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Résumé :

Ce travail est consacré a I'étude phytochimiqubi@bgique de deux planteduniperus
phoenicea L., Cotula cinerea (Del)., Poussant a I'état spontané dans le Sud algérien
successivement dans la zone d’Arbaouat wilaya B#yadh et de Abadla wilaya de Béchar.
Un screening phytochimique réalisé lors de cetteleta permis de détecter les différentes
familles de composés chimiques existantes dansaléies aériennes de ces plantes.

L'extraction sélective des composés phénoligaepermis d'obtenir des rendements
relativement proches en polyphénols totaduniperus phoenicea L. (26%) et Cotula cinerea
(Del)., (27.7%)), en tanins (6.49%) pour Juniperus phoenicea L., et (4.89%) pour Cotula
cinerea (Del).), et un rendement faible en flavonoides fraction acé(@t83%) pour
Juniperus phoenicea L., et 3.18%) pour Cotula cinerea (Del).). En ce qui concerne la
fraction 1-butanol des flavonoides, on'¢8.73%) pour Juniperus phoenicea L. et (1.22%)
pour Cotula cinerea (Del).

Le dosage des polyphénols totaux a montré desdaasi élevés de ce dernier (217.2 mg
EAG/g) pour Juniperus phoenicea L., et (276.74 mg EAG/g) pouCotula cinerea (Del).
L'étude du pouvoir antioxydant des polyphénolaurt des tanins, des fractions acétate et 1-
butanol des flavonoides de ces plantes nous a geatenidéduire que toutes ces fractions
possédent une activité antioxydante relativemerte fpar rapport avec le BHT et proche a
celle de I'acide ascorbique.

L'étude du pouvoir antimicrobien a montré gege lextraits deJuniperus phoenicea L., et
Cotula cinerea (Del)., se sont avérées actives sur toutes les soucheshigicnes que nous
avons utilisé La souche microbiennBacillus subtilis a montré une trés forte sensibilité
contre les flavonoides deotula cinerea (Del). Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans
se sont réveélées tres sensibles vis-a-vis les péhgis totaux dduniperus phoenicea L. Les
extraits sélectifs possédent des concentrationgmales inhibitrices allant de 0.375 a 0.023

mg/ml.

Mots clés :Juniperus phoenicea L., Cotula cinerea (Del). Screening phytochimique, pouvoir

antioxydant, pouvoir antimicrobien.



Abstract:

This work is devoted to the phytochemical study &mlogical of two plantsJuniperus
phoenicea L., Cotula cinerea (Del)., growing spontaneous in the South algesarcessively
in Arbaouat district of EI Bayadh and Abadla didtiof Bechar . A phytochemical screening
realized during this study has helped to detectdifferent families of chemicals existing in
the aerial parts of these plants.

The selective extraction of phenolic compoundsddgd relatively close yields of total
polyphenolsJuniperus phoenicea L. (26%) and Cotula cinerea (Del) (27.7%)), in tannins
((6.89%) for Juniperus phoenicea L., and (4.89%) for Cotula cinerea (Del)) and a low vyield
of the acetate fraction of flavonoids(3.63%) for Juniperus phoenicea L., and (3.18%)
Cotula cinerea (Del). )as regards to the fraction 1-butanol of flavonoitishas(3.73%) for
Juniperus phoenicea L., and(1.22%) for Cotula cinerea (Del)

The determination of total polyphenols has shamost high rates of the latter (217.2 mg
EAG/qg) for Juniperus phoenicea L., and (276.74 mg EAG/g) faCotula cinerea (Del). The
study of the antioxidant activity of total polyplats, tannins, and acetate and 1-butanol
fractions of flavonoids from these plants has ee@lhis to infer that all these fractions have a
relatively strong antioxidant activity compared wBHT and close antioxidant activity with
ascorbic acid.

The study of antimicrobial activity showed theattracts ofJuniperus phoenicea L., and
Cotula cinerea (Del)., have proved to be active on all microbstatains that we used.
Microbial strainBacillus subtilis showed a very high sensitivity against the flaudacof
Cotula cinerea (Del). Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans have proved very
sensitive towards the total polyphenolsJohiperus phoenicea L., Selective extracts have
minimum inhibitory concentrations ranging from 636 0.023 mg/ml.

Key words: Juniperus phoenicea L., Cotula cinerea (Del)., phytochemical screening,

antioxidant activity , antimicrobial activity.
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Tuthoduction géncrale

es plantes sont depuis toujours une source edtedgemédicaments. A
travers les siecles, les traditions humaines ontdéuelopper la
connaissance et lutilisation des plantes médiemalSi certaines
pratigues meédicales paraissent étranges et reléeciat magie, d'autres
au contraire semblent plus fondées, plus efficaPesirtant, toutes ont pour objectif de
vaincre la souffrance et d'améliorer la santé desains. Aujourd’hui, encore une majorité
de la population mondiale, plus particulierememtslas pays en voie de développement, se

soigne uniquement avec des remédes traditionris&de plantes.

L'industrie pharmaceutique moderne, elle-mémappsiie encore largement sur la
diversité des métabolites secondaires végétaux fpouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologiques inédites. Cette source sernmapuisable puisque seule une petite
partie des 400000 espéces végétales connues oninvétiguées sur les plans
phytochimique et pharmacologique, et que chaquéocespeut contenir jusqu'a plusieurs
milliers de constituants différengklostettmann et al., 1998).

Malgré les énormes progres réalisés par la niggl@ecoderne, les traitements a base de
plantes reviennent au premier plan, car I'effiéagdés médicaments tels que les antibiotiques
(considérés comme la solution quasi universelle aigctions graves) deécroit. Les
microorganismes (bactéries, champignons,...) sepgna peu adaptés aux meédicaments et
leursrésistent de plus en plus. De plus, les effetsrakaices induits par les médicaments
inquiétent leautilisateurs, qui se tournent vers des soins magressifs pour l'organisme
(Larousse, 2001).

La recherche des principes actifs extraits dast@s est donc d'une importance capitale

car elle a permis la mise au point de nouveaux deséhérapeutiques.

Le présent travail entre dans le cadre de larigation de la flore locale algérienne, et ce
par une évaluation phytochimique et une étudeobique et chimique (activités
antimicrobienne et antioxydante) de quelques ptastespectées médicinales en vue de
découvrir de nouvelles substances d'intérét biglogiet thérapeutiqu@endimerad et ai,
2005; Bendimerad et ai, 2007; Bekhechi et ai, 2007;Belarbi et ai, 2007; Benhammou et
ai, 2007; Atik Bekkara et ai, 2008; Bekhechi et ai, 2008; Benhammou et ai, 2008).
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C'est dans ce cadre que nous avons opté piuad'de deux plantes spontanées dont I'une
appartienne a la famille desipressacéesuniperus phoeniceh., et 'autre appartienne a

la famille desAstéracéesCotula cineregDel)., collectées a la région d’El Bayadh.

Les recherches bibliographiques que nous avargas sur ces plantes ont montré que
peu de travaux de recherches antérieurs en Algétiété effectués sur notre sujet, ce qui
nous a motivé a le choisir, pour effectuer une@étphytochimique et biologique sur les
extraits sélectifs dduniperus phoenicel. et Cotula cinereaDel). Cependant, beaucoup
de travaux ont été réalisés ailleurs sur la contipasthimique des huiles essentielles et des
métabolites secondaires de ces deux plantes.

Ce travail a donc pour objectif général d'étudi@ phytochimie et les activités
antimicrobienne et antioxydante de ces plantest Eala, notre étude a été réalisée en trois
parties:

Dans la premiére partie de ce manuscrit, ungedbibliographique est menée sur:

» La description des différentes espéces végétaleqrbpriétés thérapeutiques et les

travaux déja réalisés sur ces plantes;

» La définition et les activités biologiques des glkes familles de métabolites
secondaires des plantes qui sont doués d'actpitésnacologiques, a savoir: les

polyphénols, les flavonoides, les tanins, les sagpides, et les alcaloides etc...;

» La définition, l'origine et les conséquences duesstr oxydatif, ainsi que la
présentation des différents types des antioxydants.

La deuxiéme partie, qui est expérimentale gsrié&e comme suit:

» Tests phytochimiques : qui sont réalisés sur lesgsaaériennes de nos plantes, en
utilisant deux solvant (l'eau, I'éthanol) pour descérations et des décoctions
» Extractions sélectives et analyses:

» Extraction des composés phénoliques ;
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» Extraction des flavonoides en deux fractions (aeé&htl-butanol) ;

e Extraction des tanins ;
» Dosage des phénols totaux;

» Activités chimiques et biologiques:
» Etude du pouvoir antioxydant des extraits sélealiés deux plante par deux

méthodes (réduction du fer ‘FRAP’ et piégeage diiced libre DPPH).
* Etude du pouvoir antimicrobien des extraits séiectes deux plantes vis-a-

vis de six souches bactériennes et deux souchgg)tas.

Dans la troisieme partie, nous discutons legltas obtenus lors cette étude.



Partie biliographigue Présentation des plantes

Introduction :

En Algérie en général, l'industrie pharmaceutigmais également des médecins, des
chimistes et des biologistes cherchent a mieux aitren le patrimoine des espéces
spontanées utilisées en médecine traditionnellersbeodes d'utilisation, leurs indications
dans diverses pathologies ainsi les principes sa&iint étudiés depuis une vingtaine

d'années.
I-1- Définition des plantes médicinales :

Dans le code de la Santé publique, il n'exisie ge définition légale d'une plante
meédicinale au sens juridique, mais en France «plarge » est dite médicinale lorsqu'elle
est inscrite a la pharmacopée et que son usagexesisivement meédicinal. C’est-a-dire
gu’elles sont présentées pour leurs propriétéseptdes ou curatives a I'égard des
maladies humaines ou anima(&HABRIER, 2010).

Ce sont des plantes utilisées en médecineitradélle dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses. Leur action priovdenleurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de l&rgym entre les différents composés

présentgSanago, 2006).

I-1- 2 Juniperus phoenicea L. :

Le nom«Juniperus»provient du mot celtiqugjuneprus»qui signifie apre, a cause de la
saveur des fruit@Garnier et al., 1961 Bonnier, 1990) Ou encoralejunioet pario, lI'arbre

possédant a la fois des fruits jeunes et des fouéts de tombgiGarnier et al., 1961).

Le nom«Juniperus»désigne encore chez les latins le genre qui camdpeaviron une

cinquantaine d'espéces d'arbustes ou d'arbrestpetsia la croissance lente.
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[-1-2-1 Position Systématique (Quezel et Sant#62). :

Embranchement: Spermaphytes

Sous- EmbranchementGymnospermes
Classe:Coniferes

Ordre: Coniférales

Famille : Cupressacées

Genre: Juniperus

Espece Juniperus phoenicela.
[-1-2-2- Noms vernaculaires :

En Arabe ‘Arar ()«xY! Jle ) (Quezel et Santa, 1962)

En Francais:Genévrier rouge, Genévrier de Phénicie.

En Anglais:Phoenician Cedar, Berry Bearing Cedar.

En AllemandCypressen Wacholder, Rotbeeriger Wacholder, GetigisWacholder.
En Italien: Cedro licio(Bonnier, 1990Q.

|-1-2-3-Description botanique et habitat :

C'est un arbrisseau, de | a 8 metres de hautifié des la base et a houppier dense,

allongé. L'écorce est brun- rouge, fibreuse, aépasse.
Les feuilles persistantes opposées (rarement Wiée par trois), sont de deux sortes:

+ Des feuilles en aiguilles (I0xImm), piquantes, adecix lignes blanches dessus et
dessous, qui se trouvent uniqguement sur les ingsvices jeunes ;
+ Des feuilles en écalilles, petites (1mm), ovaleboghbées sur le dos, étroitement

appliguées sur les rameaux, bordées d'une mageedtacartilagineux.

Les fruits sont globuleux, assez gros (8 a bf),mmoiratres quand ils sont jeunes, puis
verts et enfin rouges sombres et luisants a matulstrenferment 7 a 9 grain@Becker et
al, 1982 (figure 1).
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Figure 1 : Juniperus phoenicela. (Ghouti, 2015).

C'est une espéce répandue sur tout le pourtowr nheéditerranééBecker etal., 1982).1I

s'éleve dans les alpes jusqu'a 1200 métres diatitu

Il croit sur les coteaux, les rochers, dans éeslroits rocailleux de la région

méditerranéenne et de ses contiBsnnier, 1990).

|-1-2-4-Propriétés et usages thérapeutiques :

Cette espéce est trés utilisée en médecinditranitlle. Les feuilles sont utilisées sous
forme de décoction pour soigner le diabete, larkiéa et le rhumatisme alors que les fruits
séchés et réduits en poudre peuvent guérir lesatiogs de la peau et les abdés
Floc'h, 1983).

Les feuilles sont utilisées contre les maladiesncho-pulmonaires et comme un
diurétique(Bellakhder, 1997; Boullard, 2001).

Le mélange des feuilles et cones a été utilisés ntdnun hypoglycémiant oral
(Bellakhder, 1997).

6
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Il a été démontré que les huiles essentiellesfeeilles et des cbnes possedent une

activité antimicrobiennéStassi efal., 1996).

L'a-pinéne, qui est le composé majoritaire de I'ndideJuniperus phoenicegrésente
plusieurs activités biologiques : il est antibaetr anti-inflammatoire, antiviral,
expectorant, sédatif, herbicide, insectifuge, etraatisan{Duke, 1998).

|-1-2-5-Travaux antérieurs :

Hayouni et al., en (2007) ont démontré que les solvants et la méthode ddm
influent significativement sur la teneur des poépbls et les activités biologiques
(antioxydante et antibactérienne) des extraitsfidets deJuniperus phoenicea Lrgcolté

en Tunisie.
I-1- 3- Cotulacinerea (Del). :

Le nom Cotula provient du grecque de la kotulecgue, petite tasse, se référant a la
zone creuse a la base des feuilles ; cinerea :regntblorées, comme les cendres.
(Benhouhou, 1986).

I-1- 3-1- Position systématique : (Quezel et Santa, 1963 ; pont et Guignard, 2007):

Embranchement : Phanérogamesu Spermaphytes.
Sous-embranchement Angiospermes.

Classe :Endicots.

Sous classe Astéridées.

Ordre : Astérales.

Famille : Astéracées ou Composees.

Genre : Cotula.

Espece Cotula cineregDel)., syn.Brocchia cineregDel.) Vis.
[-1- 3-2- Noms vernaculaires :

En Arabe (4é4b 3l )gartoufa, robita, chiriya, chouihiygQuezel et Santa 1963;
Zabeirou , 2001)

En Turque takkelt

En Anglais Saharan camomile

En Francais: camomille du Sahara.
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I-1- 3-3- Description botanique et habitat :

C’est une petite plante annuelle d’aspect laird2i 5 a 15 cm entiérement tomenteuse.
Les tiges sont dressées ou diffusées. Les feudledes tiges vert-blanchatre sont
recouvertes de petits poils denses qui forment cemmmanteau de velours. Les feuilles
petites, entiéres épaisses et veloutées sont dées@n trois a sept dents ou 'doigts' qui se
présentent comme une main légerement referméeldies sont de petits demi-pompons
jaune d'or au bout d'une courte tige. C’est uné@s®aharo-arabique commune dans tout

le Sahara et les lieux sablonneux désertigQe®zel et Santa 1963).

Figure 2 : Cotula cineregDel) (Ghouti, 2015).

I-1- 3-4- Propriétés et usages thérapeutiques :

Cette espece est largement utilisée en méddcaukitionnelle marocaine pour ses
propriétés biologiques comme les activités antaimimatoire, analgésique, antiseptique,
antibactérienne, antipyrétique et contre les laridarkouk et al., 1999 ; Markouk et
al., 2000 ; Larhsini et al., 2002).Dans le Sahara algérien plus précisément a Ouargla,
cette plante est destinée contre la colique, latta, la toux, le rhumatisme et la stérilité
(Ould EIl Hadj et al., 2003 ; Hammiche et Maiza, 2006).

8
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Elle est appliquée comme un cataplasme sur le fromt ses propriétés fébrifuges. Dans le
Sahara, elle est tres appréciée dans le thé vest etussi mélangée avec de la nourriture

pour rehausser la saveur du lait.
[-1- 3-5- Travaux antérieurs :

Selon BELYAGOUBI (2012), les flavonoides isolées ché&zotula cinereasont :
flavone O- et C-glycosides, flavonols glycosidesjeercetagétine 3, 6, 7-triméthyl éther
(Ahmed et al., 1987),lactones sesquitérpéeniques, les glaucol{fiéstwally et al., 1986)
et les coumarines sesquiterpénig(@seger et Hofer, 1985).

Screening phytochimique et activité antibactériert®e I'huile essentielle deCotula
cinerea(gartoufa) dans la région de Becliabdenbi asma, Abdelwahed djamel-eddin,

Bouaaza Mohammed et Touati Boumediene 2014).

Les substances bioactives dotula cinerea(Del). (S.SEGHIR, H.DENDOUGUI,
S.BENAYACHE, F. BENAYACHE 2011).
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Introduction :

Le regne végétal renferme deux types de métabaijui se différencient entre eux par

leur constitution, leur role et leur emploi :

Les métabolites primaires (glucides, protidgsidés,... et acides nucléiques) qui sont
présents en permanence chez les plantes et saspendables a la croissance et a la

reproduction des plantes.

Les métabolites secondaires ou principes agtifg la proportion varie selon la famille,

le genre et I'espece ne sont pas impliqués dai®/kloppement des plantes.

[I-1-Généralités :

Les polyphénols ou composés phénoliques, somtnadécules spécifigues du regne
végétal. Cette appellation générique désigne urtevassemble de substances aux
structures variées gu'’il est difficile de définimplement(Bruneton, 1993).A I'heure
actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolédegttifiés (Mompon et al, 1998).Selon
leurs caractéristiques structurales, ils se résmtit en une dizaine de classes chimiques,
qui présentent toutes un point commun : la préseace leur structure d’au moins un
cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteun diombre variable de fonctions
hydroxyles (OHYHennebelleet al, 2004).

Les polyphénols sont présents partout dansalgees, les tiges, les fleurs, les feuilles de
tous les végétaux. Les principales sources alinrestaont les fruits et légumes, les
boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits),déstales, les graines oléagineuses et les
légumes secs. Les fruits et légumes contribuenirampour moiti€ a notre apport en
polyphénols, les boissons telles que jus de frfitsurtout café, thé ou vin apportant le
reste(Middleton et al, 2000).

10
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lI-2- Biosynthése :

L'origine biosynthétique des composés phénobgues végétaux est proche, tous
dérivant de I'acide shikimiqu@igure 3). Cette voie shikimate conduit a la formation des
oses aux acides aminés aromatiques (phénylalahityeosine) puis par désamination de
ces derniers, aux acides cinnamiques et a lewntmbreux dérivés : acide benzoiques,

acétophénones, lignanes et lignines, couma(Besieton, 1993).

COOH COOH
y
( PAL \\\\
) 0
Phénylalanine Acide cinamique
coon [ l COOH COOH COOH COOH

s ,/4/’ p7
N (\ /(
\f//’/\ ;)

OH

OH OMe MeO T o
OH OH
Tyrosine Acide p-coumarique  Acide caféique  Acide férulique  Acide smapique

Figure 3 : Biosynthése des composés phénoliques le plus |amgedistribués par la voie
de shikimatgCrozier et al, 2006). PAL :phénylalanine ammonia-lyas€4H : cinnmate

4-hydroxylase.

[I-3- Classes des polyphénols :

Les polyphénoles forment un trés vaste enselsubstances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I'arrangemenedess atomes de carbon@&ableau 1)
Ces molécules sont généralement trouvés conjugusesucres et les acides organiques.

11



Les polyphéncts

pm z.zg. 54.'

Tableau 1 :Principales classes des composés phénoli@raseton, 1999 ; Hennebelle,

2006).
Nombre
d’atome G::;l::c Classe Exemples Plantes
de carbone
6 Cé6 Phénols simples | Cathécol, hydroquinone Busserole
- C6-Cl Acides phénols Ac. gallique, Ac. Artichaut
Benzoiques salysalique, vanilline Saule
8 C6-C2 Acétophénones ~ 3acéyl6- Saule
méthoxybenzaldehyd e
o gy ) Romarin
9 C6.C3 Acides phénols Ac. coumarique, Marronnier
Cinnamiques Ac.caféique Linde
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine D::)s:ra
Racine de
13 C6-C1-C6 Xanthones Bellidifoline, mangoctine gentiane,
Centaurée
14 C6-C2-C6 Stiblénes Hydrangénol,,Pinosylvine Raisin, pin
Flavonoides Ginkgo
IS (‘6'(‘3‘(‘6 lSOﬂa\'OIIOTdCS Oucrcél i"c. Rolénoi‘k n‘}'l“
Camomille
18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon
Amentoflavone, oy
30 (C6-C3-C6)2 | Bi flavonoides Hinokiflavone L
Hypericum
Tanins A .
_ (C6-C3-Cé)n condensés . Aesculitanins -la?\)nmer
N (proanthocyanid d"inde,
vigne
ols

12
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[1-3-1- Acide phénolique :

Les acides phénoliques sont présents en aboadkams les aliments et divisés en deux

classes : les dérivés de l'acide benzoique etéagéd de l'acide cinnamique. Les acides

hydroxycinnamiques sont plus fréquents que leseadiydroxybenzoigues et comprennent

essentiellement I'acide p-coumarique, caféiqueyligue et sinapique(Pandey et Rizvi,

2009).

0 0 0
o AR /)l\; «C .
A /,ﬂ\\ HO (NN o HCO //\\)K
J - | T m\ OH
N
HO
AN s T P .
N\~ /
" OH N
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure 4 : Quelques acides phénols de la série benz¢Ruaeton, 2009).

0
I 0 0
N\ \/\ '
| OH BCO N\ H Ny
L) M/ OH ’ OH
HO® \~7 y
O\ HO" \Z
Acide cinnamique Acide férulique Acide caféique

Figure 5: Quelques acide phénols de la série cinnam{Buaeneton, 2009 ).
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[1-3-2-Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des compghénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractérigiguapres. Elles sont omniprésentes dans
les fruits, les Iégumes, les graines, les boisselsde thé et le vin rouge et d’autres parties
de la plantg(Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006)Elles sont considérées comme des
pigments quasi universels des végétaux qui peuyamticiper dans les processus
photosynthétiquegMukohata et al, 1978) dans la régulation des genes et dans le
métabolisme de croissan@davsteen, 2002) Actuellement, environ de 4000 composés
flavoniques sont conny&denharder et Griinhage, 2003kt ont tous le méme squelette
de base a quinze atomes de carbones qui sont @rangne conFigureuration-Cs-Cs de
type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme #&vestructure 2-phényle chromane
(Yao et al, 2004) (figures 6 et 7).

Figure 6 : Structure du 2-phényle chromane Figure 7: Structure générale des

flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de @asse structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré dfpérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présemie double liaison2Cs, du groupe 3-
Oet la fonction 4-ox@Yao et al, 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006En basant
sur leur squelette, les flavonoides peuvent étreis@d en différentes classes
anthocyanidines ; flavonols ; isoflavonols ; flaesn isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ;
flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavaesn; aurones(Havsteen, 2002 ;
Edenharder etGriinhage, 2003) (figure 8).

14
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R
R
HG o @
@ s T %
| OH
OH O

Flavonoles Isoflavonoles lavones

R
RY O
o .. -
R" | )
o)
(o]
Isoflavones Isoflavanones Flavanols
o) OH 0
. o - hES
0
Isoflavanols Flavanes Isoflavanes

Aurones Anthecydines

Figure 8 : Structures des squelettes de base des flavongidesteen, 2002).
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[1-3-3 - Anthocyanosides :

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, rasasyes, pourpres, bleus ou violets de la
plupart des fleurs et des fruiBruneton, 1993).1ls sont caractérisés par 'engagement de
I'hydroxyle en position 3 dans une liaison hété&lamgie (les anthocyanosides). Leurs
génines (les anthocyanidols) sont des dérivés dionc@-phényl-benzopyrylium plus
communément appelé cation flavyliu@es pigments représentent des signaux visuels qui

attirent les animaux pollinisateurs (insectes, ais¢(Bahorum, 1997).

OH

@

HO O
3

OGlucose

OH

Figure 9 : Structure des anthocyanosidBshorum, 1997).
[1-3-4-Tannins :

Cette classe désigne le nom général descriptifjdupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire comptie €00 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, la progl&pFécipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéinegHaslam, 1996 ; Cowan, 1999).es tannins sont caractérisés par une
saveur astringente et sont trouvé dans toute leepale la plante : I'écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racingScalbert, 1991).0n distingue deux groupes de tannins

différents par leur structure et par leur originageénétique :

+ Tannins hydrolysablesqui sont des oligo ou des polyesters d’un sucrd’wt
nombre variable d’acide phénol. Le sucre est t@&sémlement le D-glucose et
I'acide phénol est soit I'acide gallique dans les cies gallotannins soit I'acide
ellagique dans le cas des tannins classiquementrégs ellagitanningigure 10)
(Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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COOH HO
HO OH

OH
HO OH 0

OH O

A B
Figure 10: Structure chimique des acides galligae €t ellagique B)

+ Tannins condensés ou tannins catéchiquas proanthocyanidolsqui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables caeilgossedent pas de sucre dans
leur molécule et leur structure est voisine deecdks flavonoides. Il s’agit des
polymeres flavaniques constitués d’'unité de flaBaois liees entre elles par des
liaisons carbonecarbonkes proanthocyanidols ont été isolés ou identifiéas

tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougrraseton, 1999)

Figure 11: Structure des tanins condenseés et leur monofRerenny, 2005).
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[1-3-5- Phénols simples et les acides phénoliques :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tlesscomposés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle mii&ue. En phytochimie, 'emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dériveaades benzoique et cinnamique.

[1-3-5-1-Acide phénols dérivés de I'acide benzoique

Les acides phénols enes-Ci1, dérivés hydroxylés de l'acide benzoique, sons tré
communs, aussi bien sous forme libre que combinéstat d'ester ou d’hétéroside.
L’acide galligue et son dimére (I'acide hexahydmixyhénique) sont les éléments
constitutifs des tannins hydrolysables. D’autredéhi/des correspondants a ces acides,

comme la vanilline, est tres utilisé dans le segdarmaceutiquéBruneton, 1993)

[1-3-5-2-Acide phénols dérivés de 'acide cinnamique :

La plupart des acides phénols esnQZ (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution trés large ; dedres (acides o-coumarique, o-férulique)
sont peu fréquentgBruneton, 1993). Les acidescinnamique et caféique sont des
représentants communs du groupe de dérivés phépwlpiques qui différe par son degré

d’hydroxylation et de méthoxylatidiCowan, 1999).
[1-3-5-3-Phénols simples :

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinokant plutét rares dans la nature a
I'exception de I'hydroquinone qui existe dans pduss familles (Ericaceae, Rosaceae...).

Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec dgorpes OH et le pyrogallol avec trois,

ont été montré pour sa toxicité vis-a-vis des nuoganismegCowan,1999).
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[1-3-6 - Coumarines :

Les coumarines qui sont aussi les dérivés dé€3C appartiennent au groupe des
composés connus par des benzoyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997t toutes sont
substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se traudans la nature soit a I'état libre ou bien
combiné avec des sucres. Elles sont responsabld®diir caractéristique du foin
(Cowan, 1999).

[1-3-7 - Quinones :

Ce sont des composés oxygénés qui correspoademtydation de dérivés aromatiques
avec deux substitutions cétoniques. Elles sontct@iaées par un motif 1,4-dicéto
cylohexa-
2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement,upamotif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-
diénique (ortho-quinonesjBruneton, 1993). Elles sont ubiquitaire dans la nature,
principalement dans le regne végétal et sont fategméactif{Cowan, 1999).

[1-3-8 - Stilbénes :

Les membres de cette famille possedent la simik-C2-Cs comme les flavonoides, ce
sont des phytoalexines, composés produits parléeggs en réponse a l'attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens et vitaascsources principales des stilbenes

sont les raisins, les vins, le soja et les arach{i@eozier et al, 2006).

lI-4- Propriétés biologiques des polyphénols :

Les recherches récentes sur les composés pipdewlen générale et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de lauesdpropriétés physiologiques comme les
activités antiallergiques, anti-artherogeniques ti-ialammatoires, hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, artaogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoif®iddleton et al, 2000 ; Ksouriet al, 2007).Ces actions

sont attribuées a leur effet antioxydant qui est @lleurs propriétés redox en jouant un réle
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important dans la destruction oxydative par la reisation des radicaux libres, piégeage
de
I'oxygéne, ou décomposition des peroxy¢iegveldt et al, 2001).

Les effets bénéfiquedes polyphénolsintéressent particulierement deux domaines : la
phytothérapie et I'hygiene alimentaifleeong et Shui, 2002)D’apres les études multiples
attestant de I'impact positif de la consommation mEyphénols sur la santé et la
prévention des maladies, les industriels commeseial maintenant des aliments enrichis
en polyphénols ou des suppléments alimentairegliBg leur activité antioxydante assure
une meilleure conservation des denrées alimentaresempéchant la peroxydation
lipidique. Dans I'industrie cosmétique, les commopBénoliques trouvent leur application
pratique en luttant contre la production des radichbres néfastes dans la santé et la
beauté de la peau. En phytothérapie, méme si westandications sont communes a
plusieurs classes (les propriétés vasculoprotestrgont par exemple aussi bien attribuées
aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et swstvemarines), chaque classe chimique

semble étre utilisée pour des bénéfices spécififfdesnebelleet al, 2004).

En ce qui concernkes flavonoides ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs par différentes mécanismes d’actionsit gar capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydetodek et al, 2002); soit par chélation des métaux (le
fer et le cuivre) qui sont d'importance majeure glbinitiation des réactions radicalaires ;
soit I'inhibition des enzymes responsables de r@ggtion des radicaux librégan Acker
et al, 1996 ; Benavente-Garcieet al, 1997).lls jouent un réle tres important dans le
traitement du diabete (inhibant I'aldose réductask) la goutte (inhibant la xanthine
oxydase), des inflammations (inhibant la lipoxygana la phospholipase et la
cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, dgpditension (quercétine), des
thromboses (flavonols), des allergies et des affestbactériennes et viraux (anti-HIV)
(Andersonet al, 1996 ; Cowan, 1999 ; Yaet al, 2004).Mais, on attribue également aux
flavonoides des propriét@égurosédatives, antispasmodiques, diurétiquespastiogenes
(isoflavones) contre lasénescence cérébrale et ses conséquences tdteatiah de la
mémoire et la confusiorD’autres parts, les citroflavonoides (flavonoidesvpnant de
divers Citrus) et le fragilité capillaire (insuffisance veinoaiphatique, crise

hémorroidairefHennebelleet al, 2004).
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Les anthocyanesont également utilisés dans les troubles de taliteacapillaire (vigne
rouge, Vitis vinifera L.), mais aussi comme diurétiques, voire méme eyptigues
urinaires. Leur plus grande spécificité reste cdpanleur propriété d’améliorer la vision
nocturne en facilitant la régénération du pourptairen (myrtille,Vaccinium myrtillus L. ;
cassis,Ribes nigrum L.) (Hennebelleet al, 2004) Présente comme des couleurs brillant
dans les fruits et les Iégumes, les anthocyanidimésmontré leur effet inhibiteur de la

croissance des lignées cellulaires humaf@esng et al., 2005).

Les taninssont considérés comme des anti-nutriments graceliaexs effets nuisibles a
savoir la digestion réduite des aliments, la fatbledisponibilité des micronutriments et
les dommages du foig€€hung et al, 1998) lls sont dotés d’un certain pouvoir astringent,
par lequel on explique leurs propriétés vascul@mtoices, cicatrisantes et anti-
diarrhéiques (chéneQuercus spp.). Les proanthocyanidines dimeres de l'aubépine
(Crataegus spp.) seraient de bons seédatifs cardiaqigennebelle et al, 2004)
Concernant le pouvoir antioxydant des tanninsgcetopriété est trés remarquable due a
leurs noyaux phénols et la présence des groupesidrihydroxyles sur le cycle B et les
groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. faemins catéchiques du thé vert : gallate
d’épicatéchine, gallate d’épigallocatéchine etit@pichine sont des puissants extracteurs
des radicaux libreRahman et al, 2006) ils inhibent les ions Cu qui catalysent

I'oxydation des lipoprotéines dans les macrophagegro (Yoshidaet al, 1999)

Lescoumarinessont utilisées pour leurs propriétés vasculopratexs, neurosédatives,
diurétigues, stomachiques et carminatifidennebelleet al, 2004) IIs ont la capacité de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, ebXyeles. lls préviennent également la

peroxydation des lipides membranai(@sderson et al, 1996)

Les acides phénols et ces dérivésont considérés comme responsables de I'activité
cholérétigue de lartichaut et les propriétés agmépques et anti-inflammatoires des
dérivés salicylés(Hennebelle et al, 2004) Les composés possédant les activités
antioxydantes et antiradicalaires sont l'acide igak, |'acide gallique et l'acide
chlorogéniquéBossokpi, 2002)Pour I'acide caféique, il se montre tres efficaoetre les
virus, bactéries et champignof@owan, 1999) Alors, l'acide gallique a pour pouvoir de
réduire la viabilité des cellules cancéreuse dumpuchez les sourig vitro et que la

combinaison de cet acide avec les médicamentsaanBceux tels la cisplatine peut étre un
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traitement efficace pour ce type de can@géwada et al, 2001 in Rangkadiloket al,
2007) Il peut aussi prévenir les dommages oxydatifs d’AD&llulaire a une faible
concentration et exerce une forte activité antifirdtive tels que la quercétine sur les
cellules humaines cancéreuses du colon et leslelépithéliales du foie chez les rats

normaux(Lee et al, 2005)

Certainesquinones, dérivant de I'anthraquinone, sont des laxatifs gtamts. Ellessont
rencontrées dans la bourdaifh@mnus frangula L.), les sénésGassia spp.) et les aloes
(Aloe spp.). D’autres activités antidépressives (hypeyicanti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antiallergiques &gt décrites et plusieurs molécules du
groupe ont une toxicité non négligeal{runeton, 1993 ; Hennebellet al, 2004).
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Introduction :

Dans les systemes biologiques, le stress oxysatdéfinit comme un déséquilibre de la
balance oxydants/antioxydants en faveur des oxgdamtrainant des dommages cellulaires
(Atamer, 2008) Il se développe lorsque les radicaux libres (ks oxydantes) sont
produits plus rapidement qu'ils ne peuvent étretrakses par les systemes de défense
antioxydant. Ce déseéquilibre peut avoir diversemimes, telles que la surproduction
endogene d’agents pro-oxydants d’origine inflamnnato(Picchi, 2006) un déficit
nutritionnel en antioxydants ou méme une exposigadironnementale a des facteurs pro-
oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamragpns ultraviolets, pollution
atmosphérique, métaux toxiqugdjoller et al., 1996 ; Valko etal., 2006; Valko etal.,
2005).

[11-1- Les radicaux libres :

I11-1-1- Définition :

Un radical libre est une espece caractériséauparinstabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’'un élestnon apparié sur la couche électronique la
plus externe(Benhaamou, 2012).

Les radicaux libres sont des espéces chimiquesi@iesy ou moléculaires contenant un
électron libre ou plus non appariés. Les réactaimmiques donnent naissances a ces especes
pour catalyser le milieu et elles disparaissemtfinlde la réactionfALI KALLA, 2012)

[11-1-2 - types des radicaux libres :

Parmi toutes les especes réactives oxygénéed)(ER distingue un ensemble restreint de
ces composeés qui jouent un role particulier en iplygie et que nous appelons kaslicaux
primaires a savoir : I'anion superoxyde {0, le radical hydroxyle *QOH), le monoxyde
d'azote (NO), le radical peroxyle (ROPDet le radical alkoxyle (RQd (Benhaamou, 2012)

Les autres radicaux libres, ditadicaux secondairestelles que I'oxygeéne singulierQle
peroxyde d’hydrogéne @@,) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par rigectle ces

radicaux primaires sur les composeés biochimiquda dellule(Favier, 2003)
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La durée de vie des radicaux libres est tréstepelle est d'ordre de picoseconde@0
seconde). La caractéristique commune des radidateslest la grande réactivité chimique
(Benhaamou, 2012).Le volume, la position stérique et la mésomériel'dmme ou la

molécule sont directement liés a la stabilité @escaux libres(Benhaamou, 2012)

[11-1-2-1- Radicaux libres actifs (radicaux non stdles):

Ce sont des radicaux libres de trés courte ddetevie, de petite masse atomique ou
moléculaire et d'une énergie d'activation qui teeds le zéro. A titre d'exemple de cette
famille on site: HO™, I, OH, NO, CHs", CHs. (Benhamou, 2012).

[I-1-2-2- Radicaux libres stables:

Ce sont des radicaux libres de grande duréeiaayi passe de quelqusgcondes a
guelques heures voire quelques jours. Ces radisank caractérisés pégur grande masse
moléculaire et leur tres grande stabilité et patedeur énergiad'activation tres limitée. Les
radicaux libres issus des corps aromatiques prE&sdas exemples les plus concrets de cette
famille & l'image du triphénylmethyle (IM), les radicaux issus du diphénylpécrylhydrazyle
(DPPH) et les radicaux du diphéngdexyde nitrique (PINO). (Benhamou, 2012).

[11-3- Origine de production des ERO :

Les radicaux libres nocifs sont produits dansganisme au cours du métabolisme normal.
Cette production augmente en rapport avec |'élématie la consommation d’oxygene
(Gauche et Hausswirth, 2006).Plusieurs mécanismes et systemes responsables de la
production de radicaux libres ont été identifiésquia présent, parmi eux nous citons :

» Des fuites d'électrons au niveau de la chaine ragiie de la mitochondrie
(Aurausseau, 2002)

» Des processus inflammatoires produits par les lesllyphagocytaires activées
(Milan, 2004 ; Van Antwerpen, 2006)

» Du systéeme xanthine déshydrogénase/ oxydase dotwél’ischémie-reperfusion
(Li etal., 2002 ; Valkoet al., 2004 ; Valkoet al., 2006);

» D’exposition a des agressions de I'environnemeantjrae les agents infectieux, la

pollution, les UV, la fumée de cigarette et le nayermeni{Tamer, 2003).
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lll-4- Réactions auto oxydantes:

Un nombre trés important de réaction d'oxydatesn chimie organique fait appel au
mécanisme des radicaux libres. L'oxydation orgamigst par définition I'effet de I'oxygene
de l'air sur les corps organiques en présencesfaidsurs et des conditions favorisant
l'oxydation. Citons les initiateurs aux radicauxdis et la sensibilité des réactifs a I'absorption
de la lumiéreTurbo, 1982).

La décomposition des produits alimentaires &@st des sujets importants de l'auto-
oxydation organique. Les chaines carboniques ndoréss des acides gras s'oxydent
facilement en acides carboxyliques de masses nmaléesiinférieures et caractérisés par une
odeur désagréable. Notons comme exemple de cetibeoxydation la consomption des
produits alimentaires par exposition a l'air ouaaldmiére pour une grande durée. La
peroxydation des solvants par action de l'oxygemd'ar est un second exemple de cette
gamme de réactiotvflihardt et Chore, 1999).

llI-5- Réactions d'oxydations dans le systéme biotpque:

Les réactions radicalaires, sans aucun doutgtilboent a la croissance du corps humain et
a sa conservatiorbpminique, 2004).Ceux-ci sont dus au réle important des réactiansd
les manifestations biologiqu¢aLlI KALLA, 2012), vu la présence des radicaux libres dans
les cellules humaines, particulierement dans ketiautoplastie biosynthése ou durant I'étape
de destruction des corps bioacti(€live, 1998).L'oxygene est I'élément de base dans les
cellules ou se passent I'oxydation, cette oxydah@st que l'effet de l'oxygene sur les
différents corps organiques de la cellule. L'imance de cette réaction réside dans I'obtention
de la quantité d'énergie nécessaire pour la foomatiautres corps organiques notamment les
corps cellulaires. Une partie de cette énergie @r plestination d'effectuer les différentes

activités fonctionnelles (mouvements, croissanugestions, dégagements (Eavier, 2003)
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Figure 12 : Organigramme des origines des radicaux libres axigdet les types des réactions
d'oxydation appliquées en biolodisL| KALLA, 2012)

[1I-6- Définition des antioxydants:
Les antioxydants sont des corps donneurs d'&atigdrogendHilcentr, 2003), ou des

molécules qui, par action sur les radicaux, lessfiament en corps stables. Les équations

suivantes schématisent ces réactions :

ROO + AH: > ROOH + AH

AH + AH >  A+AHy
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l1I-7- Dommages oxydatives des radicaux libres :

Les phénomenes radicalaires de base sont atiledson fonctionnement de I'organisme.
L’altération des composants cellulaires et descairas tissulaires intervient lorsque
l'intensité de ces phénomenes augmente anormalezhei@ipasse la quantité d’antioxydants
disponibles. La conséquence de ce déséquilibrentraieer une agression appelée « stress
oxydatif » (Rahman, 2002).Tous les tissus et tous leurs composants peuventaichés :
lipides, protéines, glucides et AD{Aurausseau, 2002 ; Valkoet al., 2006). Toutes ces
altérations augmentent le risque de plus de 30egsus de différentes maladigguoma,
1998).Parmi les, nous citons, les maladie d’Alzheirf&mith et al., 1996 ; Smithet al.,

2004) de ParkinsofBolton et al., 2000) de Creutzfeldt Jacob et de méningo-céphalids (
et al., 2008) les maladies cardiovasculaires et déficienceiague(Jha et al., 1995) les
cedemes et vieillissement prématuré de la f@aorgetti et al., 2003)et le cance(Ali et al.,
2008).

[11-8- Moyens de défense contre les radicaux libres

D’apresHalliwel (1994), un antioxydant est toute molécule endogene ogene présente
en faible concentration qui est capable de préyeeiretarder et de réduire I'ampleur de la
destruction oxydante des biomolécules.

Les systemes de lutte contre ERO sont classés dans 3 catégories : la préventiemps
plein (la prévention passive), la détoxificationtiae suite & une attaque oxydante et la
détoxification passivéVirot, 2004).

[11-8-1- Prévention a plein temps :

Ce type est un systéeme qui agit en permanenge lpd de prévenir la surproduction de
radicaux libres de I'oxygéne en inactivant les roolés endogenes (Fe, Cu) ou exogenes
(quinone) susceptibles de les générer. Par exergliaison de la transferrine (protéine
chélatrice) avec deux atomes de fer ferrique pdécnte a pH physiologique rend ce métal
incapable d'étre impliqué dans les mécanismes dliosgduction générateurs de radicaux
libres.(Nabila, 2012).
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[11-8-2- Détoxification active suite a une attaqueoxydante :
Ce systeme de défense repose principalement surygnes(Valko et al., 2006).
[11-8-2-1- Super oxyde dismutase (SOD) :

Il catalyse la dismutation de I'anion superoxyele hydrogene peroxyde {6k) et en
oxygene.

SOD

20,"+2H—— 5 H,0,+0,

Dans I'étre humain, il y a 3 isoformes des SO&bfacteurs métallique (Cu, Zn-SOD, Mn-

SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et laahndndrig(Landis et Tower, 2005).
[11-8-2-2- Catalase :

Cette enzyme est localisée essentiellementldanseroxysomes/alko et al., 2006)

Elle permet de convertir deux molécules d®ken HO et Q.

H>O»+ HyO» » 2 H O+ O

[11-8-2-3- Glutathion peroxydase :

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localiaes de cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradattes peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogene @@-) (Valko et al., 2006).

GPx
2GSH (réquity + H2O2 » GSSG (oxyae) + 2H20

GPx
2GSH (éduity ¥ ROOH ——— > GSSG (oxyde) * ROH + H2O
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[11-8-3- Détoxification passive :

Elle permet la réduction des radicaux oxygenéoqt pu passer les deux premieres lignes
de la défense. Elle incluse tous les antioxydaots enzymatiques capables de neutraliser
seulement un radical libre par molécule tels qevieamines C et E, les caroténoides, les
composés phénoliques, les flavonoides, l'albumiaejde urique, les polyamines, 'acide
lipoique, etc...(Svoboda et Hampson, 1999 ; Valket al., 2006).

[11-8-3-1- Vitamine E (tocophérol) :

Elle est considérée comme le principal antiorydattaché a la membrane utilisé par la
cellule pour inhiber la peroxydation lipidiqEryor, 2000 ; Valko et al., 2006).Durant la
réaction antioxydante, le-tocophérol est converti en radicaltocophérol beaucoup plus

stable en perdant un hydrogene arraché par uneessgdicalaire (radical peroxyle).

[11-8-3-2- Vitamine C (acide ascorbique) :

Ses propriétés antioxydants sont attribuées @apgacité d’étre réduit en radical ascorbyle
apres la perte d’'un électron ou d'un proton. Ceceddoeut facilement s’oxyder en captant
'anion superoxyde et certaines espéeces radicalgperhydroxyles et peroxyleg§yalko et
al., 2006, Van Antwerpen, 2006).

[11-8-3-3- Caroténoides :

L’activité antioxydante de ces molécules repgsacipalement sur la présence de
nombreuses doubles liaisons conjuguées au seiaudestructurgMortensen et al., 2001).
Généralement, elles interagissent avec les radiiares (ROO, R) par 3 mécanismes, soit
par I'abstraction d'hydrogene, transfert d'électebraddition du radicalEl-Agamey et al.,
2004)

29



Pantie bibliograptigue Stress oxydatil

[11-8-3-4- Acide lipoique (acide 1,2-dithiolane-3-gntanoique ; GH1402S) :

Cet acide est aisément absorbé et convertieamdt dans de nombreux tissus a la forme
réduite dithiol, I'acide dihydrolipoiquéfigure 13) (Smith et al., 2004). Il joue un réle
important dans le piégeage d&R0, la régénération des antioxydants endogenes gtaks
tels que les vitamines C et E et le glutathiorgHélation des métaux €uet F&* (Valko et
al., 2006).

S—S H
M i s(}\/\/\
COOH  ,ro_ 320 mV COOH
Acidei-lipoique Acide dihydrolipoique

Figure 13: Structure de I'acide lipoique et I'acide dihydpolique(Valko et al., 2006).
[11-8-3-5- Alumine :

Il se trouve en grande quantité dans le plasosagae une fonction thiol qui lui permet de
jouer un antioxydant puissant a fixer les diffésemétaux (Ctf, F€*...) et de prévenir leur
effets oxydantgHalliwell et Gutteridg, 1990)

[11-8-3-6- Composés phénoliques :

Ces substances sont trés utilisées dans la médgaditionnelle et moderne pour leurs
activités antioxydantegRice-Evanset al., 1996 ; Kolesnikov et Gins, 2001)Vue leurs
propriétés redox les plus élevées, les polyphéagissent comme des agents réducteurs,

donneur d’hydrogene en piégeant les radicaux libtemn chélatant les iorfRice-Evanset
al., 1995; Cook et Samman, 1996; Valket al., 2006).

11I-9- Méthodes d'évaluation des propriétés antioxydantes vitro :

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mebactivité antioxydante des aliments et les

systemes biologiqugg\li et al., 2008 ; Scherer et Godoy, 2009Elles peuvent étre classées
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en deux groupes selon deux mécanismes : soit pearisfert d’atome d’hydrogene, soit par

le transfert d’'un simple électr¢Sanchez-Moreno, 2002 ; Huanet al., 2005).

Les techniques du premier groupe sont emplopées évaluer la peroxydation lipidique
en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéigu&a quantification de cette propriété est
exprimée par la mesure du degré d’inhibition deydation(Sanchez-Morenoet Larrauri,
1998)

Alors, les méthodes du deuxiéme groupe sonégejli interviennent dans la mesure de
I'habilité du piégeage des radicaux libres. Ellesmportent le balayage du peroxyde
d’hydrogéne (HO.), de l'acide hypochloreux (HOCI), de I'hydroxyléOH), des anions
superoxyde (@), du peroxyle (ROQ et de l'oxyde nitriqgue (NOQ (Sanchez-Moreno,
2002).

Parmi ces techniques, nous citons :

» La méthode d’'ORAC (Capacité d’absorbance du radiedloxygene)Cao et al.,
1993);

» La méthode d’ABTS (2,2-azinobis (3-éthyle-benzathlme-6-sulphonate) ou
TEAC (Capacité antioxydante équivalente de Trolddi)ler et al., 1993);

» La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriquemtabixydants)(Benzie et
Strain, 1996);

» La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrdiazyl) (Brand-Williams et
al., 1995);

» La méthode de DMPD (Balayage du radical cation N; &methylp
phenylenediamingLi et al., 1994);

» La méthode TOSC (Capacité du piégeage des oxyaaitotaux)(Winston et
al., 1998);

» La meéthode TRAP (Parametre du piégeage du raditzd) (Wayner et al., 1985);

La méthode photochémiluminescence (P@9fovet al., 1987);

» La méthode d'hémolyg€harfi, 1995).

A\
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Introduction :

De nos jours, la découverte de ressources natsidlienonde végétal reste capitale pour la

mise au point de nouveaux remedes thérapeutiques. d@mposés chimiques sont

déterminés par une étude phytochimique qui conaistétecter et doser certains principes

actifs existants dans la plante. Ces derniers pguservir a la découverte des agents

thérapeutiques, économiques.

Avant d’entamer la partie matériels et méthodeyoiis semble nécessaire de définir les

objectifs de notre travail afin de justifier le @khodes différentes techniques de

manipulation

Notre étude a comme obijectif de vise les principaes suivants :

>

Faire un screening phytochimique afin de détermeeedifférentes familles des
composeés chimique qui existent dans nos deux glante

Extraire quelques composés phénoliques afin deése en évidence par des tests
chimique et biologique.

Quantifier quelques familles de ses principaux coség tels que les polyphénols.
Evaluer le pouvoir antioxydant de nos extraitslpanéthode de FRAP ainsi que
par la méthode de réduction du radical libre DPPH

Evaluer I'activité antimicrobienne par le biais@® souches bactériennes et 02
souches fongiques a I'aide des tests de sens#hdlfté de déterminer le pouvoir

inhibiteur de nos extraits vis-a-vis ces différamisroorganismes.

IV-1- Matiere végétale :

IV-1-1- Le matériel végétal :

Les parties aériennes (feuilles et tiges) de nag géantesluniperus phoenicea L. Cotula
cinerea (Del)., ont été récoltées dans le sud de I'Algérie suceeswnt dans la zone
d’Arbaouat dans la wilaya d’El Bayadh et la zonAlmidla a la wilaya de Béchar au mois

de mai 2015..
Tableau 2: superficies et coordonnées des zone de récolté
Arbaouat Abadla
Superficie 1 370 Krh 2 870 Knt
Coordonnées 33° 038" Nord ; 0° 3452" Est. | 31° 0100" Nord 2° 4400" Ouest
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¥

Figure 14: image satellite des zones de récolte a gaAdbaouat, a droiteAbadla

Les deux plantes ont été identifiées PaHasnaoui Oukachg professeur de botanique a
la faculté de biologie a I'université de Saida.

Au laboratoire, les parties aériennes récoltésé&é@tdécoupées en petites morceaux et
séchées a 'ombre dans un endroit bien aéré, demmeérature ambiante et a I'abri de la

lumiere, pour préserver le maximum l'intégrité deslécules.

Figure 15: séchage d@uniperus phoeniced..
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Figure 16: séchage d€otula cinerea(Del).

Le matériel végétal préparé est broyé et soumies ektractions afin d'extraire les
différentes classes de composés chimiques contelamssles deux plantes pour effectuer
les tests phytochimiques.

I\V-1-2-Préparation des extraits :

Les extractions solide / liquide de ces plantes é&ét réalisées selon trois modes de

préparation : infusion, décoction et macératiorritparParis etal., en (1969)

[V-1-2-1- Infusion en milieu aqueux:
4+ Verser 100 ml d’eau distillée bouillante sur 5gndatériel végétal.
= Agiter et laisser le mélange refroidir.

++ Filtrer le mélange et récupérer le filtrat

Figure 17:infusion du matériel végétal
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I\V-1-2-2- Décoction en milieu aqueux :
Dans un ballon surmonté d'un réfrigérant et a Baidune plaque chauffante sous
agitateur

«+ Mélanger 5g du matériel végétal avec 100ml d’eatilldie.

= Chauffer & une température d’ébullition stable daern 1 heure

4+ Filtrer le mélange et récupérer le filtrat

I\V-1-2-3- Décoction alcoolique :
+ Mélanger 5g de matériel végétal avec 100ml d’éthano
«+ Chauffer a une température d’ébullition stable daen 1 heure

<+ Filtrer le mélange et récupérer le filtrat

- ]

Figure 18: décoction du matériel végétal.

IV-1-2-4- Macération en milieu aqueux :
<+ Dans un Erlenmeyer, mettre 5g du matériel végétd 400ml d’eau distillée, sous
agitation, a une température ambiante, pendant 24h.
< Filtrer le mélange et récupérer le filtrat

IV-1-2-5- Macération alcoolique :
«+ Dans un Erlenmeyer, mettre 5g du matériel végétat a4 00ml d’éthanol, sous
agitation, a une température ambiante, pendant 24h.
«+ Filtrer le mélange et récupérer le filtrat

s
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Figure 19 : Macération du matériel végétal.

Tous les extraits préparés pour le screening phytoque sont conservés a 4°C et
a I'abri de la lumiere.

I\VV-2- Screening phytochimique :

Dans le cadre de la recherche de ces moléculeactivités biologiques nouvelles
d’'origine végétale, il est préférable de détermileeirs compositions chimiques par une
étude phytochimique afin de détecter les classesamposés existants dans les différents
organes des plantes.

Les tests phytochimiques sont basés sur dessadsasolubilité, sur des réactions de
coloration et de précipitation ainsi que sur desngans en lumiére ultra violette.

I\V-2-1- Différentes classes recherchées :
[V-2-1-1- Les tannins :

La présence des tannins est mise en évidenaeg@etant a 1ml de I'extrait éthanolique,
2ml d’eau et 2 & 3 gouttes de solution de Edilliée (1 %). L'apparition d’une coloration
bleue-noire caractérise la présence des tanniris|ged, verte ou bleue-verte celle des
tannins cathéchiqug3rease et Evans, 1987)

IV-2-1-2- Les flavonoides :

La réaction de détection des flavonoides comsistraiter 5ml de I'extrait éthanolique

avec 1ml de HCI concentré et 0,59 de tournures dgnésium. La présence des
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flavonoides est mise en évidence si une couleus ons rouge se développe apres 3
minutes(Cavé, 1993)
IV-2-1-3- Les anthocyanes :

Un volume de 2ml d’'infusé aqueux est additioar#ml| de HCI 2N. L’apparition d’'une
coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé gddition d’'ammoniac indique la présence
d’anthocyaneg¢Debray etal., 1971 ; Paris etal., 1969)

IV-2-1-4- Les alcaloides :

Nous avons procédé a une macération de 24 hder@grammes de poudre végétale
mélangés a 50ml deBOs dilué au demi et a de I'eau distillée. Nous avoitsefle
mélange et rincé a I'eau de maniere a obtenir Enfllitrat. Ensuite nous avons pris deux
tubes a essai dans lesquels nous avons introduidudmacéra. Nous avons ajouté dans le
tube n° 1,5 gouttes de réactif de Mayer et danwsibe n° 2, 5 gouttes de reéactif de
Wagner.

La présence d'une turbidité ou d'un précipité, apid minutes indique la présence
d’alcaloideqParis etal., 1969)
IV-2-1-5- Stérols et triterpénes :
Deux essais ont été effectués :

> Essai 1 :Test pour les stérols et stéroides :
Un volume de 10 ml de l'extrait éthanolique estcpladans un erlenmeyer. Aprés
évaporation a sec, le résidu est solubilisé avemll@e chloroforme anhydre. Ensuite, on
mélange 5 ml de la solution chloroformique avec Isdfanhydre acétique en y ajoutant
guelques gouttes d’acide sulfuriqgue concentré gite &t on laisse la solution se reposer.
Un test positif est révélé par I'apparition d’'unaaration violacée fugace virant au vert
(maximum d’intensité en 30 minutes aQ)l(Trease et Evans, 1987)

» Essai 2 :Test pour les hétérosides stérodiques et tritégpén :
Il consiste a évaporer a sec I'extrait éthanoligogespondant a 10 ml. Ensuite, on dissout
le résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acéthleroforme (5/5: V/V) ; puis on
filtre et on traite le filtrat par quelques gouttdacide sulfurique concenti@éaction de
Liebermann-Burchardt).
Si cette réaction donne des colorations verte-bitweerte-violette, elle indique alors la

présence respective des hétérosides stérodigtriteméniquegTrease et Evans, 1987)
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IV-2-1-6- Les saponosides :

Leur présence est déterminée quantitativemarepzalcul de I'indice de mousse, degré
de dilution d’'un décocté aqueux donnant une mouysssistante dans des conditions
déterminées. Nous avons procedé a une décocti@ngdemmes de poudre vegétale avec
100 ml d’eau distillée qu'on porte a ébullition pant 30 minutes. Apres refroidissement
et filtration, on réajuste le volume a 100ml. Atpade cette solution mere, on prépare 10
tubes (1,3cm de diametre interne) avec 1,2, ... 1@molume final étant réajusté a 10 ml
avec de 'eau distillée. Chacun de ces tubes af&t agec énergie en position horizontale
pendant 15 secondes.

Aprés un repos de 15 minutes en position veetiaan reléve la hauteur de la mousse
persistante en centimétre. Si elle est proche de Hans le 189 tube, alors l'indice de

mousse est calculé par la formule suivante :

I= Hauteur de mousse (en cm) dans le ¥Ctube x 5/ 0,0 X

La présence de saponines dans la plante est céefiavec un indice supérieur a 100
(Dohou etal., 2003)
IV-2-1-7- Les composés réducteurs :

Leur détection consiste a traiter 1 ml de l'aittéthanolique avec de 'eau distillée et 20
gouttes de la liqueur de Fehling puis chauffer.
Un test positif est révélé par la formation d'u@pité rouge briqué¢Trease et Evans,
1987).
IV-2-1-8- L’amidon :

On Chauffe 5 ml de I'extrait aqueux avec 10 fahé solution de NaOH saturée dans un
bain marie jusqu'a I'ébullition. Ajouter ensuiteréactif d’amidon.

Un test positif est révélé par I'apparition d’'ur@azation bleue-violacéBruneton, 1999)

I\V-3- Extraction des composés phénoliques :

Les extractions sélectives des principales famies composés phénoligues ont été
effectuées sur la partie aérienne des deux platie&es launiperus phoenicea L. et la
Cotula cinerea (Del) apres avoir étres broyées et soumis a urad&sgige a I'aide d’un

soxhlet et aved’hexane comme solvant durant six heures.
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Figure 20: dégraissage par soxhlet.

IV-3-1- Extraction des polyphénols totaux :

La poudre (10 gramme) de partie aérienne paurdiux plantes est placée dans un
Erlenmeyer contenant 100 ml d’une solution acéeme(70/30 ; V/V) pendant 24 heures.
Apres la filtration, les solutions acétone/eau séwvdporées a sec sous pression reduite
dans un évaporateur rotatif de typée{dolph Laborota efficient, WB eco )a 60C. Les
résidus secs pesés sont repris par 3 ml de métl{@anedhse et Evans, 1987).

10g de poudre/100ml acétone/eau
pendant 24h

Filtration et
évaporation a sec

Résidu sec repris pa
le méthano

Figure 21 : Protocole d’extraction des polyphénols totaux.

IV-3-2-Extraction des flavonoides :
Les extractions des flavonoidesJdieiperus phoenicea L. et Cotula cinerea (Del)., sont
réalisées par la méthode décrite Bakkara et al, (1998)« fractions d’acétate d’éthyle et

1-butanol ».

39



Pantie expenimentale Watenielo et méthodes

Une masse de 15 gramme tleurteau (la poudre dégraissée) de la partie ragziest
mise en contact avec 100ml d’une solution de nmé&tteau (80/20 ; V/V) pendant 24
heures.

L’extrait récupéré est ensuite évaporé a sew6@C) a l'aide d’'un rotavapeur type
(Heidolph Laborota efficient, WB eco ) Le résidu sec obtenu est partagé entre 15
millilitres d’acétate d’éthyle et 15 millilitres eau distillée chaude dans une ampoule a
décanter. Aprés agitation et décantation des dbasgs, la phase d’acétate d’éthyle est
récupérée puis séchée par un évaporateur rotaifriékidu sec est repris par 3 ml de
méthanol. La phase aqueuse issue de I'extractien Bacétate d’éthyle est partagée avec
15 millilitres du 1-butanol. La phase 1-butanol e&thée au rotavapeur &@0Le résidu
sec pesé, est repris par 3 millilitres de méthanol.

Poudre (159)

(Partie aérienne)

Extraction méthanol/eau 100 ml (80/20 ; V/V) (mati&m 48h)

A 4

Gxtrait méthanoliquD

Evapooatia sec (6C)

Additigie I'eau distillée  bouillante (15ml)

Extractipar acétate d’'éthyle (15ml) x3

l |

Phase acétat Phase aqueus

Lavager 1-butanol (15 ml) x3 A
A 4
Phase 1-butanol @ase aqueuD

Figure 22: Schéma d’extraction des flavonoidBgkkara etal., 1998).
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I\V-3-3-Extraction des tannins :

L’extraction des tannins est obtenue en suilamhéthode d&hang etal., en (2008).
Le broyat (partie aérienne) correspondant a 15 gresnest extrait par 100 millilitres du
mélange acétone/eau distillée (70/30 ; V/V) dutamis jours a la température ambiante.
La solution est filtrée et évaporée a 4D a l'aide d’'un rota-vapeur typeH¢idolph
Laborota efficient, WB eco )pour éliminer I'acétone. Puis, la phase aqueuskese par
15ml de dichlorométhane afin d’éliminer les pignseet les lipides.

Apres la séparation de la phase organique,daghqueuse est extraite trois fois avec 15
millilitres d’acétate d’éthyle. La phase organicuiasi obtenue est évaporée a sec &40

puis pesée et reprise par 3 millilitres de méthanol

15g du matériel végétal

Extraction Acétone/ eau (70/30, V/V) (3 jours)

Filtration ;

@trat acétone /eD

Evaporation a 40°C

1 Lavage avec dichloronagte (15 ml)

l l

Phase organique Phase aqueuse

Extraction par acétate
Phase acétoniqu d'ethyle (@ (x3)

Figure 23: Protocole d’extraction des tanins.
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» Calcul des rendements en extraits secs :
Nous pouvons déterminer le rendement de différepteties pour les deux plantes en

extraits secs en calculant le rapport suivant :

Rdt %= [P1-P2/ P3] x 100

#P1: poids du ballon aprés évaporation ;
+P2: poids du ballon avant évaporation ;

+P3: poids de la matiére végétale de départ.

IV-4- Dosage des composes phénoliques :

Le dosage des polyphénols totaux dans les exttas parties aériennes et des racines de
Juniperus etCotula a été effectué spectrophotométriquement selonékaade au réactif
de Folin-CiocaltefwWong etal., 2006)

» Principe :
Ce dosage est basé sur la quantification de laeobration totale de groupements
hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif @énFCiocalteu consiste en une solution
jaune acide contenant un complexe polymérigue g'igrétéro-polyacides). En milieu
alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu, oxyde lebépols en ions phénolates et réduit
partiellement ses hétéro-polyacides, d'ou la faonatd'un complexe bleuDaels-
rakotoarison, 1999)

» Mise en ceuvre pratique :

La teneur totale en phénols totaux des extraitts lotel la plante étudiée est déterminée par
la méthode de Folin-CiocaltgiWong et al., 2006 ; Biglari etal., 2008 ; Wang etal.,
2008).

Une quantité de 100ul de I'extrait est mélangée &/6ml de réactif de Folin-Ciocalteu
(10 fois dilué) et laissée réagir pendant 5 minl2¢sml d’une solution saturée deJ8&s
sont ensuite ajoutés, apres une heure a l'obscliatgsorbance est mesurée a 725nm
(Wong etal., 2006)

Les résultats sont exprimés en milligrammes-éqgaiald’acide gallique/gramme de
matiere végétale séche.

Une courbe d’étalonnage réalisée a l'aide de lagdllique a déférentes concentrations

est réalisée dans les mémes conditions que lestélires.
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IV-5- Etude de I'activité antioxydant :

IV-5-1- Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power:

Le pouvoir réducteur d’'un extrait est associéoa pouvoir antioxydant. L'activité
réductrice du fer de nos extraits est déterminémda méthode décrite p&an etal., en
(2008) basée sur la réaction chimique de réduction dii peésent dans le complexe
KsFe(CN) en Fé". La réaction est révélée par le virement de coytine du fer ferrique
(Fe®) en couleur bleu vert du fer ferreux (BeZCette capacité réductrice peut servir
comme un indicateur significatif de l'activité amydante potentielle d’'un composé.

L’absorbance du milieu réactionnel est détermingéCGnm.

Figure 24: Réduction du fer ferrique en fer ferreux.

» Mise en ceuvre pratique :
Un volume égal a 1ml de I'échantillon a différentesmcentrations (0.1, 0.25, 0.5, 0.75,1,
2mg/ml) est mélangé avec 2,5ml d’'une solution tamploosphate 0,2M (pH = 6.6) et 2,5
millilitres d’une solution de KFe(CN} a 1%. Le tout est incubé a°60pendant 20
minutes, puis refroidi a la température ambiantesuiie, 2,5ml d’acide trichloracétique
(TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réactpanis les tubes sont centrifugés a 3000
tpm pendant 10 minutes. 2,5ml du surnageant sonotég a 2,5ml d’eau distillée et 500ul
d’une solution de (Fegl6H0) a 0.1% sont ajoutés également au mélange.
La lecture des absorbances se fait contre un blan@00 nm a laide dun
spectrophotometre de typ@IBBY, Anadég.
L’acide ascorbique et le BHT sont utilisés commetdies positifs dans cette expérience
aux mémes concentrations choisies et dans les méndgions expérimentales.

» Expression des résultats :
Pour explorer les résultats obtenus, la maniéptus commune utilisée par la majorité des

auteurs est de tracer les graphes des absorbahtasues en fonction des différentes
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concentrations utilisées. L’augmentation de I'abaoce correspond a une augmentation

du pouvoir réducteur des fractions testées.

IV-5-2- Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) :

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralementslbstrat le plus utilisé
pour I'évaluation rapide et directe de l'activitétiaxydante en raison de sa stabilité en
forme radicale libre et la simplicité de I'analy$leabsorbe danbV a la longueur d’onde
de 515 a 520 nn{Bozin etal., 2008).

La méthode de DPPHorésente plusieurs avantages du fait qu’elle m¢gendante,
simple et rapide. Le test consiste a mettre lecehdDPPH (de couleur violette) en
présence des molécules dites « antioxydantes »dafimesurer leur capacité a réduire le
radical DPPH. La forme réduite (de couleur jaune) n'absorbespte qui se traduit par

une diminution de I'absorbance a cette longueundio

Figure 25 : Réduction de radical DPPHde coleur violette au diphényl picryl-hydrazine

(de couleur jaune).
(L 0 (L

lil MNIH
02N~ /J\\\ -HOs OuN- S NO.
J — 1T
T/ Hor—" \[///
NO>

1.1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPHY) (DPPH)-H

violet jaune

Figure 26: Réaction d'un donneur d’hydrogéne (antioxyadanécde radical DPPH
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» Mise en ceuvre pratique :
Le protocole expérimental suivi pour étudier I'ait® du piégeage du radical libore DPRH
est celui dBBenhammou etal., (2007).
A différentes concentrations, 50ul de chaque extradifférentes concentrations, sont
ajoutés a 1950 pl d’une solution méthanolique déBPa 6,34.1¢ M (0,0025g dans
100ml méthanol) ; pour chaque concentration undkst préparé. En ce qui concerne le
contréle négatif, ce dernier est préparé, en pdealen mélangeant 50 pl du méthanol avec
1950 pl d’une solution méthanolique de DPRHa méme concentration utilisée.
Apres incubation a l'obscurité pendant 30 minutésaela température ambiante, la
réduction du DPPHs’accompagne par le passage de la couleur vi@dtecouleur jaune
de la solution.
La lecture des absorbances est effectuée a 513tmdeé d’'un spectrophotometre de type
(BIBBY, Anadég.

» Expression des résultats :

» Calcul des pourcentages d’inhibition :

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inldhifpar la formule suivante :

1%= [(A 0-A7)/Ac]*100

+Ao : Absorbance du contréle ;
¢A7 : Absorbance du test effectué.

» Calcul des 1Gsp:
ICs0 Ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi app@&&, pour Efficient concentration
50), est la concentration de I'échantillon testé séage pour réduire 50% de radical
DPPHs. Les 1G, sont calculées graphiquement par les régressmgerithmiques des
graphes tracés, pourcentages d'inhibition en fonctlie différentes concentrations des
fractions testéefBertoncelj et al., 2007 ; Marxen et al., 2007 ; Schereret al., 2009 ;
Fabri et al, 2009)

IV-5-3- Calcul de l'activité antiradicalaire (Scawenging activity) :
Nous pouvons déduire l'activité anti-radicalairerdes extraits en calculant I'inverse des

valeurs des I€ trouvéegMaisuthisakul et al.,2007)

AAR= 1/ICso
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L’activité antiradicalaire et les pourcentages kibition sont comparés avec ceux de

I'acide ascorbique.
IV-6- Etude de l'activité antimicrobienne:

Pour la mise en  évidence de l'activité antd@ennes, six (06) souches bactériennes
(03 souches a Gram positif et 03 souches a Gramatif)ggt deux (02) levures ont été
testées vis-a-vis des extraits sélectifs desgmeériennes diuniperus phoeniced.. et

Cotula cinerea(Del).

Tableau 3 :Les différents microorganismes utilisés.

Microorganisme Référence
Saphyl ococcus aureus ATCC 25923
Listeria monocytogenes ATCC 19115 Gram
+
Bacillus subtilis ATCC 6633
Salmonella typhimurium ATCC 13311
., | Escherichiacoli ATCC 25933 | ©ram
0 -
S pa -
S seudomonas aer uginosa ATCC 27853
s}
Candida albicans ATCC 10231
(2}
()
% Candida albicans ATCC 26790
-

Les souches microbiennes ont été choisies sasgneent selon les différences de la
structure de la paroi (Gram+ et Gram) et selondégats potentiels qu’ils posent en

clinique et le défi gu’ils opposent a I'antibiota@re moderne.
IV-6-1- Préparation de L'échantillon d'extraits sékectifs :

Les extraits sélectifs des deux plantes siudslavec une petite quantité de DMSO

afin d’obtenir une gamme de concentration allant@@mg/ml & 0.024mg/ml.
IV-6-2-Préparation des précultures :
La sensibilité des bactéries et des levukes-a-vis les extraits sélectifs peut

étre étudiée par la technique de culture en milie liquide ou par la
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technique de diffusion en milieu solide. Pour egiart nous avons utilisé la méthode

de diffusion par disque en milieu solide couléeite de pétri.
I. Bactéries :

Les six souches bactériennes conservées sorgmensées dans des boites de Pétri
contenant 20ml de gélose nutritive et incul@@83%°C pendant 24h, afin de stimuler leur

croissance.
i. Champignons :

Les levures sont ensemencées parla méthoeke stiies sur milieGabourauden

boites de Pétri. Ces derniéres sont incubées aj@&idant 48h.
iii. Conservation des cultures :

La conservation des souches bactériennes se faitdiss tubes de gélose nutritive

inclinée a une température de 4°C.
IV-6-3- Tests d'activité antimicrobienne des extrds :
IV-6-3-1- Préparation des inoculums :

L’activité antimicrobienne des extraits est todiabord analysée pour leur zone
d’inhibition par la méthode de diffusion sur deslienix solides. Les inoculums sont
préparés en diluant une masse cellulaire danduéic@ode NaCl a 0,9 %, ajuste a I'échelle
de McFarland 0,5, confirmée par une lecture spphbotometrique sur le
spectrophotometre de tygBIBBY, Anadég. a 625nm X = 0,08 - 0,1, correspondant a
10° UFC/mL) pour les bactéries et 530nm = 0,12 - 0,15, correspondant a 1-5 ¥ 10
UFC/mL) pour les levuregPfaller et al,.1998).

IV-6-3-2- Ensemencement et application des disques

Un millilitre de suspension normalisée des miorganismes testés (LOFC/ml pour les
levures et bactéries sa,aureus & 10 UFC/ml a été répandu sur les plaques des milieux
solides, de gélose de Mueller-Hinton pour les bisdé et de Sabouraud pour les levures.
(Testoreetal,.2004).

Les suspensions ont été ensemencées sur laesugfal’aide d’'un écouvillon, des

plagues des milieux solides. Apres séchage, urueisq papier stérile (6mm de diamétre)
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imprégnés de 1@l des extraits sélectif (Img/disque) ont été ap@fdans la boite de
Pétri. Un disque préparé dans le méme Etat avdersent le volume correspondant de
DMSO a été utilisé comme contrble négatif. L'adBva été déterminée en mesurant le
diamétre de la zone inhibitrice en mm apres indabaa 37° C/24h pour les bactéries, a
30° C / 48h pour levuregBeddou et al,.2014). L’amoxicilline, I'ampicilline et la

gentamicine ont été utilisés comme des témoingifsosontre toutes les souches.

-
Inoculum de chaque souche ]
ajusté a 19JFC/ml pourcandida
et les bactéries saSfaureus qui
est de 10
N

Ensemencement de la
souche en surface de
la boite Pétri par un

écouvillon

15 ml de Muller Hinton y
pour les bactéries et |e—— @

Sabouraud pour candida

Les boites Pétri content les inoculums sont lasségoser a coté du bec pendent 20 mn

o
<+—>

6mm

Imbiber les disques en papier par 10ul de condsarird00mg/ml de chaque extrait
1l

Poser 04 disques dans chaque boite a I'aide d’unoe gtérile et introduire le boite dans |

réfrigérant durant 20 a 30 minutes

|}
Incubation a 37°C/24h pour les bactéries et 28°kCft8ur Candida

Figure 27 : Schéma descriptif de la préparation des disgtiBensemencement des

souches microbiennes.
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IV-6-3-3- Etude et détermination de la concentratia minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) estéterminée par la méthode de
microdilution sur bouillon tel que décrit pabkusa et al, en (2007) avec des
modifications mineures. Les extraits sélectifs giemtes ont été dissous dans le DMSO
(25mg/25Qu) et ajusté jusqu'a 5ml avec Muller Hinton bouillpour essai antibactérien)
ou Sabouraud Dextrose bouillon (pour le test dandidal), la concentration finale de
DMSO étant de 5%. Cette solution a été transferéplaques 96 puits (200/puits) et
dilués en série (base 2 logarithmiques dilutiongcaMuller Hinton bouillon ou avec
bouillon de Sabouraud Dextrose. Des cultures guaee24h de souches microbiennes ont
été remuées avec NaCl 0.9% pour atteindre 0,5 Nafchr(1G cellules/ml pour les
bactéries et fcellules/ml pour les levures), puis dilué & 1/1p6ur atteindre 10et 1¢
cellules/ml pour les bactéries et les levures,aethpement et inoculés dans les plagues de
96 puits (100 pl/puits). Les cultures ont été incubées a 37° Cdapeh 24h. La
concentration minimale inhibitrice (CMI) est déBrtomme la plus faible concentration de
I'échantillon qui empéche la croissance des micganismes dans les puits de

microdilution.

Les extraits avec CMI inférieure & 106/ml sont considérés comme nettement actif,
100<CMI< 625 pg/ml sont considérés comme modérément actifs elCl$ les plus

élevés que 62pg/ml sont considérés comme faiblement actikeete, 2010)

y

<<

ENAENNENNEDYR
1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
PP
52D
CODDDDDDDIDDID
DD (DD DD DD
£ (D DI
F Q2222
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Figure 28: Schéma descriptif de la Préparation et ensemegitiedes microplaques
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Resultats

V-1-Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques consistent a déteeerdifférentes familles de composés

phénolique existantes dans la partie aérienndud@erus phoenicea L. et Cotula cinerea

(Ddl)., par des réactions de caractérisation qualitaBvegmi quantitatives.

Ces réactions sont basées sur des phénomemesail@tation ou de coloration par des

réactifs spécifiques a chaque famille de composes.

Les résultats expérimentaux du screening phytaghe sont mentionnés dans le tableau

suivant :

Tableau 4 :Résultat du screening phytochimique

Composé cherché

Tanins

Flavonoides
Anthocyanes

Alcaloides

Stérols et Triterpénes

Saponosides

Composés Réducteurs

Amidon

plante

Juniperus phoenicea L. Cotula cinerea (Del).

++ +

tannins galliques tannins catéchiques

++ +
+ +
+ +
+ +
| =1100 |I= 1400
- +

(+) = présence en faible quantitér;+) = présence en quantité moyenite = absence.

V-2- Extractions sélectives :

L'étude phytochimique basée sur des tests dmdtdire a permis de caractériser les

familles de composés chimiques existantes danplaages Ceci nous a incités a effectuer
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des extractions sélectives de ces derniers afidéterminer leurs teneurs et étudier leurs
activités chimiques et biologiques.

Tableau 5 :Rendement en extraits sélectifs

extrait Polyphénols Tan Flavonoides Flavonoides
anins
plante totaux fraction acétate fraction 1-butano
Juniperus
. 26 % 6.49 % + 2.67 3.53% +0.29 3.73% +2.59
phoenicea L.
Cotula cinerea
27.7 % 489 % +1.48 3.18 % + 0.50 1.22 % +0.03
(Del).
Rendements en extraits séléctifs
30
X 20
C
Q
£ 10
©
Polyphénols totaux Tanins Flavonoides fraction Flavonoides fraction
 juniperus phoenicea L. M cotula cinerea (Del) ~ acétate 1-butanol

Figure 29: comparaison entre les rendements en extragstd#slentre les deux plantes.

En effet et selon les résultats inscrits dandaldeau (4) il est prouvé que les
polyphénols sont présent en quantité trés impa@talsins nos deux plantiiniperus
phoenicea L. et Cotula cinerea (Del)., avec des rendements quasi proches, les flavonoides
et les tanins sont présents en quantités moinsrtanges chez les deux plante la quantité

la plus faible est enregistrée cheatula cinerea (Del)., de 'ordre de (1.22%) en fraction
1-butanol des flavonoides

V-3- Dosage des polyphénols totaux :

Les polyphénols sont des molécules bioactives tezherchées parce qu’elles sont
réputées pour leurs excellentes propriétés antamigs et antimicrobiennes.
Pour ces raisons, un dosage de ces composés efféttué pour les deux plantes

Juniperus phoenicea L. Cotula cinerea (Del) et ce, par la méthode spectrophotométrique

51



Pantie expenimentale Zesaltate

au reactif de Folin-Ciocalteu. Les teneurs obtersoed exprimées en mg équivalent acide
galligue par gramme de matiére végétale seche @@/dg, en utilisant I'équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage ¢rded’acide gallique.

Les résultats obtenus sont représentés amasbleau(5), La courbe d’étalonnage de
I'acide gallique est représentée ddadigure(30).
Selon les résultats du dosage de polyphénols amegestré 217.2 et 276.74 mg EAG/g
respectivement pouluniperus phoenicea L. et C. cinerea (Del) , on remarque dans les
deux plantes des teneurs relativement fortes eqppéhols totaux.

En définitif, on peut dire que @otula cinerea (Del)., posséde une teneur en polyphénols
relativement élevé procheJdaniperus phoenicea L. Ces résultats importants refletent les
données trouvées dansfigure(29) ou nous avons enregistré des rendements élevés des
polyphénols totaux ce qui prouve la richesse dejubaglante en polyphénols a savoir les

flavonoides et les tanins

Tableau 6 :résultats du dosage des polyphénols totaux

Plante Polyphénols totaux en mg EAG/g

Juniperus phoenicea L 217.2
Cotula cinerea Del 276.74
£ 25
[
Q2
N R2=0.9938
S
o 1.5
[&]
C
c 1
2
3
Q05
<
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Cocentration en ug/ml
O Acide gallique Linear (Acide gallique)

Figure 30: courbe d’étalonnage de I'acide gallique.
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Teneur en polyphénols totaux

2
o V7

M Juniperus phoenicea L M Cotula cinerea Del

Figure 31 : comparaison entre les teneurs en polyphénolsxtatans les deux plantes.

V-4- Etude de I'activité antioxydante :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant desags des plantes a été réalisée par
deux techniques chimiques (La réduction de fer (PRAt le piégeage du radical libre
DPPH).

V-4-1- Réduction de fer (FRAP) :

C’est une analyse de l'activité antioxydante qst rapide, reproductible et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capasitpalyphénols a réduire le fer ferrique

Fe¥ en fer ferreux Fé2 Cette puissance de réduction est un des mécamiantioxydants.

Dans notre travail, nous avons opté pour tdsgeextraits sélectifs (polyphénols totaux,
tanins et les deux fractions, acétate et 1-butated,flavonoides) des deux plantes étudier
étudiéesluniperus phoenicea L. et C. cinerea (Del). Les valeurs obtenues ont permis de
tracer des courbes pour les extraits. Les résukptesentés damss figures (32-33nous
ont montré que la capacité de réduction fdu ferrique est proportionnelle a

'augmentation de la concentration de nos échansll
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a5 FRAP
s 3
=4
8 25
~
<<
S 2 =11
Q
<
3 15 M
o
2

'

< ra— :

0.5 st v

P
0 .
0 0.5 1 1.5 2 2.5
[C]
—&— Polyphénols totaux —fl—Tanins Flavonoides Fraction acétate
= Flavonoides fraction 1-butanol BHT Aside ascorbique

Figure 32 : Résultat de la méthode FRAP des extraitdumhgoer us phoenicea L.
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Figure 33 : Résultat de la méthode FRAP @etula cinerea (Del).

Pour les extraits sélectifs des deux plamtesliéesJuniperus phoenicea L. et Cotula
cinerea (Del)., le profil de réduction du fer augmente avane élévation des
concentrations utilisées. Cette augmentation est plarquée dans le cas des tanins et des
flavonoides fraction 1-butanol deniperus phoenicea L., avec(Do = 2.059 - Do= 2.052)
respectivement.

Nous remarquons qu’a la concentration de 2 mg/lek polyphénols, les tanins, les

flavonoides fraction acétate et les flavonoidestiva 1-butanol deJuniperus phoenicea
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L., et les les polyphénols, les tanins, les flavdas fraction acétate et les flavonoides
fraction 1-butanol deCotula cinerea (Del)., ont une capacité élevées a réduire lavec
des Do : (dans lI'ordre Do = 1.009 - Do= 2.059 -Pb.71 — Do = 2.052 — Do = 1.39 — Do
= 155 — Do = 0.877 - Do= 1.353), comparativementele du BHA et moyenne

comparativement a celle de I'acide ascorbique (o789 — Do = 3.3), respectivement.
V-4-2- Piégeage du radical libre DPPH :

Le pouvoir antioxydant des extrais sélectif raegte en fonction de la
concentration avec desd relativement considérable ce qui indique que nox géantes

possede un pouvoir fortement considérable a rétrinadical libre DPPH

Tous les extraits ont montré des pouvoir de gagg du radical DPF;Hproche avec

celui de I'acide ascorbique (3&d’acide ascorbique 0.20mg/ml ) sauf les deux foadi
des flavonoides dduniperus phoenicea L., qui ont montré des Kgplus forte que celle de

I'acide ascorbiqué€0.19mg/ml) pour la fraction acétate €2.08mg/ml) pour la fraction 1-

butanol.
A partir de ces résultats enregistrés lors dgenétude on peut déduire que Ja

phoenicea possede un pouvoir anti oxydant plus fort qu€.leinerea.

IC50=0.23mg/ml IC50=0.21mg/ml
= 2
100 R?=0.9228 100 R?=0.99 .
c Q Q C
o 80 o o 80
b= =
2 60 2 60
< <
= 40 =g
0\0 20 g 20
0 0
0 05 1 15 2 25 3 35 0 05 1 15 2 25 3
concentration des polyphénols totaux de concentration des polyphénols totaux de
J. phoenicea en mg/ml C.cineria en mg/ml
Figure 34 : Pouvoir antioxydant des Figure 35 : Pouvoir antioxydant des

polyphénols totaux déuniperusphoenicea L. Polyphénols totaux deéotula cinereaDel.
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p 5. e 5 7 . ‘ z
IC50=0.71mg/ml IC50=0.24mg/ml
100 R? = 0.9376 o 100 R? = 0.9912
S s0 S 8
= p=
9 60 2 60
c c
= 40 £ 40
ge} ©
X 20 X 20
O O
0 05 1 1.5 2 25 3 35 0 05 1 15 2 25 3 35
concentration des tanins de J. phoenicea concentration des tanins de C.cenerea
en mg/ml en mg/ml
Figure 36: Pouvoir antioxydant des Tanins Figure 37 : Pouvoir antioxydant des
Tanins deJuniperus phoenicea L. deCotula cinerea (Del).
IC50=0.19mg/ml 1C50=0.33mg/ml
100 R? = 0.9292 5 100 R? = 0.9907 0
O
c
80
S 80 0.2 XS] o
= 3 60
% 60 <
= 40 'g 0
o @ X 20
S 20 °
0 0
0 05 1 15 2 25 3 35
Ocon%gntratlion ééss fIa%/onozidses fr3actio?Fi5 concentration des flavonoides fraction
acetate de J.phoenicea en mg/ml acetate de C.cinerea en mg/ml

Figure 39 : Pouvoir antioxydant des Flavonoides

Figure 38 : Pouvoir antioxydant des
fraction acétate d€otula cinerea (Del).

Flavonoides fraction acétate de

Juniperus phoenicea L.

., C50=0.08 oo 1€50=0.39mg/ml
o] o R?=0.99
80 S 8
S 60 L2 60
2 10 S0
50 © -\g 20
X 0 SN
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
concentration des flavonoides fraction 1 concentration des flavonoides fraction 1-
butanol de J.phoenicea en mg/ml butanol de C.cinerea en mg/ml

Figure 40 : Pouvoir antioxydant des Figure 41 : Pouvoir antioxydant des

Flavonoides fraction 1-butanol Flavonoides fraction 1-butanol

deuniperus phoenicea L. deCotula cinerea (Del).
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Figure 42: pouvoir antioxydant de I'acide ascorbique

Tableau 7: les valeurs des Kgdes différents extraits

Extrait IC soen mg/ml
Polyphénols totauxJuniperus phoenicea L. 0.23
Tanins Juniperus phoenicea L. 0.71
Flavonoides fraction acétat Juniperus phoenicea L. 0.19
Flavonoides fraction -butanol Juniperus phoenicea L. 0.08
Polyphénols totau: Cotula cinerea Del. 0.21
Tanins Cotula cinerea Del. 0.24
Flavonoides fraction acétat Cotula cinerea Del. 0.33
Flavonoides fraction -butanol Cotula cinerea Del. 0.39
Acide ascorbique 0.20

valeur des IC;, des différents extraits

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
IC50 en mg/ml
M Acide ascorbic H Flavonoides fraction 1-butanol Cotula cinerea Del.
M Flavonoides fraction acétate Cotula cinerea Del. M Tanins Cotula cinerea Del.
M Polyphénols totaux Cotula cinerea Del. M Flavonoides fraction 1-butanol Juniperus phoenicea L.
M Flavonoides fraction acétate Juniperus phoenicea L. M Tanins Juniperus phoenicea L.

M Polyphénols totaux Juniperus phoenicea L.

Figure 43 : Comparaison entre lesd§tles différents extraits
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V-4-3- Activités antiradicalaire (AAR) : 1/ICso

Tableau 8 :Activité antiradicalaire des différents extraits :

Extrait AAR
Polyphénols totauxJuniperus phoenicea L. 4.34
Tanins Juniperus phoenicea L. 1.4
Flavonoides fraction acétat Juniperus phoenicea L. 5.26
Flavonoides fraction -butanol Juniperus phoenicea L. 12.5
Polyphénols totauxCotula cinerea (Del). 4.76
Tanins Cotula cinerea (Del). 4.16
Flavonoides fraction acétateCotula cinerea (Del). 3.03
Flavonoides fraction -butanol Cotula cinerea (Del). 2.56
Acide ascorbique 5

activité antiradicalaire des différents extraits

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
activité antiradicalaire
M Acide ascorbic M Flavonoides fraction 1-butanol Cotula cinerea Del.
M Flavonoides fraction acétate Cotula cinerea Del. M Tanins Cotula cinerea Del.
M Polyphénols totaux Cotula cinerea Del. M Flavonoides fraction 1-butanol Juniperus phoenicea L.
M Flavonoides fraction acétate Juniperus phoenicea L. M Tanins Juniperus phoenicea L.

M Polyphénols totaux Juniperus phoenicea L.

Figure 44 :comparaison entres les activités antiradicalaiessdifférents extraits

V-5- Activités antimicrobienne :

V-5-1- Testes de sensibilité : Méthode de diffusiosur disques :

Le teste de sensibilité consiste a recherchaesehsibilité des souches vis-a-vis des
extraits des deux plantes. Nous avons testé ligctile huit extraits par la méthode des
disques.
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Cette sensibilité est exprimée par I'apparitiorzdees d'inhibition autour de ces disques.
Les diamétres de celles-ci sont donnédestableau(9)
Tableau 9 :diametre d’inhibition des bactéries vis-a-vis |@&dents extraits en mm.

Diametre d’inhibition (mm)

les extraits PTj T F.FA] F.Fl1-bj PTc Tc F.FAd=.F1-bc
Saphylococcus 12 10 8 11 6 10 8 7 Gram
aureus *
Listeria 15 7 14 8 9 10 9 8
monocytogenes

Bacillussubtilis 10 11 14 12 14 16 22 20
Salmonella 8 8 6 7 6 12 8 11  Gram
typhimurium )
Escherichia coli 10 8 7 10 7 8 10 7
Pseudomonas 18 13 15 16 15 12 13 10
aeruginosa

Candida 11 8 10 6 7 8 10 13

albicans

Candida 18 7 10 7 8 10 10 9

albicans

PTj: Polyphénols totaux d@uniperus phoenicea L.; Tj : TaninsJuniperus phoenicea L. ; F.FA]j:
Flavonoides fraction acétatéuniperus phoenicea L. ; F.F1-bj: Flavonoides fraction 1-butanol.
Juniperus phoenicea L. ; PTc : Polyphénols totaux déotula cinerea (Del).; Tc : Tanins.Cotula
cinerea (Del). ; F.FAc: Flavonoides fraction acétatéotula cinerea (Del). ; F.F1-bc : Flavonoides

fraction 1-butanolCotula cinerea (Del).

» NB : le diametre de disque est calculé y comprdideétre de la zone d’hinibition

Les diamétres des zones d’inhibition moins den7 ont été enregistrées comme inactifs,
entre 7 et 10 mm ont été enregistrés comme faibliemaive, de 10 mm et moins de 15
mm, ont été enregistrés comme modérément actitaidoup active quand un diamétre
d’inhibition de la croissance ont été de plus dents.

Le tableau suivant réesume le degré de sensibigt différentes bactéries vis-a-vis nos

extraits
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Tableau 10: degrés de sensibilité des ouches vis-a-visifexehts extraits

Degré de sensibilité

Extrait PTj Tj F.FAj F.F1-bj PTc Tc F.FAc F.F1-
bc
Saphylococcu M.A  F.A F.A M.A F.A F. I
saureus
Listeria M.A M.A F.A F.A F.A F.A F.A
monocytogenes G?m
Bacillus F.A M.A  M.A M.A M.A B.A B.A B.A
~subtilis
Q
% Salmonella FA FA | MA FA MA
@ typhimurium
Escherichia F.A F.A F.A [ F.A M.A I
) Gram
coli )
Pseudomonas BA MA MA B.A MA MA M.A F.A
aeruginosa
Candida M.A F.A F.A | F.A F.A M.A
.. albicans
o
>
§ Candida B.A F.A | F.A F.A F.A F.A
albicans

| : inactive ; F.A : Faiblement actif M.A : modérément actif B.A : bien actif

PTj: Polyphénols totaux d#uniperus phoenicea L.; Tj : TaninsJuniperus phoenicea L. ; F.FAj:
Flavonoides fraction acétat®iniperus phoenicea L. ; F.F1-bj : Flavonoides fraction 1-butanol.
Juniperus phoenicea L. ; PTc : Polyphénols totaux deotula cinerea (Del). ; Tc : Tanins.Cotula
cinerea (Del). ; F.FAc: Flavonoides fraction acétateotula cinerea (Del). ; F.F1-bc : Flavonoides
fraction 1-butanolCotula cinerea (Del).
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Figure 45: comparaisons des diamétres d’inhibition des difféa® bactéries vis-a-vis les
différents extraits.

PTj : Polyphénols totaux d#uniperus phoeniceaL.; Tj : TaninsJuniperus phoeniceal. ; F.FA;:
Flavonoides fraction acétat®iniperus phoenicea L. ; F.F1-bj : Flavonoides fraction 1-butanol.
Juniperus phoenicea L. ; PTc : Polyphénols totaux deotula cinerea (Del). ; Tc : Tanins.Cotula
cinerea (Del). ; F.FAc: Flavonoides fraction acétateotula cinerea (Del). ; F.F1-bc : Flavonoides
fraction 1-butanolCotula cinerea (Del).

Bacillus subtilis

Saphylococcus aureus

Figure 46 :sensibilité des bactéries a Gram +
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Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Figure 47 :sensibilité des bactéries a Gram —

Candida albicans 10231 Candida albicans 26790

Figure 48 :sensibilité de€andida albicans

1 : Polyphénols totaux d#uniperus phoenicea L.; 2 : TaninsJuniperus phoenicea L. ; 3 :
Flavonoides fraction acétatkiniperus phoenicea L. ; 4 : Flavonoides fraction 1-butanol.
Juniperus phoenicea L. ; 5 : Polyphénols totaux deotula cinerea (Del). ; 6 : Tanins.Cotula
cinerea (Del). ; 7 : Flavonoides fraction acétateotula cinerea (Del). ; 8 : Flavonoides fraction 1-
butanol.Cotula cinerea (Del). ; T : DMSO.
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Tableau 11 :résultat du test de I'antibiogramme

Antibiotique AMX | AMP | GN
Staphylococcus aureus 7 7 )
Listeria monocytogenes - - -
3 Bacillus subtilis 7 14 -
% Salmonella typhimurium - - 16
s}
Escherichia coli 9 17 19
Pseudomonas aeruginosa 10 19 16
" Candida albicans ATCC 10231 - 8 -
(O]
>
E, Candida albicans ATCC 2679C - 8 -

Listeria monocytogenes Bacillus subtilis

Escherichia coli

Candida albicans ATCC 10231 Candida albicans ATCC 26790

Figure 49: résultats de I'antibiogramme
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Partie expernimentale

Resultats

V-5-2- Concentration minimale inhibitrice :
L’évaluation des concentrations minimales intibés des polyphénols totaux, des

tanins et des flavonoides, fraction acétate et tarml, des deux plantesJuniperus

phoenicea L. Cotula cinerea (Del)., nous a permis de mettre en évidence les concamtrati

minimales de nos extraits qui a partir desquebsshactéries que nous avons testé sont

inhiber, ces résultats sont présenter dans leaalseivant.

Tableau 12 :Les différentes concentrations minimales inhib@sicles différents extraits.

Bactéries

Levures

PTj: Polyphénols totaux diuniperus phoenicea L.; Tj : TaninsJuniperus phoenicea L. ; F.FAj:
Flavonoides fraction acétat®iniperus phoenicea L. ; F.F1-bj : Flavonoides fraction 1-butanol.
Juniperus phoenicea L. ; PTc : Polyphénols totaux deotula cinerea (Del). ; Tc : Tanins.Cotula

Les extraits

Staphylococcus
aureus
Listeria
monocytogenes

Bacillus subtilis

Salmonella
typhimurium
Escherichia coli
Pseudomonas
aeruginosa
Candida
albicans
Candida
albicans

PT]
0.093

0.18

0.375
0.18

0.375
0.375

0.093

0.18

Concentration minimale inhibitrice en mg/ml

Tj
0.18

0.093

0.93
0.18

0.375
0.18

0.18

0.18

F.FA]
0.046

0.93

0.18
0.046

0.093
0.18

0.18

0.093

F.F1-bj
0.093

0.18

0.093
0.093

0.18
0.093

0.093

0.093

PTc
0.093

0.046

0.093
0.046

0.093
0.046

0.093

0.093

Tc
0.093

0.18

0.046
0.093

0.093
0.18

0.093

0.093

F.FAd.F1-bc
0.093 0.023
0.046 0.046
0.093 0.046
0.093 0.046
0.093 0.046

0.046  0.093
0.046  0.046
0.046  0.046

cinerea (Del). ; F.FAc: Flavonoides fraction acétatéotula cinerea (Del). ; F.F1-bc : Flavonoides
fraction 1-butanolCotula cinerea (Del).

Ces résultats confirment ceux obtenus avecsle tde sensibilité. En effet les souches

testées sont inhibées a partir d'une concentration375ug/ml et la plus faible

concentration minimale inhibitrice enregistréeas23ug/ml chez la fraction 1-butanol de

J. phoenicea face aStaphylococcus aureus.
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Discussion :

Les plantes représentent I'essentiel de la pharpésceet I'avenement de la chimie

moderne.

L’analyse phytochimique sur les extraits desétagx est une étape préliminaire et d’'une
grande importance, puisqu’elle révéle la présenes cbnstituants connus par leurs

activités physiologiques et possédants des ver&gainales(Sofowra,1993).

Les recherches effectuées sur différents extsaiectifs des parties aériennes des plantes
Juniperus phoenicea L. Cotula cinerea (Del)., révelent la présence des importants
métabolites secondaires comme les saponosidefavesoides, les tanins ; les stérols et
les terpénes qui sont des précurseurs de drogess utiles en thérapie chimique
(Sofowra,1993).

Des propriétés antibactériennes et cardiotosiqoat décrites chez les terpénoides, leur
présence signifie que les plantes sont une bonneeale substances antibactériennes.
(Epanb etal., 2007 ; Kwaba et Tella, 2009).

Comme on note la faible teneur de certains noditab secondaire cheduniperus
phoenicea L. Cotula cinerea (Del)., comme I'amidon et les alcaloides et l'altsenles
composeés réducteurs et en anthocyanes ce qui esbreordance avec les résultats
obtenues paffatiha, 2002).

Vue La quantité importante des polyphénols motant les flavonoides et les tanins,
nous avons jugé judicieux de réaliser les extrastgglectives de ces différents composés

d’ou les rendements ont été déterminés par rappb®0g de la matiere végétale seche.

Nous constatons que l'extrait phénolique Gi#ula cinerea (Del)., enregistre un fort

rendement de I'ordre de 27.7% suivi par celudataperus phoenicea L. qui est de 26%.

En ce qui concerne les autre extraits des flaides (phase acétate d'éthyle et phase 1-

butanol) et des tanins, les valeurs étaient manmmoitantes de I'ordre de 3.18% ; 1.22% ;
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4.89% pourCotula cinerea (Del)., et de l'ordre de 3.53 % ; 3.73 % ; 6%9 pour
Juniperus phoenicea L.

La phytochimie gquantitative a révélé des taokahbles en polyphénols totaux pour les
deux planteguniperus phoenicea, Cotula cinerea (Del)., le taux le plus élevé se rencontre
chez la partie aérienne deotula cinerea (Del)., 276.74 mg EAG/g ., nos résultats
obtenues cheZotula cinerea (Del)., sont largement plus supérieur que cellevieo par
Benhamou en (2011yui est de 22.2 mg EAG/g.

Cette variabilité des teneurs en polyphénolszches especes végétales est du
probablement a la composition phénoliques des iext(Blayouni et al., 2007), aux
facteurs génotypiqueéEl-Waziry, 2007), les conditions biotiques (espece, organe et
I'étape physiologique) et abiotiques (facteurs @&igyes)(Ksouri et al., 2008),la nature
du sol et le type du microcliméatmani et al., 2009)et aussi aux étages bioclimatiques ou
poussent ces plantes . Cette différence est olsdargs les différentes études sur la partie

des plante étudier, et peut étre du a I'annééddte et aux conditions climatiques.

Les antioxydants naturels des plantes incluesg domposés phénoliques peuvent

produire des effets bénéfiques de piegeage desatadiibreChang etal., 2002).

Les extraits sélectifs diniperus phoenicea L., et deCotula cinerea (Del)., ont montré
des pouvoirs de réduction du fer ferrigge¥ en fer ferreuxFeZ proportionnelles a

'augmentation de leurs concentrations et plus irgmts que le BHT.

A la concentration de 2 mg/ml, les polyphénolsux, les tanins, et les deux fractions
des flavonoides deJuniperus phoenicea L., ont montrés des capacités tres élevées a
réduire leFe® avec des Do de: (1.009) pour les polyphénolsuigté2.059) pour les
tanins, (1.71) pour la fraction acétate des flavdes, (2.052) pour la fraction 1-butanol
des flavonoides, Les tanins et la fraction 1-butahe® Juniperus phoenicea L., ont
enregistré des capacités de réduction de fer las plever avec (2.059) et (1.71)
respectivement, par contre le BHT avec (Do = 0.786%t révélé moins actif que nos
extraits qui sont avérés moyennement actifs papadpavec l'acide ascorbique qui a
démontrer une forte capacité a réduire le fer afl2c = 3.3). pour les extraits sélectifs de
Cotula cinerea (Del)., les résultats enregistrés étaient tresifsigtifs et d'une forte

capacité a reduire le fer avec et meilleurs qu8Ha avec des Do de (1.39) pour les
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polyphénols totaux, (1.55) pour les tanins, (0.8¥a)r la fraction acétate des flavonoides,

(1.353) pour la fraction 1-butanol des flavonoides.

L’analyse de I'activité de réduction du radi€d#PPH évalue la capacité de I'extrait a
donner une molécule d’hydrogene ou a éliminer delicaux libres. Le radical DPPst
un radical libre stable et quand il réagit avecamposé antioxydant qui peut faire un don
d’hydrogéne, il est réduit a diphenylpicrylhydrazithes modifications de la couleur (c'est-
a-dire du violet profond au jaune clair) peuvene énesurées par spectrophotométrie
(Azlim et al., 2010).

On considere les terpénoides, flavonoides,dities et les tanins comme des substances
potentiellement antioxydantésladhuri et Pandey, 2009).

Cependant, la présence de ces substances irdhgaenos extraits et fractions sont dotés
d'une activité antioxydante. Le meilleur antioxytanaturel sont: les fractions
butanoliques ou/et acétate d’éthyle non seulement pe test mais aussi pour l'autre
méthode appliquée dans ce travail. les piégeurpliesefficaces du radical libre DPPH
sont ceux possédants les valeugol@®s plus basses : chdaniperus phoenicea L., la
fraction 1-butanol d’'une 1§ : 0.08 mg/ml et la fraction acétate d’'unesdC0.19 mg/ml
sont plus basses que celui obtenue par le staadatd ascorbique Kg: 0.20 mg/ml. La
fraction de polyphénol d€otula cinerea (Del)., 1Go 0.21 mg/ml ainsi que la fraction
acétate d'éthyle 16 : 0.33 mg/ml , fraction butanolique 46: 0.39 mg/ml et la fraction
tanins IGo : 0.24 mg/ml ce sont avérées efficaces mais faiteapport au standard.

Les composés phénoliques peuvent aider a protégecellules contre les dommages
oxydatifs causés par les radicaux libiesrakot et al., en (2006)ont signalé que I'extrait

de plante riche en composés phénoliques mene actingé antibactérienne.

L’activité antibactérienne des composeés péneliquitre plusieurs activités biologiques,
peut étre utilisée a la place des antibiotiquegatolpour un contrdle efficace des agents
pathogeénes d’origine alimentaire. Les feuillesJdeiperus phoenicea L. peuvent étre une
source de médicaments antibactériens contre letriesc Gram-positives, notamment

contre les microorganismes multi-résistan{@bdenbi etal., en 2014).
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Les résultats de I'essai de diffusion ont biémété que tous les extraits de la partie
aérienne dduniperus phoenicea montrent une activité sur les bactéries testees plus
ou moins une inhibition de la croissance, selondesches bactériennes, une activité
antibiotique de type différent des bactéries conuomparer a la norme .Ces résultats

concordent avec ceux obtenus pliu et al., en (2009).

L’étude dein vitro de I'activité antibactérienne des extraits degypioénols totaux, des
tanins et des flavonoides des deux pladi@sperus phoenicea L., et Cotula cinerea
(Del)., a montré que ces extraits possedent degopsunhibiteurs modérés a appréciables
contre tous les microorganismes testés. Ce powanie selon I'espece et la famille des
microorganismes. Les polyphénols totaux Jimiperus phoenicea L., se sont montrés
modérément actif contre les bactéries a Gram+,elZanchePseudomonas aeruginosa et

Candida albicans sont avérées tres sensibles contre ce méme extrait

Abdelhamid et al., en (2012)ont déduit que l'effet de plusieurs extraits @etula
cinerea (Del) par (infusion, décoction, macération ;quéation) surk. coli etS. aureus a

donné des petits diamétres d’inhibition compar@éx aelles que nous avons obtenus

Bensizerara et al., (2012pnt déduit que I'effet de plusieurs extraits@aula cinerea
(Del)., par (éther de pétrole, I'éthanol 70 %, ridmol ; I'acétate d’éthyle) suE. coli ; K.
pneumonie S. aureus a donné des petits diamétres d’inhibitions compae celle que

nous avons trouvé.

En revanche et d’apréddenbi et al,. en (2014)les zones d’inhibitions obtenues par la
méthode des disques varient entre 20 et 55 mmldnele essentielle d€otula cinerea,
vis-a-vis les souches bactériennédefsiella pneumoniae, Echerichia coli,). Avec les
autres souches bactérienneSalihonnella heidelberg, Saphyloccocus aureus et

Pseudomonas aeruginosa), il n y'a pas une zone d’inhibition.

Ces résultats enregistrer lors de test de Bagramme sur les microorganismes que
nous avons utilisé par le biais d’Amoxicilline, Amilline et Gentamicine ont monté que
les bactéries a Gram- ne sont pas sensible can@ertamicine, en revanche les diametres
d’inhibition donnés par I'ampicilline et I'amoxitihe se sont aveérés relativement

moyenne par rapport avec celle causés par nostextra

Toutes les souches testées vis-a-vis les exttad polyphénols totaux, des tanins et des

flavonoides des deux plantdsniperus phoenicea L., et Cotula cinerea (Del)., sont
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inhibées a partir d'une concentration de 375ugtrtd plus faible concentration minimale
inhibitrice chezl. phoenicea enregistrée était de 46 pug/ml chez la fractioktate face a

Staphylococcus aureus et Salmonella typhimurium.

La concentration minimale inhibitrice des eittr&électifs deCotula cinerea (Del)., a

éte enregistrée chez la fraction 1-butanol a 2&gk-a-visSaphylococcus aureus.



CONCLUSION

Notre étude réalisée au Laboratoires de biotdagie, pharmacognosie et valorisation
biologique des plantes a l'université de Saida,snayermis de mettre en évidence la
présence des différentes familles de composés ghanidans les deux plant&siperus
phoenicea L. et Cotula cinerea (Del)., ainsi que I'évaluation des activités biatpgs et le

pouvoir antioxydant de ces plantes.

Les tests phytochimiques ont montré la préseesepolyphénols, des saponosides, des

flavonoides, et des tanins en quantité importante.

Au cours de l'extraction sélective des compoleéplus fort rendement a été obtenu en
polyphénols totaux (27.7%) polespeceCotula cinerea (Del)., et (26%) cheduniperus
phoenicea L., les flavonoides et les tanins ont donné des@ments relativement faibles
par rapport aux polyphénols totaux, pduniperus phoenicea L. on’a eu (6.49%@n tanins
et (3.53%) et (3.73%) en flavonoides pour la foectacétate et la fraction 1-butanol
successivement, po@otula cinerea (Del)., les rendements étaient de (4.8 taninset
(3.18%) et (1.22%) en flavonoides pour la fracteeetate et la fraction 1-butanol

successivement.

Le dosage des polyphénols totaux des deux glanfgermis de mettre en évidence les
teneurs de ce dernier (217.2 mg EAG/g) poduniperus phoenicea L. et (276.74 mg
EAG/qg) pourC. cinerea.

L’évaluation du pouvoir antioxydant des polypbisntotaux, des tanins et des fractions
acétate et 1-butanol des flavonoidesJdeiperus phoenicea L. et Cotula cinerea (Del).,
par la méthode de FRAP et le piégeage du radimed DPPH nous a permis de calculer
les capacités de réduction de fer et deg I@lativement considérable ce qui nous a
poussé a déduire que toutes ces extrpiissedent une activité antioxydante relativement
forte par rapport avec le BHT et proche a cell$atgde ascorbique.

Les capacités antioxydantes déterminiéastro sont en relation directe avec le contenu

en métabolites secondaires de chaque extrait eidinaet dépendent de I'ensemble des



Conclusion

substances antioxydantes, de leurs natures, de leneurs et de leurs structures et de
toutes les interactions moléculaire qui peuvent @gifacons synergigue pour hausser cette

activité.

Les antioxydants naturels des espéeces vegdéhlesales et particulierement celles des
extrais sélectifs dduniperus phoenicea L. et et Cotula cinerea (Del)., peuvent étres trés
utiles pour renforcer I'organisme dans le cas desst oxydatif et de prévenir les

différentes pathologies survenues lors d’une adagqdicalaire(Nabavi et al., 2009).

L'étude du pouvoir antimicrobien a montré gege kextraits deJuniperus phoenicea L.,
et et Cotula cinerea (Del)., montré des capacités a inhiber toutes deuches
microbiennes que nous avons utilisés allant deefaibnt actif a fortement actifa souche
microbienneBacillus subtilisa montré une trés forte sensibilité contre lesdimides de et
Cotula cinerea (Del). Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans se sont révélées trés
sensibles vis-a-vis les polyphénols totauxJaleperus phoenicea L.

La mise en évidence de I'étude des concentatimimimales inhibitrices des extraits
sélectifs de etCotula cinerea (Del). et Juniperus phoenicea L., possedent des
concentrations minimales inhibitrices allant de78.a 0.023 mg/ml.

En fin, ces résultats préliminaires peuvene &omplétés par d'autres études plus
approfondies (tests toxicologiques, mode d’'actien d’application, etc.) et la
caractérisation de ces extraits qui nécessite,-gteait d’autres techniques de détection
comme CPG-SM, HPLC-SM et RMN.

Pour plus d'efficacité, de nombreuses perspestipeuvent étre envisagées parmi
lesquelles on peut citer :
* Elargir le panel des activités antioxydantesitro etin vivo
» Effectuer d’autre teste antiinflammatoires et anim@reux
» Caractériser et isoler les principes actifs respbles de ces propriétés

pharmacologiques
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Annexe |: Composition des milieux de culture.

Eau physiologique

BaUu distill@e. ... e e e e

Bouillon Mueller Hinton

Infusion de viande de boaUT.......covoe it
Hydrolysat acide de caséine............cooviiiiiiiiiie i
AN ON . . e e e e e

= T 0 L1531 ==

Gélose Mueller Hinton

Infusion de viande de boeuf..............ooooiiii i
Hydrolysat acide de Cas€iNe............ccovviiiiiiiii i i e e e ee e

F AN 0 1170 o] o

pH = 6,8 (x0,2) & 37°C

Gélose nutritive

Extrait de [evure...... ...
EXtrait de VIANGE. ... .o e e e
PePIONE. ..
L1800 1S =P

a0 = L= T - 1

BaU diStillEe. . .ot e e e s

.................... 4.0g

e 17.59
viern 0159



Bouillon nutritif
EXTrait de [@VUI.... ... e e e 249
Extrait de viande. ... ..o e a2 100
P PO . . 59
1T 1 -~ O ¢

=T 0] (0] T 10g
GlUC O . e e e e e e e e e e 409
0 - 1 PP =T |

EaU diStillEe. . ..o e e e e e 1000 ml gsp

=T (] 1= P 10g
11800 1 = 409

BaU ISl e, . ...t e e e e e 1000 ml gsp.

NB : Tous les milieux sont stérilisés par autoclawge a 121 °C Pendant 15 min




Annexe |l : Réactifs et réaction de caractérisatio

Les réactifs utilisés lors des tests phytochiques sont les suivants :

> Réactif de Wagner :Dissoudre 2g de Kl et 1,27g ¢’'ldans 75 ml d’eau.
Ajuster le volume total a 100ml d’eau.

> Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g de HgGillans 60ml d'eau et
également 5 g de Kl dans 10 ml d’eau. Mélanged&ux solutions puis ajuster le volume
total a 100ml d’eau.

> Réactif d’amidon : Dissoudre 1,2 g d’iode dans 50 ml d’eau disillé
contenant 2,5g d’iodure de potassium. Chauffer dembain marie 5 ml de la solution a
tester avec 10 ml d’'une solution de NaCl satjusgu’a ébullition.



Annexe lll : les tableaux réaliser lors de la miseen évidence du pouvoir
anti oxydant :

La méthode FRAP :

» Juniperus phoenicea L.

Polyphénols Totaux

[C] | Dol Do2 Do3 | Ecartype Moyenne/absorbance
2 1.004 | 1.01 1.014 0.005033223.009333333

1 0.862 | 0.882| 0.89| 0.014422208.878

0.75] 0.621 | 0.643| 0.623 0.01216552%629

0.5 | 0.504 | 0.501| 0.503 0.001527526.502666667
0.25| 0.311 | 0.307| 0.313 0.00305505 0.310333333
0.1 | 0.168 | 0.172] 0.163 0.0045092‘5 0.167666667

Tanins
[C] Dol | Do2 | Do3 | Ecartype Moyenne/absorbance
2 2.057 | 2.062| 2.058 0.002645752.059
1 1.825| 1.821] 1.827 0.0030550b6 1.824333333

0.75 0.837| 0.842 0.83!
0.5 0.474| 0.472) 0.46]
0.25 0.395| 0.392 0.39/

0.003605551.838
0.007 0.469
0.00152752h393666667

SO HsT O

0.1 0.266| 0.272 0.26¢8

0.00305505 0.268666667

Falavonoides fraction acétate

[C] | Dol Do2 Do3 Ecartype Moyenne/absorbance

2 1.714 | 1.716| 1.72 0.0030550b 1.716666667

1 1.369 | 1.365| 1.372] 0.003511885.368666667

0.75| 1.251 | 1.249| 1.253 0.002 1.251

0.5 | 0.874| 0.872] 0.87g 0.002 0.874

0.25| 0.514| 0.517] 0.513 0.00208166%H:514666667

0.1 | 0.402 | 0.407| 0.403 0.002645751.404




Flavonoides fraction 1-butanol

nce

nce

nce

[C] | Dol Do2 Do3 Ecartype Moyenne/absorba
2 2.037 | 2.052| 2.069 0.016010413.052666667
1 1.857 | 1.862| 1.855 0.0036055pH1.858
0.75| 1.531| 1.529| 1.534 0.002516611.531333333
0.5 |1.308| 1.312] 1.306 0.00305505 1.308666667
0.25| 0.666 | 0.664| 0.668 0.002 0.666
0.1 | 0.462| 0.469| 0.458 0.005567763.463
» Cotula cinerea (Del).
Polyphénols Totaux
[C] | Dol Do2 Do3 | Ecartype Moyenne/absorba
2 1.388 | 1.402| 1.385 0.0090737[72.391666667
1 0.713 | 0.717| 0.713 0.002 0.715
0.75| 0.583 | 0.585| 0.589 0.00305505 0.585666667
0.5 | 0473 | 0.482] 0.471 0.005859463.475333333
0.25| 0.263 | 0.267| 0.258 0.00450925 0.262666667
0.1 | 0.193 | 0.188| 0.197 0.00450925 0.192666667
Tanins

[C] Dol | Do2 | Do3 | Ecartype Moyenne/absorba
2 1.553 | 1.569| 1.557 0.008326664.559666667
1 1.067 | 1.072| 1.055 0.008736895.064666667
0.75 0.921| 0.919 0.92%5 0.00305505 0.921666667
0.5 0.662| 0.667| 0.669 0.003605550.666
0.25 0.55 | 0.552] 0.559 0.004725816.553666667
0.1 0.434| 0.43 | 0.442 0.006110100.435333333

Falavonoides fraction acétate
[C] | Dol Do2 Do3 Ecartype Moyenne/absorba
2 0.879 | 0.872| 0.882 0.005131600.877666667
1 0.558 | 0.552| 0.557] 0.00321455 0.555666667
0.75| 0.525| 0.529| 0.532 0.00351188%528666667
0.5 | 0.383| 0.387| 0.375 0.006110100.381666667
0.25| 0.198 | 0.182| 0.196 0.008717798192
0.1 | 0.145| 0.151] 0.142 0.004582578.146

nce



Flavonoides fraction 1-butanol

nce

[C] | Dol Do2 Do3 Ecartype Moyenne/absorba
2 1.351 | 1.359| 1.349] 0.005291503.353

1 0.985 | 0.992| 1.001] 0.008020806.992666667

0.75| 0.558 | 0.552| 0.555 0.003 0.555

0.5 | 0.291| 0.285| 0.295 0.005033223.290333333

0.25| 0.229 | 0.232] 0.226 0.003 0.229

0.1 | 0.101| 0.103] 0.109 0.004163332104333333

> Standards :

Acide ascorbique)

[C] Do

2 3.3

1 2.09

0.75 | 1.671

0.5 | 0.576

0.25| 0.267

0.1 | 0.18
BHT

[C] Do

2 0.789

1 0.684

0.75 | 0.672

0.5 0.639

0.25 | 0.407

0.1 0.378




Réduction Du Radical Libre DPPH :

» Juniperus phoenicea L.

Polyphénols totaux
[CH] 0.602
[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %
3 0.048 0.051 0.046 0.048333 0.002517 91.97121
2 0.049 0.052 0.054 0.051667 0.002517 91.4175
15 0.052 0.054 0.053 0.053 0.001 91.19601
1 0.068 0.065 0.062 0.065 0.003 89.20266
0.75 0.101 0.112 0.107 0.106667 0.005508 82.28128
0.5 0.201 0.199 0.207 0.202333 0.004163 66.38981
0.25 0.301 0.307 0.299 0.302333 0.004163 49.77852
0.1 0.431 0.437 0.442 0.436667 0.005508 27.46401
Tanins
[CH] 0.658
[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %
3 0.043 0.045 0.04 0.042667  0.002517 93.5157
2 0.114 0.102 0.113 0.109667 0.006658 83.33333
15 0.251 0.236 0.267 0.251333 0.015503 61.80344
1 0.3 0.31 0.301 0.303667 0.005508 53.85005
0.75 0.326 0.323 0.32 0.323 0.003 50.91185
0.5 0.421 0.452 0.491 0.454667 0.035076 30.90172
0.25 0.509 0.534 0.527 0.523333 0.012897 20.46606
0.1 0.6 0.582 0.6 0.594 0.010392 9.726444
Flavonoides F. Acétique
[C+] 0.607
[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %
3 0.015 0.018 0.013 0.015333 0.002517 97.47392
2 0.022 0.025 0.023 0.023333 0.001528 96.15596
15 0.024 0.026 0.028 0.026 0.002 95.71664
1 0.042 0.047 0.039 0.042667 0.004041 92.9709
0.75 0.102 0.107 0.101 0.103333 0.003215 82.97639
0.5 0.142 0.147 0.139 0.142667 0.004041 76.49643
0.25 0.295 0.306 0.297 0.299333 0.005859 50.68644
0.1 0.412 0.415 0.418 0.415 0.003 31.630977




Flavonoides F. 1-butanol
[C+] 0.539
[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %
3 0.045 0.044 0.042 0.043667 0.001528 91.89858
2 0.047 0.048 0.045 0.046667 0.001528 91.34199
15 0.048 0.048 0.047 0.047667 0.000577 91.15646
1 0.048 0.049 0.052 0.049667 0.002082 90.78541
0.75 0.05 0.051 0.05 0.050333  0.000577 90.66172
0.5 0.058 0.057 0.058 0.057667 0.000577 89.30118
0.25 0.081 0.08 0.083 0.081333 0.001528 84.91033
0.1 0.387 0.385 0.386 0.386 0.001 28.3859
» Cotula cinerea (Del).
polyphénols totaux
[C+] 0.623
[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %
3 0.031 0.028 0.025 0.028 0.003 95.50562
2 0.051 0.048 0.046 0.048333 0.002517 92.24184
15 0.072 0.073 0.078 0.074333 0.003215 88.06849
1 0.117 0.115 0.118 0.116667 0.001528 81.27341
0.75 0.153 0.158 0.157 0.156 0.002646 74.95987
0.5 0.203 0.199 0.207 0.203 0.004 67.41573
0.25 0.301 0.298 0.295 0.298 0.003 52.16693
0.1 0.402 0.408 0.42 0.41 0.00916% 34.18941
Tanins
[C+] 0.623
[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %
3 0.031 0.028 0.033 0.030667 0.002517 95.07758
2 0.061 0.058 0.057 0.058667 0.002082 90.5832
15 0.085 0.089 0.087 0.087 0.002 86.0353]1
1 0.129 0.132 0.125 0.128667 0.003512 79.34724
0.75 0.185 0.179 0.187 0.183667 0.004163 70.51899
0.5 0.203 0.213 0.205 0.207 0.005292 66.77368
0.25 0.304 0.313 0.301 0.306 0.006245 50.88283
0.1 0.425 0.428 0.432 0.428333 0.003512 31.24666




Flavonoides F. Acétique

[C+] 0.607

[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %
3 0.028 0.025 0.024 0.025667 0.002082 95.77155
2 0.052 0.051 0.05 0.051 0.001 91.59802
15 0.081 0.082 0.087 0.083333 0.003215 86.27128
1 0.122 0.128 0.131 0.127 0.004583 79.07743
0.75 0.187 0.192 0.194 0.191 0.003606 68.53377
0.5 0.252 0.245 0.248 0.248333 0.003512 59.08841
0.25 0.352 0.358 0.354 0.354667 0.003055 41.5705)
0.1 0.482 0.475 0.484 0.480333 0.004726 20.86766

Flavonoides F. 1-butanol

[C+] 0.607

[C] D1 D2 D3 Moy Ecartype %

3 0.032 0.033 0.031 0.032 0.001 94.7281f7

2 0.067 0.061 0.063 0.063667 0.0030545 89.51126

15 0.095 0.101 0.097 0.097667 0.00305% 83.90994

1 0.142 0.144 0.148 0.144667 0.003055 76.16694

0.75 0.202 0.208 0.207 0.205667 0.003215 66.11752

0.5 0.283 0.287 0.285 0.285 0.002 53.04778

0.25 0.354 0.358 0.352 0.354667 0.003055 41.57057

0.1 0.512 0.515 0.518 0.515 0.003 15.15651
» Standard :

Acide ascorbique

[C+] |0.609

[C] |D1 D2 D3 Moy Ecartype %

3 0.02 0.021 0.02 0.020333.000577| 96.66119

2 0.03 0.029 0.03 0.02966.000577| 95.12863

15 0.032 0.03 0.031| 0.031 0.001 94.90969

1 0.032 0.034 0.033| 0.033 0.001 94.58128

0.75 | 0.037 0.035 0.036| 0.036 0.001 94.08B867

0.5 0.052 0.049 0.05 0.050388.001528| 91.73508

0.25 | 0.053 0.054 0.053| 0.053338.000577| 91.24247

0.22 | 0.055 0.054 0.053| 0.054 0.001 91.133

0.2 0.057 0.055 0.056| 0.056 0.001 90.8046

0.18 | 0.203 0.22 0.249| 0.224 0.0232538.21839

0.16 | 0.307 0.315 0.317| 0.313 0.005291B.60427

0.14 | 0.361 0.359 0.34 0.353338.01159 | 41.98139

0.12 | 0.439 0.421 0.442| 0.434 0.01135B.73563

0.1 0.459 0.464 0.465| 0.462660.003215| 24.02846




Annexe |V : Tableau réalisé lors du tracage de laaurbe d’étalonnage de

I'acide gallique :

[C]

125

50

40

31.25

20

10

Do

2.306

0.917

0.735

0.73

0.42

0.2




