de 0,1 mg/ml 83% du

radical est inhibé avec une Clso égale a 0,0047+0,0003 mg/ml.
11.3.1.2. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

La capacité des différents extraits d’Anvillea radiata a réduire le fer est évaluée et les

résultats sotn présntés dans la figure 9.
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Figure 9: Pouvoir réducteur de fer déterminé par le test FRAP des différents extraits
d’A. radiata.

L’activité réductrice de fer la plus importante pour Anvillea radiata est enregistrée
pour I’extrait MeOH qui est de I’ordre de 5830,42+261,68 UM ET/g, suivi par celle de
I’extrait d’AcEt (2450,45+113,03 uM ET/g). A I’opposé, I’extrait d’EtPe a une capacité
réductrice faible en comparaison avec les deux premiers extaits (81,64+24,09 uM ET/g).

Il est a noter que les différences observés entre les différents extraits de 1’espece

étudiée sont significatives (P<0,05 ; 0=0,05)

Le pouvoir réducteur de fer des différents extraits d’A. radiata a été évalué et les

résultats, exprimeés en Clso, sont illustrés dans le tableau 3.

Tableau 3: Clsp (ug/ml) du test FRAP de différents extraits d’A. radiata

MeOH AcEt EtPe Trolox

CI150 (ng/ml) 95,88+9,13 124,73+11,49 571,29+38,26 178,33+19,06

Au regard des résultats présntés dans le tableau 3, nous constatons que les extraits
MeOH et d’AcEt présentent un puissant pouvoir réducteur de fer avec des valeurs de Clso de
95,88+9,13 pg/ml et 124,73+11,49 pg/ml respectivement. Ces résultats sont inférieurs a celui
obtenu avec I’antioxxydant standard le trolox (Clso=178,33£19,06 pg/ml). La capacité
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réductrice de fer la plus faible est enregistrée pour 1’extrait d’EtPe d’Anvillea radiata
(Cl50=571,29+38,26 pg/ml).

L’évaluation de I’activité anti-oxydante par réduction de fer est une méthode facile et
reproductible. Pour cela elle est trés utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs ( ATTI,
2014).

La capacité anti-oxydante des extraits de plantes est largement dépendante de la
composition de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in vitro. (ATTI,
2014).

Les tanins galliques et les tanins catéchiques sont des polymeéres des composés
phénoliques caractérisés par leur richesse en groupements hydroxyles et connus par leurs
remarquables pouvoirs chélateur des ions métalliques et piégeur des radicaux libres.
L’importante capacité réductrice d’ABTS ™ et les ions de fer (Fe**) est probablement due au
nombre élevé des groupements hydroxyles, en particulier en position ortho présents dans la
structure des tanins que ce soit gallique ou catéchique (Koleckar et al., 2008 in Telli, 2017 ).

La propriété anti-oxydante des flavonoides est conférée aux groupements hydroxyles
des cycles B et C. Ces groupements peuvent agir comme des agents réducteurs, donneurs
d’hydrogene, piégeurs des radicaux et méme chélateurs des ions métalliques (Carocho et
Ferreira, 2013). Aussi, Re et al. (1999) et Mira et al. (2002) ont signalé que la structure
catéchol du cycle B des flavonoides et la présence d’un groupement hydroxyle sur le carbone
3, un groupement carbonyle sur le C4 avec un systéeme conjugué des doubles liaisons

permettent aux flavones a réduire le radical cation d’ABTS ™ et les ions de fer (Fe®").

Cependant, dans notre cas nous constatons qu’il n’y a pas de corrélation positive entre
’activité anti-oxydante évaluée par la mesure de pouvoir réducteur de fer et les teneurs en

composés phénoliques.

Dans ce cas, on peut suggérer 1’attribution d’autres composés bioactifs présents dans
les extraits méthanoliques et d’acétate d’éthyle dans la réduction de fer tels que les

coumarines et les terpenoides.

L’étude de Bouchouka (2018) a montre que I’activité anti-oxydante d’extrait bruts
d’A. radiata déterminée par le test FRAP est 28,68 + 0,43 mg ET/g MS.
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Bougandoura (2011) a constaté que I’extrait d’AcEt possede une bonne action vis-a-
vis de Fe®" suivie par des extraits méthanoliques et butanoliques, alors que les extraits aqueux
ne sont actifs qu’a partir des concentrations élevées. Saoud (2016) a aussi confirmé que
I'extrait d’AcEt d’A. radiata est doté d’une capacité réductrice encourageante, suivi par

I’extrait butanolique et méthanolique et dans la derniére classe 1’extrait chloroformique.

Enoutre, Beddou (2015) a trouvé que I’extrait hydro-méthanolique des fleurs d’A.
radiata présente le potentiel le plus important méme mieux que les extraits aqueux, mais reste
tous moins importante que les anti-oxydants standards. Tandis que Telli (2017), a montré que
les extraits aqueux sont les meilleurs solvants pour extraire les anti-oxydants réducteurs de fer
d’A. radiata.

Beddou (2015) a trouvé que la fraction d’acétate d’éthyle des fleurs d’A. radiata
présente le pouvoir de réducteur de fer la plus elevée, avec CE50 nettement inferieurs a celle
de la vitamine E (CE50=0,242+0,006 mg/ml).

L’organisme d’un humain adulte posséde 4 g de fer dont environ 2/3 sous forme
d’hémoglobine (transport de O2 dans le sang). Dix pourcents supplémentaires sont sous forme
de myoglobine (transport de O2 dans les muscles) et une faible quantité dans plusieurs
enzymes contenant du fer (Ex : les mon-oxygénases a cytochromes P 450). Le fer existe dans
’alimentation sous la forme oxydée Fe™. L’acide chlorhydrique sécrété par la paroi de
I’estomac permet sa solubilisation et la vitamine C et/ou les polyphénols de 1’alimentation
réduisent une partie du Fe en Fe*? et facilitent ainsi son absorption. Ils existent des maladies
impliquant des anomalies du métabolisme de fer. En dessous du taux optimal, il y a risque
d’anémie et au-dessus risque de stress oxydant (Ghedadba, 2015)

11.3.1.3. Inhibition de blanchissement du B-caroténe

Pour déterminer la capacité des différents extraits d’Anvillea radiata a donner un

proton a I’oxydant, nous avons utilisé le test de blanchissement du B-carotene.

Le pouvoir des différents extraits a inhiber la dégradation oxydative du [-carotene
(decoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique est déterminé par la mesure
de I’abaissement de 1’absorbance en fonction du temps et les résultats obtenus sont présentés

dans la figure 10.
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Figure 10 : Evolution de 1’absorbance des mélanges réactionnels de blanchiment du
béta-caroténe en fonction du temps en présence des différents extraits d’Anvillea radiata et de
BHT.

D’aprés ces résultats, il apparait qu’il y a une diminution des absorbances au cours du
temps, ce qui prouve l’oxydation continue du [B-caroténe par les radicaux résultant de
I’oxydation de I’acide linoléique par le peroxyde d’hydrogeéne. Cependant, la présence des
extraits ou d’antioxydant standard (BHT) diminue différemment le degré de 1’oxydation et par

conséquent I’inhibition de la décoloration du B-caroténe (Fig. 10).

Les pourcentages d’inhibition de blanchissement du B-caroténe par le BHT ou par les

extraits d’Anvillea radiata sont calculés et les résultats sont présentés dans le figure 11.
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Figure 11 : Pourcentages d’inhibition de blanchiment du béta-caroténe en présence

des différents extraits d’Anvillea radiata et de BHT.
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L’activité inhibitrice de blanchissement du B-caroténe d’Anvillea radiata la plus
élevée est enregistrée avec I’extrait MeOH (83,56+8,23%) mais reste inferieurs a celle
déterminée par I’antioxdant standard (BHT) (89,33+7,79%), suivie par celle de I’extrait
d’AcEt (65,03+£7,17%), alors que I’extrait d’EtPe présente une faible capacité inhibitrice de
blanchissement du -caroténe (48,87+5,67%) (Fig. 11).

L’analyse statistique effectuée montre qu’il y a des différences significatives entre les
différents extraits d’Anvillea radiata (P=0,05 ; 0=0,05)

Le calcul de Clso nous permet de déterminer 1’extrait le plus efficace dans 1’inhibition
de blanchissement du p-caroténe. Les résultats obtenus exprimés en pg/ml sont regroupés

dans le tableau 4.

Tableau 4: Clso (ug/ml) de test de blanchissement du -caroténe des différents

extraits d’A. radiata.

Extrait MeOH AcEt EtPe BHT

Clso (png/ml) 172,94+14,88 180,21+8,65 322,75+13,03 145,67+15,98

Au vue des résultats présentés dans le tableau 4, nous constatons que ’extrait MeOH a
la capacité inhibitrice la plus importante de blanchissement du B-caroténe qui est de 1’ordre de
172,94+14,88 pg/ml. Cette valeur est supérieure a celle de I’antioxydant standard BHT
(145,67+15,98ug/ml). Les autres extraits d’AcEt et d’EtPe présentent une faible activité anti-
oxydante avec des Clso égale & 180,21+8,65 pg/ml et 322,75+13,03 pg/ml respectivement.

Le test de blanchissement du B-carotene est connu par sa faible reproductibilité, mais
nous avons réalisé ce test afin d’évaluer la capacité des différents extraits de 1’espece etudiee
a inhiber la peroxydation des lipides. Ce test mesure la capacité de I’antioxydant a transférer
un atome d’hydrogéne vers le radical alkoxyl (RO") ou peroxyl (ROO") (Gupta, 2015). Les
résultats obtenus ont montré 1’efficacité de I’extrait méthanolique de 1’espece investiguée a
inhiber le blanchissement du (3-carotéene en comparaison avec les autres extraits, mais reste

faible encomparaison avec le standard utilisé.

Le P-carotene est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte
activité biologique. Dans I’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme
un agent de coloration et sa décoloration indique la réduction de la qualité de ces produits
(Belyagoubi, 2012 ; Oyaizu, 1986 in Saoud, 2016). Cependant, dans le test du blanchiment du

B-caroténe, la présence des 11 paires de doubles liaisons rend le B-caroténe extrémement
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sensible aux radicaux libres dérivés d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de I’oxydation
d’acide linoléique dans un systéme d’émulsion aqueuse en résultant le blanchiment du f-
carotene (Belyagoubi, 2012 ; Bougatef 2009 in Saoud, 2016). La présence des antioxydants
comme les polyphénols réduisent I’ampleur de la destruction du B-caroténe en neutralisant les

hydroperoxydes et d’autres especes radicalaires formées a Dintérieur de ce systéme
(Belyagoubi, 2012).

Les études précédentes effectuees sur Anvillea radiata ont montré que I’extrait d’ AcEt
a une Clsg égale a 0,014+0,01 mg/ ml, qui est inférieure & celle de notre extrait (Saoud,
2016). L’xtrait obtenu par décoction d’Anvillea radiata a un pourcentage d’inhibition de
blanchissement du B-caroténe dépassant 84% (Telli, 2017).

Le pouvoir antioxydant des différents extraits dépend de la réactivité, de la
concentration et de la localisation des différents métabolites aux interphases (Apak et al.,
2007 in Telli, 2017).

Ces résultats montrent la richesse des différents extraits d’Anvillea radiata investiguée

en molécules ayant la capacité a inhiber les agents oxydants par différents mécanismes.

11.3.2. Evaluation de I’activité antibactérienne

Deux souches bactériennes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus) ont été utilisées
pour I’évaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits d’Anvillea radiata en
utilisant deux méthodes : une qualitative par la mésure de diamétre de la zone d’inhibition en
mm (méthode de diffusion sur milieu gélosé) et I’autre quantitative par la recherche de la
plus faible concentration (CMI: concentration minimale inhibitrice), des extraits qui inhibent

la croissance microbienne (méthode de micro-dilution sur milieu liquide).
11.3.2.1. Par diffusion sur milieu gélosé

La méthode de diffusion des disques a permis de mettre en évidence les pouvoir
antimicrobiens des extraits de la plante étudiée sur les souches bactériennes choisies se traduit

par I’apparition desS zones d’inhibitions.
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Tableau 5 : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) de la croissance de S. aureus et

E. coli testées par différents extraits d’A. radiata.

3 ilution 0 [1/2 Ya | 1/8 1/16 DMSO
o _ 1/32
3 Extrait
@ MeOH 12,17+2,47 | 8,17+1,15 | 7,41+1,68 | 6,28+0,10 | 6,02+0,03 | 60 | 6
AcEt 11,49+0,91 | 7,02+1,65 | 6,35+0,61 | 60 6+0 6+0 | 6
EtPe 6,64+0,35 | 7,66+2,20 | 6,46+0,76 | 6+0 6+0 6+0 | 6
6 6 6 6 6 6
MeOH
6
6 6 6 6 |6 6
AcEt
6
= 6 6 6 6 |6 6
o EtPe
m 6

Les résultats obtenus, illustrés dans le tableau 5, montrent que tous les extraits
présentent des capacités inhibitrices de la croissance bactérinne plus au moins faible sur la

souche Staphylococcus aureus.

Il apparait que S. aureus est sensible a 1’action de 1’extrait méthanolique (12,17+2,47
mm) et ’extrait d’AcEt (11,49+0,91 mm) d’A. radiata, alors que 1’extrait d’EtPe n’a aucune
action sur cette souche (6,64+0,35 mm).

Selon les résultats présentés dans le tableau 5, nous constatons que la deuxieéme
souche utilisée, E. coli résiste I’action de tous les extraits d’Anvillea radiata (6 mm).

Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Bouchouka (2016) ou il a
montré que I’extrait méthanolique de la partie aérienne d’Anvillea radiata présente une
activité antibactérienne moyenne sur S, aureus avec un diamétre de 12,94 +0,35 mm. Ce qui
est en bonne corrélation positive avec leurs teneurs en phénols totaux. De plus, nos résultats
viennent consolider ceux rapportés dans la littérature que les terpénoides et les composés
phénoliques montrent la plus grande activité antibactérienne et que la souche S. aureus est

plus particulierement sensible aux composés phénoliques (Cowan, 1999).
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Aussi, le travail réalisé par Sabrou et Houari (2018) a montré la sensibilité de S.
aureus a l’action des extraits méthanolique (19+3 mm) et d’AcEt (13,5£0,71 mm) d’A.

radiata, mais ils sont presque inactifs sur E. coli. .

Beddou et ses collaborateurs (2014) ont trouvé le méme diameétre d’inhibition avec
I’extrait méthanolique des feuilles d’A. radiata a la concentration de 1 mg/disque vis-a-vis de
la souche S. aureus. D’autre part, ces auteurs ont constaté 1’absence de tout effet des
différents extraits et de leurs fractions de A. radiata sur les bactéries a Gram (-). Une autre
étude faite par Hamada et Ladjel (2015) a donné la méme observation, ce qui confirme nos
résultats. Des résultats quasi similaires ont été trouves avec A. radiata du Maroc (Bammou et
al., 2015).

Les résultats des antibiotiques standards utilisés dans les mémes conditions montrent
que la plus forte activité a été obtenue par I’acide nalidixique et 1’amikacine avec des
diamétres des zones d’inhibition de croissance de 27,05 et 26,79 mm respectivement, ceux-ci
contre E. coli. Aussi, l'inactivité de DMSO (témoin négatif) utilisé dans la solubilisation des

résidus des extraits est testé. Ou ses résultats n’ont révélé aucune activité inhibitrice.

Il est clair que P’activité antibactérienne de nos extraits reste inférieure a celle de
I’antibiotique de référence: 1’enrofloxacine. Cependant, ces extraits exercent une activité
antibactérienne dans la mesure ou ils ne sont pas des produits purs mais des extraits bruts
(Sanogo et al., 2006; Werner et al., 1998).

Les flavonoides et les tanins sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis les
microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhésines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999). Ils
sont méme des puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase (Djenidi, 2012). Ces molécules

sont également responsables de I’inhibition des microbes résistants aux antibiotiques
(Boutalbi, 2014).

Chabot (1992) a rapporté que les composés les moins polaires comme les flavonoides
manquant le groupement hydroxyle sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des
microorganismes que ceux portant le groupe OH. Par contre, Mori et al. (1987) ont trouve que
les flavonoides trihydroxylés 3°,4°,5” sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires pour

I’activité antimicrobienne.
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Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram positif

par rapport aux Gram négatif (Tadeg et al., 2005).

Cette résistance des bactéries Gram négatifs peut étre due a la différence dans la
membrane cellulaire des bactéries de ce groupe en effet la membrane externe de ce type de
bactérie rend la surface externe tres hydrophilique alors que la terminaison de I’acide
téchoique de la membrane externe par une partie lipidique chez les bactéries Gram positif

peut faciliter la pénétration des composés hydrophobes (Boussada et al., 2008).

Nos résultats sont en accord aussi avec ceux obtenus par Hamada et Ladjel (2015) qui
ont démontré que l'extrait méthanolique était efficace contre les S. aureus. Mais une faible
activité voire une résistance absolue a été observée contre les souches & Gram-négative (P.
aeruginosa et E. coli). Ces légeres différences peuvent expliquer la variation de 1’activité

antibactérienne d’un germe a I’autre.

Plusieurs études ont rapporté aussi que les extraits aqueux de différentes plantes de la
famille des astéracées ne présentent aucune activité antibactérienne, alors que les extraits
organiques et les huiles essentielles de ces plantes inhibent trés significativement la croissance
des souches testées (Candan et al., 2003 ; Sokmen et al.,2004 in Saoud, 2016) . Selon Candan
et ses collaborateurs (2003), les substances hydrosolubles exercent un effet plus faible
comparé a celui des substances non hydrosolubles. Cela référe probablement a la capacité des
molécules liposolubles de s’intercaler dans les membranes des cellules bactériennes et les

endommager.

En outre, Qadah (2013) a révélé que I’extrait méthanolique d’A. radiata présente une
activité inhibitrice de la croissance bactérienne sur S. aureus et E. coli en comparaison avec
celle de I’extrait chloroformique. Beddou (2015), qui a étudié ’activité antibactérienne de
différentes parties d’A. radiata, a trouvé que 1’extrait AE des feuilles est le plus efficace
contre tous les bactéries gram positifs en particulier S. aureus, méme mieux que I’extrait
chloroformique. Cependant, aucune activité inhibitrice de ces extraits contre E. coli et P.

aeruginosa.

Une inhibition de méme sens a été détectee par Telli (2017), ou elle a constaté que les
P. aeruginosa suivi par les S. aureus sont les souches les plus sensibles a tous les extraits

investigués d’A. radiata en comparaison avec E. coli.
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En se basant sur toutes ces études, on peut dire que cette méthode est discutable et la
lecture des boites reste subjective. L’un des raisons principales de ces différences est le détail
de manipulation, surtout la quantité des extraits déposée sur les disques. Cela a part que le
film bactérien soit trés faible et a peine visible. En effet, les souches utilisées se sont révélées
ne pas étre extrémement pures, quelque fois contaminées et certaines ne poussaient pas

correctement lors de l'incubation a 37°C.

Le diamétre de zone d’inhibition différe d’une souche bactérienne a une autre et d’un
extrait a un autre. Ces différences peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que les
facteurs inhérents ; conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations saisonniéres,
méthodes d'extraction, préparation d’extrait, sensibilit¢ des bactéries. De méme, 1’effet du

solvant & extraire les compositions chimiques (Adouane, 2016).
11.3.2.2. Par micro-dilution sur milieu liquide (détermination de CMI)

Apres la mise en évidence de 1’activité antibactérienne de nos extraits par la méthode
des disques, nous avons essayé de déterminer les concentrations minimales inhibitrices CMI
relatives aux extraits les plus actifs sur les souches testées. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) (en mg/ml) des

différents extraits d’A. radiata.

Extrait/ 0 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
dilution

MeOH 16 8 4 2 1 0,5

AcEt 2,67 1,33 0,67 0,33 0,16 0,08

EtPe 1,8 0,9 0,45 0,22 0,11 0,05

Au vu et ont combinisant entre les résultats présenté dans le tableau 6 et les photos 3
et 4 nous constatons que les valeurs des CMI des extraits MeOH, AcEt et EtPe sont: 0,5;
0,33et 0,9 mg/ml respectivement pour Escherichia coli, alors qu’elles sont égales a 4, 0,33 et

1,8 mg/ml respectivement pour Staphylococcus aureus.

Les valeurs des CMI des trois extraits sont comprises entre 0.22 et 16 mg/ml, I’extrait
d’AcEt a la méme CMI pour les deux souches.
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La croissance microbienne est déterminée en observant le changement de la couleur
d’INT (rouge rosée de formazane quand il y a croissance et une solution claire quand il n’y a
pas de croissance). La CMI correspond a la plus faible concentration en agent actif capable

d‘inhiber totalement la croissance d‘un microorganisme donné (Telli, 2017).

N

\

N

Photo 3: Inhibition de la croissance Photo 4: Inhibition de la croissance de
d’Escherichia coli par différentes concentrations Staphylococcus aureus par différentes
des extraits de MeOH, AcEt et EtPe d’A. radiata. ~ concentrations des extraits de MeOH, AcEt et EtPe

d’A. radiata.

Une interprétation globale des résultats montre que la majorité des valeurs des CMI
concordent d'une maniere générale avec celles des diamétres d'inhibition ; les extraits ayant
induit une importante zone d'inhibition présentent des petites CMI sur les souches
correspondantes. Il est a noter aussi que I’extrait MeOH est celui qui a enregistré ’activité
excellente contre E. coli et S. aureus. L’extrait AE vient en deuxiéme position concernant son
action sur les deux souches testées, et une faible activitée été remarqué pour I’extrait EtPe

contre les deux souches testées.

Les résultats obtenus par Njume et al. (2011) et Sharief et al. (2017) ont motré que les
extraits obtenus par les solvants organiques (méthanol, éthanol et acétate) ont une activité

inhibitrice de la croissance microbienne plus importante que celle de I’infusion.

Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne,
ces constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides et les triterpenoides
(Rojas et al., 1992).
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Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement du a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposes étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a
la toxicité (Cowan, 1999). Il a été aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont
oxydés et plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert, 1991).

Le mécanisme responsable a la toxicité des polyphénols sur les microorganismes
inclue I’inhibition des enzymes par les composés oxydés, probablement a travers I’interaction
des polyphénols, en particulier les quinones et les tannins, avec les protéines enzymatiques en
se fixant sur leurs sites actifs, induisant I’inhibition de son I’activité¢ (Cowan, 1999). En outre,
Les flavonoides ont montré une grande activité antimicrobienne, la quercetine et d’autres
composés réagissent essenticllement par I’inhibition de I’enzyme ADN-gyrase (Pereira,
2007). D’autres parts, les composés phénoliques peuvent aussi se lier aux molécules substrat

rendant ces derniéres moins accessibles aux enzymes (Al-Zoreky, 2009).

Selon Cowan (1999) Les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens
des plantes possédants des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-a-

vis d’un nombre important de microorganismes.

Les substances qui peuvent inhiber la croissance des microbes et soient peu toxiques
pour les cellules hétes, sont considérées comme des candidates pour le développement des

nouveaux médicaments antimicrobiens (Boulekbache et al., 2013)

Des inhibiteurs naturels, extraits de nombreuses plantes, pour des microorganismes
pathogénes ont été explorés, parmi lesquels on trouve les polyphénols qui ont recu beaucoup
d’attention ces dernieres années. L’activité antimicrobienne des polyphénols, des tannins et
des flavonoides est bien documenté (Al-Zoreky, 2009). En outre, les activités
antimicrobiennes de ces extraits bruts sont difficiles a corréler a un composé spécifique en
raison de leur complexité et leur variabilité. Néanmoins, certains chercheurs ont signalé qu'il
existe une relation étroite entre la composition chimique en composés, les plus abondants, et

I'activité antimicrobienne (Djenane et al., 2012).

L’effet excellent de I’extrait MeOH peut justifier par son richesse en tanins condensés
(proanthocyanidines), analysés dans les tests précédemment. Ces molécules biologiquement

actives, douées d’activités antibactériennes remarquables : Klebsiella pneumonia,
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Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli. etc.) (Igor, 2002) .

En effet, L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutot a I’action combinée (synergie, ou addition) de différents composés.
L’effet antibactérien de I’extrait AE peut étre attribué aux acide gras et au phyto-estrogéene, ou
aux deux s’il y a synergie entre leur activité antibactérienne, par perforation de la membrane

bactérienne et le flux rapide des composants cytosoliques (Ben Abbas, 2011).

De plus, certains phénols supérieurs comme l'acide ellagique et I'acide gallique
pourrait étre responsable de son activité antimicrobienne (Mahboub et al., 2012).

En effet, les flavonoides sont capables d'inhiber la croissance de différents types de
bactéries tel que Staphylococcus aureus et Eschirichia coli (Babayi et al., 2004). Les bactéries
testées sont de Gram+ et Gram-, ce qui indique que les flavonoides n’agissent pas sur la paroi
bactérienne mais plutot sur un mécanisme interne. D’aprés un travail déja réalisé dans ce sens,

ces composés sont supposés agir sur ’ADN, ARN et la synthése protéique ( Adouane, 2016).

L’enveloppe des bactéries a Gram positif ne possede pas de récepteurs spécifiques ou
de perméases facilitant ainsi la pénétration des biocides dans les cellules. Alors que la nature
de la membrane externe de la paroi des bactéries a Gram négatif peut jouer un réle de barriere

vis-avis des agents chimiques.

L’étude réalisée par Beddou (2015) a montré que les extraits hexaniques des
différentes parties (feuilles, fleurs et tiges) d ’Anvillea radiata n’ont aucune activité inhibitrice
sur la croissance des souches testées. Par contre, les extraits d’AE et de chloroforme des

feuilles d’Anvillea radiata ont enregistré la méme valeur de CMI (312 pg/ml) sur S. aureus.

Parallelement, Hamada et Ladjel (2015) ont obtenu une CMI de I’extrait MéOH
d’Anvillea radiata égale a 150 pg/ml contre S. aureus et P. aeruginosa, mais une résistance
absolue est constatée pour E. coli. De méme, Telli (2017) a trouvé que I’extrait de ’hexane a

une CMI égale a 3.03 pg/ml pour E. coli.

Bammou et al. (2015) ont trouvé que 1’extrait aqueuX de la partie aérienne d’Anvillea

radiata présente des valeurs de CMI allant de 3,33 mg/ml a 6,66 mg/ml.

En fait, cet effet marqué sur Escherichia coli justifie l'usage traditionnel de la plante

pour le traitement de la dysenterie dont elle est responsable (Bammou et al., 2015).
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Les résultats obtenus nous ont permis également de mettre en évidence les propriétés
antibactériennes des extraits d’A. radiata, qui révélent la présence de principes actifs
antibactériens dans la partie aérienne ce qui justifie certains usages ethnopharmcologiques,
surtout pour les troubles gastro-enteérites, les maladies infectieuses et pulmonaires induits par
ces souches. Mais, il serait par conséquent intéressent d’entreprendre des études de toxicité
des extraits purifiés de cette plante afin de déterminer les doses thérapeutiques et les doses
létales car les remédes traditionnels souffrent beaucoup du probleme de dosage (Qadah, 2013
; Beddou, 2015).

D’aprés nos résultats, on déduit que la méthode de préparation de 1’extrait et la
polarité de solvant ont une influence sur la nature des molécules extraites et par conséquent

sur leurs activités biologiques.
11.3.3. Inhibition de I’alpha amylase

L’action inhibitrice des différents extraits d’Anvillea radiata surl’activité de a-

amylase est présentée dans la figure 12.
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Figure 12 : Pourcentages d’inhibition de 1’alpha-amylase en présence des différents

extraits d’A .radiata et de 1’acarbose.

Au vu des résultats présentés dans la figure 12, il apparait clairement que 1’extrait
MeOH présente I’effet inhibiteur le plus remarquable avec un pourcentage d’inhibition égale

a 87,83 £9,33%, suivie par celui de I’extrait d’AcEt qui a un effet inibiteur moyenne
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(57,7616,11%). L’extrait d’EtPe présente I’effet inhibitrice la plus faible par rapport aux
autres extraits (38,27 +4,37%).

L’acarbose est utilis¢é comme inhibiteur standard de 1’a-amylase, les résultats obtenus

prouvent que cette molécule fait inhibée 92,28+10,1% de 1’a-amylase (figure 12).

Le tableau 7 regroupe les valeurs de Clso des différents extraits dont 50% d’inhibition

ont abouti.

Tableau 7: Clsg d’inhibition de I’a-amylase par les différents extraits d’A. radiata et

I’acarbose.
Extrait MeOH AcEt EtPe Acarbose
Clso (ng/ml) 76,31+5,60 198,08+12,85 384,80+78,76 87,75+9,33

La plus faible valeur de Clso d’A. radiata est enregistrée par I’extrait MeOH qui est
égale a 76,31+5,60 pg/ml qui est inféricure a celle de 1’acarbose (87,75+9,33 pg/ml). Les
autres extraits (AcEt et EtPe) ont des valeurs de Clsp plus élévées a celles de I’extrait
méthanolique et de 1’acarbose qui sont de I’ordre de 198,08+12,85 pg/ml et 384,80+78,76
pg/ml respectivement. Ces résultats montrent une activité inhibitrice modérée de ces deux

extraits d’Anvillea radiata. A 1I’opposé

Les analyses statistiques montrent qu’il ya des différences significatives entre les
différents extrait d’Anvillea radiata (P<0,05 ; 0=0,05)

Plusieurs études ont montrés que les extraits des plantes médicinales et en particuliers
les extraits aqueux peuvent améliorer le taux de la glycémie, un des mécanismes possibles et

I’inhibition de I’a-amylase et de I’ a-glucosidase par déférents métabolites (Telli, 2017).

De nombreux principes actifs des plantes, appartenants aux différentes calasses
métabolites (composés phénoliques, alcaloides, polysaccharides, terpénoides, peptides...etc),

ont démontré plus actives contre I’hyperglycémie (Sales et al., 2012).

Les composés phénoliques tels que les tanins, les acides phénols et les flavonoides ont
la capacité d’inhiber 1I’a-amylase. Les tanins sont des puissants agents chélateurs des métaux.
Aussi, ils peuvent former des complexes insolubles avec les protéines ce qui conduit a leur
précipitation (Makkar et al., 1987 ; Dawra et al., 1988 ; Derbel et Ghedira, 2005). Ces
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molécules ont un potentiel effet inhibiteur sur 1’a-amylase. En effet, 1’étude réalisée par
Gongalves et al. (2011) a prouvé que les tanins condensés ont la capacité a inhiber 1’a-

amylase et que cette capacité est en relation étroite avec le degré de polymérisation des tanins.

Les flavonoides constituent la classe la plus diversifiée chimiquement et la plus active
biologiquement des métabolites secondaires avec plus de 4000 molécules identifiees (Nijveldt
et al., 2001; Treutter, 2006). De nombreuses études ont présenté 1’effet inhibiteur de ces
molécules sur I’a-amylase. La lutéoline, la myrécitine et la quercétine sont des puissants
inhibiteurs de I’a-amylase avec des valeurs de CI50 inférieures a 500 puM (Tadera et al.,
2006). Le trans-chalcone (1,3-diphényl-2-propen-1-one) est un inhibiteur compétitif de 1’a-
amylase porcine avec Ki de 48 UM (Najafian et al., 2011). Lo Piparo et al. (2008) ont montré
que les flavonols (quercétine) et les flavones (lutéoline) ont présenté une activité inhibitrice de
I’a-amylase humaine qui dépend, d’un coté a la liaison hydrogene établie entre le groupement
hydroxyle des flavonols et flavones et les résidus catalytiques du site actif de I’enzyme; de

I’autre coté a la formation d’un systéme m conjugué qui stabilise I’interaction avec le site actif.

Il n'y a pas beaucoup d'études qui ont été établies sur ’activité inhibitrice de 1’a-
amylase des extraits de cette espece ni sur le principe actif qui ont cette activité. Selon Telli
(2017), la présence des différents métabolites (protéines, sucres, polyphénols, acides phénols,
tanins condensés et hydrolysables) dans leur extraits ainsi que la corrélation existant entre ces
parametres nous permettent de dire ces métabolites participent dans I’inhibition de I’a-

amylase.

Ces différentes molécules, qui sont présents dans nos extraits, sont responsables de
I’inhibition de 1’a-amylase réduisant ainsi la dégradation de I’amidon et diminuant
I’absorption du glucose et par conséquent 1’élévation de la glycémie postprandiale. Il est
possible que ces composés participent en synergie dans I’inhibition de 1’a-amylase. Ces
résultats justifient 1’utilisation de cette espéce comme une plante hypoglycémiante. Leur
richesse en différents métabolites les rend prometteurs dans la découverte des nouvelles

molécules antidiabétiques.

(Telli, 2017) I’é¢tude de la partie aierienne de cete espéce montre que les extraits
aqueux préparés par décoction et infusion présentent les effets inhibiteurs les plus
remarquables avec des pourcentages d’inhibition de 88,89+9,06% et 76,98+7,23%

respectivement a une concentration de 1’extrait égale a 4000 pg/ml, et I’acarbose utilisé
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comme inhibiteur standard de I’a-amylase dans cette etude fait inhiber 100% 1’a-amylase a

une concentration inférieure a 250 pg/ml.

Kandouli (2018) a signalé que 1’acarbose utilisé comme inhibiteur standard de 1’a-
amylase fait inhiber > 99 % I’a-amylase). il est a noter qu’une inhibition plus forte de
I'activité de 1’a-amylase a été rapportée pour l'extrait d’acétate d’éthyle (89,3+3,2%) et de
butanol (55,2+1,2%) d'A. radiata contre les extraits d’EtPe de feuilles de Phyllostachys edulis
et les auteurs ont conclu que les niveaux élevés de flavonoides contenus dans les fractions
polaires peuvent agir en retardant la digestion de I'enzyme carbohydrate et en interagissant

directement avec I'amidon (Yang et al. 2014 in Kandouli, 2018).

Les résultats obtenus par Telli (2017) ont montré que les valeurs de Clso de la partie
aérienne d’Anvillea radiata sont entre 801,43+73,33 pug/ml et 3148,25+322,22 pg/ml et celle
de 1’acarbose est 78,95+6,28 pg/ml.

La plupart des études sur les extraits des plantes ou les phytoconstituants qui peuvent
contribuer au traitement du diabéte ont focalisé au 1’inhibition de 1’a-amylase et de I’ a-
glucosidase, qui catalysent la digestion des glucides en glucose (Sales et al., 2012 ; Etxeberria
et al., 2012 in Kandouli, 2018). Plusieurs membres appartenant a la famille des Asteraceae
ont été proposés comme agents antidiabétiques fonctionnels (Sidhu et Sharma., 2013 ; Silva et
al., 2016), une propriétés associes au potentiel inhibiteur enzymatique de leurs de leurs
constituants polyphénols, on particuliers les flavonoides (Silva et al., 2016 in Kandouli,
2018).
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L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la
recherche biomédicale. Dans ce travail, on s’est intéressé a 1’analyse phytochimique et a
I’étude des activités biologiques (antioxydante, antibactérienne et anti alpha-amylase) des
différents extraits a polarité différentes de la partie aérienne d’Anvillea radiata Coss & Dur,
de la famille Asteraceae, endémique du Sahara septentrional largement utilisées dans la
médecine traditionnelle. Elle est parmi les especes les moins étudiées tout en prenant en
considération leur caractére endémique, récoltée dans la région d’Oued Nechou et de Sahara
de Metlili-Ghardaia. Ce travail est une contribution a une meilleure connaissance de cette

espéce végetale.

L’extraction des principes actifs d’Anvillea radiata est effectuée par macération a
froid en utilisant trois solvants de différentes polarités (méthanol, acétate d’éthyle et éther de

pétrole).

Dans la premiére étape, un criblage phytochimique des différentes familles de
métabolites a été effectué. Les résultats obtenus ont révélé que cette plante posséde un
éventail de substances potentiellement bioactives susceptibles d’étre exploités a plusieurs
échelles (pharmaceutique, alimentaire, cosmétique...etc), a savoir : les composés phénoliques
(tanins, les flavonoides (flavonones), les catéchols, coumarines ...etc), terpéniques (stéroides

et saponosides) avec des intensités variables.

Dans une deuxieme étape, les analyses quantitatives des composés phénoligues testés
montrent que 1’extrait méthanolique accuse les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux,
en flavonoides, en acides phénols et en tanins condensés avec des taux de 81,38+19,16 mg
EAG/g, 16,37+0,89 mg ER/g, 4542,00+8,49ug EAC/g et 33,97+1,06 mg EC/g de matiére
végétale seche respectivement. Le second est I'extrait d'acétate d'éthyle comme meilleur
extracteur, tandis que les plus faibles teneurs en ces différents composés phénoliques sont
enrigestriés pour I'extrait d'éther de pétrol et I'absence des tanins condensés dans cet extrait.
La richesse de cette espéce en principaux métabolites secondaires lui confere des activités

biologiques tres intéressantes.

Tous les extraits ont révélé des réponses inhibitrices a différentes méthodes d’activité
anti-oxydante utilisée (a piéger radical cation ABTS™, a réduire le fer et a protéger
I’oxydation du B-caroténe). L’intensité de cette activité varie en fonction de la polarité du

solvant utilisé pour 1’extraction. L’extrait méthanolique a exhibé 1’activité anti-oxydante la
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plus importante exprimée en puM ET/g pour les trois tests utilisés (ABTS, FRAP et

blanchissement du B-carotene).

Les résultats de D’activité anti-oxydante exprimés en Clsp montre que [|’extrait
méthanolique d’Anvillea radiata présente une excellente capacité a inhiber le radical cation
ABTS™ 153,48+10,02 pg/ml), a réduire le fer (Cls0=95,88+9,13ug/ml) et a inhiber le
blanchissement du du B-caroténe (Clso=172, 94 +£14,88ug/ml). Ces valeurs sont nettement

inférieures ou comparables a celles des antioxydants standards utilisés.

L’évaluation de I’activité antibactérienne de ces différents extraits a é¢galement montré
I’efficacité de ces extraits a inhiber la croissance bactérienne des deux soches testées.
L’extrait méthanolique a révelé la bonne activité par la méthode de diffusion sur milieu gélosé
avec une zone d’inhibition de 12,17£2,47 mm. La méthode de microdilution permet de
montrer que I’extrait d’acétate d’éthyle a la forte activité vis-a-vis de S. aureus et E. coli avec
des CMI de 0,33 mg/ml.

L’évaluation de I’activité antidiabétique est effectuée par la mesure de la capacité
inhibitrice de 1’a amylase. Les résultats obtenus ont révélé que ’extrait méthanolique a le
pouvoir inhibiteur le plus important avec Clso égale a 76,31+5,60 pg/ml qui est inférieure a
celle de 1’acarbose (87,75+9,33 ug/ml). Ces résultats justifient 1’utilisation de cette espeéce
comme une plante hypoglycémiante. Leur richesse en différent métabolite le rend prometteur

dans la découverte des nouvelles molécules antidiabétiques.

Finalement, les résultats obtenus constituent une justification scientifique de I'usage
traditionnel de la plante étudiée et confirme encore une fois la pertinence des remédes
traditionnel dans le traitement de certains maladies inflammatoires et infectieuses et le
diabéte.

L’ensemble de ces résultats ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche des
sources naturelles des substances biologiquement actives. Des études approfondies sont
nécessaire afin d’isoler et d’identifier les molécules responsables a ces activités. Cela

permettrait de préparer des produits pharmaceutiques de grand intérét thérapeutique.
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Annexe 1: Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Annexe 2: Courbe d’étalonnage de la rutine

1,2
y =0,0021x
1 RZ= 0,9315/‘/ L
0,8
Qo6 * L4
0,4
0,2 2
O /I T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Concentration de la rutine en pg/ml

Annexe 3: Courbe d’étalonnage d’acide caféique
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Annexe 4: Courbe d’étalonnage de la catéchine.
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Annexe 5: Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test ABTS.
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Annexe 6: Courbe d’étalonnage d’inhibition d>’ABTS"" par le Trolox.
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Annexe 7: Courbe d’étalonnage de Trolox pour le test FRAP.
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Annexe 8 : Courbe d’étalonnage de FeSO4 pour le test FRAP.
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Annexe 9: Courbe d’étalonnage de I’inhibition de blanchiment du béta caroténe par le

butyrylhydroxyltoluene (BHT).
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Annexe 10 : Préparation de milieu de culture

Le milieu Mueller Hinton Agar est préparé comme suit : dissoudre 38g de gélose Mueller-
Hinton dans 1L d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution complléte, puis
auto-claver pendant 20 minutes a 120 °C et finalement couler le milieu dans les boites de

Pétri, apres refroidissent de milieu.
Annexe 11: Préparation de buillon Mueller-Hinton

Le bouillon Mueller-Hinton est la version liquide du milieu de référence pour les tests de
sensibilité des germes aux antibiotiques et sulfamides. Il est principalement utilisé pour les
études de C.M.1.

FORMULE

Ingrédients en grammes par 100 ml d'eau distillée ou déminéralisée
Amidon de pomme de terre 0.159

Extrait de viande 0.2¢g

Caséine 1.75g

Annexe 12 : Préparation de Milieu gélose nutritive

GN2.3g

Eau distillé 100ml

Annexe 13 : L'inactivité de I’eau/DMSO (témoin négatif) sur les deux souches testées (E.
coli, S. aureus).
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Annexe 14: Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des antibiotiques (t€émoin positif).

Souches AN AMP AK TE
DMSO

E. coli 27.05 6 26.79 20.03 6

S. aureus 17.60 7 21.72 21.93 6

AN : Acide nalidixique, AMP : Ampicilline, TE : Tetracycline et AK : Amikacine

Annexe 15 : Zones d'inhibition des différentes antibiotiques ( temois positif) sur les souches

testées

Annexe 16 : Zones d'inhibition des différents extraits d’A. radiata (MeOH, AcEt, et EtPe) sur

les deux souches testées.




Annexel7 : Courbe d’étalonnage de I’inhibition de I’alpha-amylase par 1’acarbose.
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Annexe 18: Statistiques descriptives (Données quantitatives) covariance extrait MeOH

Obs. avec Obs. sans
données données

Variable  Observations manguantes manquantes| Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type

R 3 0 3 10,000 18,000 14,000 4,000

PPT 3 0 3 78,000 119,700 92,600 23,493

FLV 3 0 3 15,834 17,388 16,366 0,885

AcPh 3 0 3  3852,000 4548,000 4312,000 398,417

TC 3 0 3 32,760 34,720 33,973 1,060

ABTS 3 0 3 144,321 164,179 153,477 10,018

FRAP 3 0 3 86,905 105,150 95,883 9,126

héta caro 3 0 3 158,160 187,917 172,946 14,879
Alpha amy 3 0 3 70,895 82,089 76,317 5,606

Annexe 19 : Matrice de corrélation (Pearson) covariance extrait MeOH

Variables R PPT FLV AcPh TC ABTS FRAP bétacaro  Alphaamy
R 1 -0,045 -0,024 -0,015 0,792 -0,611 -0,523 -0,509 -0,546
PPT -0,045 1 1,000 -0,998 0,574 -0,763 -0,828 -0,837 -0,812
FLV -0,024 1,000 1 -0,999 0,591 0,777 -0,839 -0,848 -0,824
AcPh -0,015 -0,998 -0,999 1 -0,622 0,801 0,860 0,868 0,846
TC 0,792 0,574 0,591 -0,622 1 -0,967 -0,935 -0,929 -0,944
ABTS -0,611 -0,763 -0,777 0,801 -0,967 1 0,994 0,992 0,997
FRAP -0,523 -0,828 -0,839 0,860 -0,935 0,994 1 1,000 1,000
héta caro -0,509 -0,837 -0,848 0,868 -0,929 0,992 1,000 1 0,999
Alpha amy -0,546 -0,812 -0,824 0,846 -0,944 0,997 1,000 0,999 1

\4



Annexe 20: Coefficients de détermination (Pearson) covariance extrait MeOH

Annexes

Variahles R PPT FLV AcPh TC ABTS FRAP hétacaro  Alphaamy
R 1 0,002 0,001 0,000 0,628 0,374 0,274 0,259 0,298
PPT 0,002 1 1,000 09% 0,329 0583 0,685 0700 0,660
FLV 0,001 1,000 1 0998 0,349 0603 0,705 0720 0,680
AcPh 0000 0,99 0,998 1 0387 0641 0739 0754 0715
TC 0628 0329 0,349 0,387 1 0935 0873 0862 0891
ABTS 0374 0,583 0,603 0641 0,935 1 0989 0985 0,99
FRAP 0274 0,685 0,705 0739 0,873 0,989 1 1,000 0,999
béta caro 025 0,700 0,720 075 0,862 0,985 1,000 1 0998
Alpha amy 0,298 0,660 0,680 0,715 0,891 0,994 0,999 0,998 1

Annexe 21 : Statistiques descriptives (Données quantitatives) covariance extrait AcEt

Obs. avec Obs. sans
données données

Variable  Observations manquantes manquantes  Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type
R 3 0 3 4,000 6,000 5,000 1,000
PPT 3 0 3 14,876 22,314 19,644 4,139
FLV 3 0 3 1,866 2,163 2,008 0,149
AcPh 3 0 3  1661,503 1897,226  1760,674 122,226
TC 3 0 3 3,524 4,806 4,130 0,644
ABTS 3 0 3 229,929 277,929 249,775 25,055
FRAP 3 0 3 112,000 134,333 124,732 11,491
béta caro 3 0 3 173,318 189,889 180,206 8,632
Alpha amy 3 0 3 185,722 211,368 198,083 12,848

Annexe 22 : Matrice de corrélation (Pearson) covariance extrait AcEt

Variables R PPT FLV AcPh TC ABTS FRAP bétacaro  Alphaamy
R 1 0,899 0,431 -0,253 0,415 0,728 0,282 0,960 0,553
PPT 0,899 1 0,783 0,198 0,772 -0,955 -0,168 0,739 0,863
FLV 0,431 0,783 1 0,764 1,000 0,933 -0,744 0,161 -0,990
AcPh 0,253 0,198 0,764 1 0,776 0,480 -1,000 0,514 0,666
TC 0,415 0,772 1,000 0,776 1 -0,926 -0,756 0,143 -0,987
ABTS 0,728 -0,955 0,933 -0,480 -0,926 1 0,453 -0,506 0,974
FRAP 0,282 -0,168 -0,744 -1,000 -0,756 0,453 1 0,539 0,644
béta caro 0,960 0,739 0,161 0,514 0,143 -0,506 0,539 1 0,297
Alpha amy 0,553 -0,863 -0,990 -0,666 -0,987 0,974 0,644 -0,297 1

Vil



Annexe 23: Coefficients de détermination (Pearson) covariance extrait AcEt
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Variables R PPT FLV AcPh TC ABTS FRAP bétacaro  Alphaamy
R 1 0,807 0,186 0,064 0,172 0,529 0,079 0,921 0,306
PPT 0,807 1 0,614 0,039 0,596 0912 0,028 0,547 0,744
FLV 0,186 0,614 1 0,584 1,000 0,870 0,554 0,026 0,980
AcPh 0,064 0,039 0,584 1 0,601 0,230 0,999 0,264 0,444
TC 0,172 0,596 1,000 0,601 1 0,857 0,572 0,020 0,975
ABTS 0,529 0,912 0,870 0,230 0,857 1 0,206 0,256 0,949
FRAP 0,079 0,028 0,554 0,999 0,572 0,206 1 0,291 0,414
héta caro 0,921 0,547 0,026 0,264 0,020 0,256 0,291 1 0,088
Alpha amy 0,306 0,744 0,980 0,444 0,975 0,949 0,414 0,088 1

Annexe 24: Statistiques descriptives (Données quantitatives) covariance extrait EtPe

Obs. avec Obs. sans
données données
Variable  Observations manguantes manquantes Minimum  Maximum  Moyenne  Ecart-type
R 3 0 3 1,600 2,000 1,800 0,200
PPT 3 0 3 12,150 15,043 13,693 1,456
FLV 3 0 3 0,104 0,133 0,116 0,015
AcPh 3 0 3 83,314 132,686 116,229 28,505
TC 3 0 3 0,000 0,000 0,000 0,000
ABTS 3 0 3 486,477 547,816 523,409 32,531
FRAP 3 0 3 527,500 598,250 571,292 38,261
béta caro 3 0 3 309,941 336,000 322,751 13,035
Alpha amy 3 0 3 335,938 475,667 384,806 78,763
Annexe 25 : Matrice de corrélation (Pearson) covariance extrait EtPe
Variables R PPT FLV AcPh TC ABTS FRAP  hétacaro  Alphaamy
R | -0,993 -0,958 0,000 {,183 0,132 0475 0,044
PPT -0,993 1 0919 0,115 0,069 -0,245 0,572 0,071
FLY -0,958 0919 1 0,287 0,457 0,158 0,202 -0,328
AcPh 0,000 0,115 0,287 1 0,983 0,991 -0,880 -0,999
1C
ABTS -0,183 0,069 0,457 0,983 1 0,950 0,179 -0,990
FRAP 0,132 -0,245 0,158 0,991 0,950 | -0,935 -(,984
Déta caro 0475 0,572 0,202 -0,880 0,719 -0,935 | 0,859
Alpha amy 0,044 0,071 -0,328 -0,999 0,990 -0,9684 0,859 1

VI



Annexe 26

: Coefficients de détermination (Pearson) covariance extrait EtPe

Annexes

Variables R PPT FLV AcPh 1C ABTS FRAP bétacaro  Alphaamy
R 1 0987 0918 0,000 0033 0018 025 0002
ppT 0,987 1 084 0013 0005 0060 0328 0005
FLV 0918 0844 1 008 0209 0025 0041 0,108
AcPh 0,000 0,013 0,082 1 0,967 0,982 0,775 0,998
1C
ABTS 0033 0005 0209 0967 1 0903 0606 098
FRAP 0018 0060 005 098 0,903 1 0875 0969
héta caro 0,225 0,328 0,041 0,775 0,606 0,875 1 0,737
Alpha amy 0,002 0,005 0,108 0,998 0,981 0,969 0,737 1
Annexe 27 : Matrice de corrélation (Pearson) entre les extraits
Variables MeQOH AcEt EtPe

MeOH 1 0,9798 -0,1288

AckEt 0,9798 1 -0,0045

EtPe -0,1288 -0,0045 1

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05

Annexe 28

: p-values entre les extraits

Variables MeOH AcEt EtPe
MeOH 0 0,0000 0,5221
Ackt <0,0001 0 0,9821
EtPe 0,5221 0,9821 0

Les valeurs en gras sont differentes de 0 a un niveau de signification alpha=0,05
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Annexe 29:
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