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Résumé

Limonium delicatulum est une halophyte poussant dans des conditions extrémes et constituait
donc une source possible de composeés bioactifs. Dans la présente étude un criblage
phytochimique des extraits macerés a été effectue, les polyphénols totaux, les flavonoides et
les tanins condensés ont été quantifiés. Le DPPH, I’ABTS, le radical de galvinoxyle (GOR), le
CUPRAC, le pouvoir réducteur, I’0O-phénanthroline, les nanoparticules d'argent et le test de
blanchiment de B-caroténe ont été utilisés pour évaluer la capacité antioxydante. L'effet
inhibiteur sur l'activité de la tyrosinase et la dénaturation de la BSA ont également été étudiés.
Le criblage phytochimique a révelé la présence de nombreuses classes de métabolites
secondaires a savoir les tanins, les triterpénes, les saponins,et les flavonoides. Les résultats ont
montré que le solvant d'extraction, ainsi que l'organe végétal, influencaient considérablement
le contenu des composés phénoliques. L'extrait méthanolique des racines contenait la teneur
phénolique la plus élevée avec une valeur de 772,52 + 512 ug EAG / mg consistant
principalement en tanins condensés (678,87 + 0,11 ug EC / mg d'extrait), tandis que I'extrait
des feuilles méthanoliques enregistrait la teneur la plus élevée en flavonoides (212,77 + 1,19
Mg QE / mg d'extrait). Les extraits méthanoliques a haute teneur phénolique ont exercé la plus
forte activité antioxydante par rapport aux extraits aqueux. De plus, I'extrait méthanoliques des
racines présentait une capacité élevée d'inhibition de la tyrosinase avec une 1Csode 9,87 + 0,15
pag/ml, par rapport a celle de I'extrait méthanolique des feuilles et de l'acide kojique (24,77 £
0,5 et 25,23 + 0,21 pg/ml, respectivement). Les extraits étudiés ont également inhibé la
dénaturation de la BSA de maniere dose-dépendante. Les extraits méthanoliques présentaient
des pourcentages d'inhibition plus élevés que les extraits aqueux et similaires a ceux obtenus
avec le diclofénac sodique. En général, les extraits méthanoliques des feuilles et des racines de
L.delicatulum se sont révéles actifs contre les souches testées. Tandis que les extraits aqueux
n'avaient aucune activité antimicrobienne.Une forte toxicité a été exercée par les extraits
méthanoliques contre les larves d’Artemia avec une LCso de 49,75 pg/ml pour les racines et
63.45 pg/ml pour les feuilles. Par contre, les extraits aqueux ont eu un effet léger (LCs0>500

pg/mil).
Mots clés : Limonium delicatulum,screnning phytochimique, polyphénols, activité anti-

oxydante, activité anti-tyrosinase, effet anti-inflammatoire, activité anti-bactérienne,
cytotoxicité.



Abstract

Limonium delicatulum is a halophyte growing in extreme conditions so it is a possible source
of bioactive compounds. In the present study, phytochemical screnning was performed; total
phenolic, flavonoids, and condensed tannins were quantified. The antioxidant capacity was
investigated using assays of DPPH, ABTS, Galvinoxyl radical (GOR), CUPRAC, reducing
power, O-phenanthroline, silver nano-particle, and b-carotene bleaching. The inhibitory effect
on tyrosinase activity and BSA denaturation were also carried out. The phytochemical
screening revealed the presence of various classes of secondary metabolites such as
saponins,triterpenoids,tannins, and flavonoids. The results showed that extraction solvent, as
well as plant organ; significantly influenced the phenolic compounds contents. Methanolic
roots extract contain the highest levels of phenolic compounds with a value of 772.52 + 5.12
mg GAE/mg consisting mainly of condensed tannins (678.87 = 0.11 mg EC/mg of extract),
while methanolic leaves extract recorded the highest content of flavonoids (212.77 £ 1.19 mg
QE/mg extract). Methanolic extracts with high phenolic contents exerted the strongest
antioxidant activity compared to that of the aqueous extracts. Moreover, methanolic roots
extract exhibited a high tyrosinase inhibition capacity with an 1Cso of 9.87 § 0.15 mg/ml
compared to that of methanolic leaves extract and kojic acid (24.77 + 0.5 and 25.23 £0.21
mg/ml, respectively). In addition, the studied extracts inhibited the BSA denaturation in dose-
dependent manner. Methanol extracts presented a high inhibition rate compared with aqueous
extracts and similar to that obtained by diclofenac sodium. In general, methanolic leaves and
roots extracts of delicatulum L. are active against the tested strains, while no anti-bacterial
activity was shown for the aqueous extracts. The methanolic extracts exhibited a high toxicity
against Artemia larvae with an LCsg of 49.75 pg / ml for roots and 63.45 pg / ml for leaves,
whereas the aqueous extracts exerted a slight effect (LC 50>500 pg / ml).

keywords: Limonium delicatulum,phytochimicals screnning,polyphenols ,antioxidant activity,
anti-tyrosinase activity, anti-inflammatory effect, anti-bacterial activity, brin shrimp
cytotoxicity.
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Introduction

Les produits d'origine végétale constituaient, depuis l'antiquité, une source de remeédes
pour plusieurs maladies infectieuses et métaboliques. De nos jours, les plantes ont recu un
énorme attrait de la part des consommateurs et des chercheurs, méme avec les grandes avancées
de la chimie organique pour le développement de molécules plus efficaces et moins
dangereuses. En effet, les produits naturels et leurs dérivés constituent plus de 50% des
médicaments utilisés dont un quart vient des plantes supérieures (Eldeen et al., 2005). Ces
derniéres ont I’aptitude de synthétiser de nombreux composés appelés métabolites secondaires
et constituent donc un immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique,
possédant un large éventail d’activités biologiques.

La surproduction des espéces réactives d’oxygenes, au-dela des capacités antioxydantes
des systemes biologiques conduit au stress oxydant, qui est impliqué dans I’apparition de
plusieurs troubles tels que le cancer, les maladies neurodegénératives, cardiovasculaires et
inflammatoires .Alors que ’utilisation de molécules antioxydantes de synthése est actuellement
remise en cause en raison des risques toxicologiques potentiels (Bammou et al., 2020). De plus,
le traitement actuel de I’inflammation est basé sur ['utilisation des anti-inflammatoires
steroidiens et non stéroidiens. Ces molécules sont efficaces mais une prise a long terme peut
entrainer des effets indésirables graves tels que les saignements gastro-intestinaux et les ulcéres
gastroduodéenaux (Orliaguet et al., 2013).

I1'y a plusieurs enzymes dont l'inhibition est considérée comme une cible du traitement ou
prévention des maladies apparentées, y compris la tyrosinase. Cette derniere est une enzyme clé
de mélanogenese, chez I’homme la perturbation de I’activité de la tyrosinase cause des
problemes esthétiques et peuvent conduire a la maladie de Parkinson (Ketata et al., 2017). En
effet, les faibles pénétrations cutanées et les effets mutagenes de composes d'origine chimique
tels que I'hnydroquinone utilisés dans les cosmétiques ont conduit a la recherche d'agents
alternatifs pour traiter I'nyperpigmentation de la peau (Nerya et al., 2003). Cependant chez les
végétaux, 1’activité de cette enzyme est associée a un brunissement enzymatique indésirable
conduit a des conséquences préjudiciables a la qualité organoleptique de l'aliment avec des
conséquences économiques importante. De ce fait, de nombreuses études se sont concentrées
sur l'utilisation additifs naturels pour diminuer la progression du brunissement dans la
production des aliments (Germanas et al., 2007).

D’un autre coté, I’émergence de la résistance bactérienne, vis-a-vis des antibiotiques,
constitue un sérieux probleme de santé publique du fait de I’inefficacité et du nombre limité des
agents antimicrobiens disponibles. En outre, devant le nombre tres limité de nouvelles

molécules antimicrobiennes en développement, I’augmentation des résistances présente une
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Introduction

sérieuse menace (Magiorakos et al., 2012).D’ou I’importance d’orienter les recherches vers de
nouvelles molécules antimicrobiennes, d’origine naturelle, a cause de la toxicité des
antibiotiques synthétiques.

La composition chimique et les composés bioactifs du genre Limonium sont rares et il existe
est un réel besoin d'une meilleure définition de leur mécanisme d'action. Par conséquent, la
présente étude s'intéresse au Limonium delicatulum dans la continuité des efforts en cours sur
les recherches phytochimiques et les propriétés biologiques des espéces de Limonium.

Dans ce contexte,le présent travail a pour objectif la mise en évidence de la présence de
certains types de métabolites secondaires et d’évaluer les activités biologiques des extraits
méthanoliques et aqueux de Limonium delicatulum afin de déterminer les potentiels
pharmacologiques y compris ses activités antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-
tyrosinases. En plus de déterminer ’activité antimicrobienne et cytotoxique.

Ainsi, I’étude est divisée en trois parties :

v’ La premiére partie de ce document est consacrée a une syntheése bibliographique ;
sur la plante choisie, les composés phénoliques,le stress oxydant, la tyrosinase,
I’inflammation, ainsi qu’ un apercu général sur I’activité antimicrobienne.

v La seconde partie du manuscrit est consacrée a la partie expérimentale, a savoir :

= L’extraction, screnning phytochimique, et dosage des composés
phénoliques

= Evaluation in vitro de D’activité antioxydantes,anti-inflammatoire et
antityrosinase

= Evaluation de ’activité antimicrobienne des différents extraits testée sur
un nombre de souches bactériennes pathogénes ainsi que leur effet
cytotoxique sur les larves d’ Artémia.

v Enfin latroisiéme partie présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions.
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1. Présentation de la plante étudiée : Limonium delicatulum

1.1 Appartenance botanique
Limonium delicatulum est une plante appartient a la famille des Plumbaginaceae. Cette
derniere comportant environ 650 espéeces regroupées en 27 genres (Kubitzki, 1993). En Algérie,
les Plumbaginaceae sont représentées par 33 especes appartenant a 4 genres. La majorité des
espéces de cette famille appartiennent au genre Limonium qui comprend environ 603 espéces
généralement connues par les lavandes de la mer et sont distribuées dans les régions cétieres

dans presque toute la planete (Rodrigues et al. 2015).

1.2. Description botanique
Limonium delicatulum est une plante vivace, caractérisée par une longueur de 30 a 80cm,
glabre, avec des tiges ramifiées a sa partie supérieure. Les feuilles sont sous forme d’une rosette
radicale, de couleur bleu verdatre, ovales de 10-25cm de long sur 15 a 30cm de large, présentant
2 paires de nervures latérales bien marquées presque paralleles. L’inflorescence est paniculée,
pyramidale de 6-8cm avec des fleurs violettes de symétrie 5 et le calice est partagé jusqu’a sa

base en cing découpures pointues (Quezel et Santa, 1963).

1.3. Habitat et Distribution
L. delicatulum est une plante rosette que I'on trouve dans les régions cotiéres et les marais
salés (Swapana et al., 2013). C’est est une plante native de la région méditerranéenne et I’ Asie,
mais elle est largement rencontrée dans plusieurs parties du monde, dans les régions froides et
tropicaux (Dolores Lied et al., 2005), en Egypte, en Tunisie, au Maroc, et aussi en Algérie
(Quezel et Santa, 1963).

Figure 1: Photographies de Limonium delicatulum : Parties aériennes (1), Feuilles (2), et fleurs (3).
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L. delicatulum est une espece halophile des milieux salés, elle fleurit entre avril et octobre.
La croissance de la plante dans des conditions difficiles indique que la plante peut tolérer un
large éventail de conditions environnementales difficiles et résister aux stress abiotiques tels que
le sel, la température élevée et les déficits hydriques (Medini et al., 2014). La plasticité
remarquable de la plante lui permet de réduire ses dépenses d’eau, malgré la forte puissance
d’évaporation de I’atmosphére, et enfin la concentration des métaux dans le sol des marais salés
constitue un facteur déterminant dans la croissance, I’abondance, et la répartition des espéces

végétales dont L. delicatulum (Mezaache, 2004).

1.4. Classification systématique (Cronquist ,1988)

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta.
Classe : Magnolipsida.
Sous-classe : Caryophyllidae.
Ordre : Plumbaginales.
Famille : Plumbaginaceae.
Genre : Limonium.

Espéce : Limonium delicatulum.

1.5. Composition chimique

L’intérét des halophytes est due essentiellement a leur composition chimique qui contient
différents composés bioactifs comme les vitamines, les polysaccharides, et les polyphénols avec
plusieurs effets pharmacologiques. En effet, I’exposition continue aux facteurs stressants comme
la température et la salinité élevées stimulent la synthese de plusieurs molécules comme moyens
de défense et d’adaptation aux conditions de ’environnement (Rodrigues et al. 2015). Beaucoup
d’espéces du genre Limonium constituent une source de différentes classes de métabolites
secondaires avec diverses activités biologiques (Ksouri et al., 2011). Les composés phénoliques
sont les plus étudiés comme composés d’intérét pour ce genre. Par exemple Foddai et al. (2014)
ont identifié plusieurs composés comprenant I’acide quinique, 1’acide gallique, la catéchine,
I’Epigallocatechin, la quercétine et la myricetin et leurs glycosides, dans les especes Limonium
contortirameum et L. virgatum. De méme la composition phénolique de L. delicatulum a été
déterminée par Medini et al. (2014) qui a rapporté des teneurs élevées en composés phénoliques
comme les flavonoides et les tannins évaluées par des techniques de dosage colorimétriques. En
plus, I’analyse par chromatographie en phase gazeuse (HPLC) a conduit a I’identification de
l'acide chlorogénique, l'acide gallique, la rutine, 1’acide 2-p-hydroxybenzoique, 1’acide 3,5-

dimethoxy-4-hydroxybenzoique et l'acide p-coumarique comme les composés principaux dans
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I’extrait méthanolique.En outre, une étude tres récente effectuée par Ruiz-Riaguas et al. (2020)
ont identifi¢ un nombre de flavonoides et d’acides phénoliques avec la dominance des glycosides
du flavonoide Myricétine (figure 2).

L'acide p-coumarique a des applications connues dans les industries alimentaire, sanitaire,
cosmétique et pharmaceutique. Les autres phénols identifiés ont également des effets protecteurs
importants. Bouayed et al. (2007) ont constaté que l'acide chlorogénique a une activité
anxiolytique et antioxydante. De plus, l'acide gallique et la rutine se sont révélés protecteurs contre
les effets délétéres du H20, (Cemili et al.,2008).

HO HO
o O
HO\\\\\‘“ = HO
OH
OH
OH HO
1. Acide chlorogenique 2. Acide gallique

3. Rutine 4. Myricetine

COOH

OH o
o OH

5.Acide 2-p-hydroxybenzoique 6. Acide 3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzoique
Figure 2 : Structure chimique des principaux composés phénoliques identifiés dans
Limonium delicatulum.
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1.6. Effets thérapeutiques et utilisations traditionnelles de quelques espéces de Limonium

De nombreuses especes et genres des Plumbaginaceae ont fait partie de I’arsenal de la
médecine traditionnelle de plusieurs populations mondiales. Plusieurs especes du genre
Limonium ont été utilisées sous forme de décoctions ou d’infusions dans la médecine
traditionnelle pour le traitement des hémorragies, des infections, et de la fiévre et beaucoup
d’autres maladies (Amrani et al.,, 2017). Des études précédentes ont montré 1’intérét
thérapeutiques de plusieurs especes de Limonium exergant divers effets en particulier 1’effet
antioxydants. Cet effet est exercé soit par neutralisation de radicaux libres ou par Iactivité
enzymatique comme la superoxyde dismutase, les peroxydases, et la glutathionne réductase
(Souid et al., 2019). Beaucoup d’autres effets ont été également rapportés comme 1’effet
antitumoral, antiinflammatoire, antiprolifératif, antiviral (Tang et al., 2012 ; Amrani et al.,
2019 ; Mazouz et al., 2020).

Les études pharmacologiques ainsi que phytochimique de 1’espéce L. delicatulum sont
trés rares. Ce n’est que récemment que Medini et al. (2014) ont rapporté que les extraits
organiques de la plante récolté pendant la période de floraison et vegétative ont exercé une tres
forte activité antioxydants et un léger effet antimicrobien contre certaines souches bactériennes
pathogenes. Plus récemment, Ruiz-Riaguas et al. (2020) ont également rapporté I’effet
antioxydants important des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de L. delicatulum. De
plus, I’effet inhibiteur des extraits sur un certain nombre d’enzymes (acétylcholinestérase,
butyrylcholinestérase, a-amylase, a-glucosidase, et lipase) considérés comme d’importantes
cibles pour le traitement de la maladie d’Alzheimer, du diabéte, et de ’obésité a été rapporté
par la méme recherche.

Le tableau ci-dessous donne quelques especes de Limonium avec leurs utilisations

traditionnelles selon les pays.
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1 .Limonium delicatulum

Tableau I: Utilisations traditionnelle de quelques especes de Limonium.

Espéce Organe/préparation Effet thérapeutique
;'rzgflgéum Racines, plante compléte - Effets Hépato-protectifs (Chaung et

al., 2003)

Limonium Brasilience

Infusion des racines, Extrait
éthanolique des parties
aériennes et des racines

- Effet anti-inflammatoire, activité
antivirale contre ’herpés simplexe type-
1 (HSV-1), propriétés hépato-protectives
(De Paiva et al., 2003)

-Hémorragies, rhumatisme, effets
cardioprotecteurs, traitement de Ila
dysménorrhée et les inflammations de
I’utérus et de I'ovaire (Gancedo et al.,
2018)

Activité anticancéreuse

Limonium . . . .

axillare Extrait alcoolique des feuilles  (Kandil et al., 2000)

Limoni Infusion and Décoction des  Effets antioxydants et anti-inflammatoire

imonium fleurs (Rodrigues et al., 2016)

algarvense

Limonium Extraits methanolique et aqueux Activités antioxydants, anticholinestérase,
des feuilles anti-tyrosinase, anti-lipase (Ruiz-Riaguas

quesadense

et al., 2020)
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2. Stress Oxydant et Radicaux libres

2.1. Généralités

Au sein de I’organisme, en situation physiologique, il existe un équilibre entre la production
d’espéce réactive d’oxygeéne (ERO), qui est controlé par un systéeme antioxydants renfermant des
molécules enzymatiques et non enzymatiques endogénes et d’autres molécules exogénes
(Pincemail et al., 2002), et la capacité antioxydante intracellulaire conduisant ainsi a une bonne
régulation de I’état redox des cellules (Durand et al., 2013).

Les radicaux libres sont produits par les organismes aérobies et sont impliqués dans des
processus physiologiques (transmission du signal, fonctionnement de certaines enzymes, défense
immunitaire, cycle cellulaire, destruction par apoptose de cellules tumorales, différenciation
cellulaire et la vasodilatation et (Salganik 2001 ; Favier, 2006 ; Schrag et al., 2013 ). Dans
certaines conditions, il existe une baisse des défenses anti-oxydantes et/ou une hyperproduction
des radicaux libres (Roussel et Ferry, 2002) entrainant ce qu’on appelle le stress oxydant qui est
la conséquence du desequilibre entre les antioxydants et les pro-oxydants (De Moffarts et al.,
2005).

2.2. Oxydants
2.2.1. Espéces réactives d’oxygene (ERO)

L’oxygene (O2) est une molécule indispensable a la vie (Pincemail et al., 2002). Il est
nécessaire pour le métabolisme aérobie en tant qu’accepteur final des électrons de la chaine
respiratoire, 2 a 3 % de 'oxygene sont transformés en ERO particulierement réactionnelles, si le
processus de réduction de I’oxygéne en eau n’est pas parfais (Koppenol, 2001).

L’appellation ERO inclut les radicaux libres primaires de 1’oxygeéne (radical superoxyde,,
radical alkoxyle, radical hydroxyle...etc),mais aussi certains dérivés réactives non radicalaires
(radicaux secondaires) dont la toxicité est plus importante tels que le peroxynitrite et le peroxyde
d’hydrogéne (Bartosz, 2003 ; Halliwell et Whiteman 2004). Le tableau Il, résume les divers
ERO.

Tableau I1: Espéces réactives de I'oxygene (Bartosz,2003).

Espéces radicalaires Espéeces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02" Peroxyde d’hydrogeéne H202
Radical hydroxyle OH- Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO- Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO- Peroxynitrite ONOO
Radical alkoxyle RO- Oxygéne singulet 102

THESE DE DOCTORAT : BAKHOUCHE I. 8
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2.2.2. Espéces réactives d’azote (ERN)

La forme radicalaire du monoxyde d’azote (NO¢) & un taux basal faible normale, joue un réle
régulateur (vasodilatation) ; mais dans les situations inflammatoire, il peut étre produit en quantité
plus importante (Serteyn, 2002). 1l est paradoxalement impliqué dans de nombreuses pathologies
telles que I’athérosclérose, le diabéte, les 1ésions neuronales dégénératives et le cancer et (Rezaire,
2012).

Caractérisé par sa réactivité et sa grande capacité de diffusion dans les membranes cellulaires
le NO- peut aisément réagir avec la plupart des espéces oxygénées moyenne et se transformer en
dioxyde d’azote (NO>), lequel peut donner du trioxyde d’azote (N2Os) pour enfin aboutir a un ion
nitrate stable (NO3-). De plus, le NO- forme le peroxynitrite (ONOO) avec 1’Oze-, moins réactif
que son précurseur azoté, mais responsable de I’oxydation de nombreuses biomolécules (Rezaire,

2012).

2.2.3. Principales sources des ERO
Les ERO sont produits dans 1’organisme par de nombreux mécanismes tant exogénes ou

endogenes.

2.2.3.1. Sources exogenes

Les facteurs exogenes associés a une production accrue et/ou a une diminution de I’élimination
des ERO sont également tres variés, parmi ces facteurs, on retrouve : tout d’abord les rayonnements
(UV, X, v), les radiations ionisantes et les radiations cosmiques (Favier, 2006). L’ingestion
d'antibiotiques d'anticancereux et d’alcool, est suivie de formation des radicaux libres selon divers
mécanismes métaboliques in vivo (Hadi, 2004). Ainsi que les polluants : fumée de cigarette,
pollution atmosphérique (dioxyde de soufre et d’azote (SO2, NOz), les hydrocarbures et les métaux
lourds et le dioxyde de carbone (CO2) atmosphérique (Valko et al., 2005). L’alimentation riche en

protéines et/ou en lipides et la faible consommation d’antioxydants (Hu et al., 2006).

2.2.3.2. Sources endogenes

A coté des sources non métaboliques (exogénes) d’EOR, les systémes intracellulaires
(endogénes) sont plus importants du fait que les EOR sont produits en continu durant toute la vie
de chaque cellule dans ’organisme. Les EOR se forment de fagon parasitaire dans toutes es
réactions biochimiques comportant le transfert d’électrons ou la participation de I'oxygeéne. La
principale source d’ERO est la chaine de transfert d’électron des mitochondries qui dépend de
’activité enzymatique de la NADPH-oxydase. (Wang et al., 2006). Autres chaines du transport
d’¢électrons (ex : peroxymes et microsomes) dont les cytochromes Paso et bs s peuvent produire des
ERO quand ils interrompent le cycle redox normal et détournent le flux d’électrons vers I’O2. En

plus divers types cellulaires et tissus donnent naissance aux ERO par des réactions enzymatiques
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ou par auto-oxydation au cours de leur métabolisme normale et parfois en réponse a un stimuli
spécifique (Sevanian et al., 1990).
2.2.4. Dommages macromoléculaires occasionnés par les ERO
La production excessive des ERO a pour conséquence I’apparition de dégats tissulaires et
cellulaires et souvent irréversibles dont différentes molécules biologiques, soient I’acide
désoxyribonucleique (ADN), les protéines et les lipides (Favier, 2006 ; Valko et al., 2006).
L'ADN est trés vulnérable a I'attaque par les radicaux libres et subit donc différents dommages
oxydatifs. Ces derniers peuvent induire des effets mutagenes ou I’arrét des réplications de I’ADN.
Ils agissent en provoquant des modifications et des altérations des bases nucléiques, des pontages
ADN-protéines ou des ruptures de chaine simple ou double brin (Favier, 2003 ; Hadi, 2004).
Les lipides et précisément leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de I’attaque
par les ERO, réaction appelée peroxydation lipidique. Ce mécanisme de dégradation des acides
gras membranaires provoque la formation d'hydro-peroxydes instables qui induisent une
diminution de la fluidité membranaire et donc une modification de différents récepteurs et de la
transduction de signaux (Favier, 2003). Tandis que l’oxydation des protéines conduit a la
formation des groupements carbonyles (C=0) et hydroxyles qui, favorise des modifications
structurales trés importante ; insolubilité, association, agrégation et résistance a la protéolyse
(Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel et al., 2001 ; Valko et al., 2007).

2.2.5. Implications pathologiques du stress oxydant

Les ERO dans I’étiologie de nombreuses maladies a été largement rapportée par la littérature
(Diplock et al., 1998;Aruoma, 1998 ;Martinez-Cayuela, 1995). De nombreuses études, tant
épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress oxydant semble étre un facteur capital dans
plusieurs pathologies humaines différentes (Pincemail et al., 2002) allant de I’athérosclérose au
cancer, cataracte, tout en passant par les maladies inflammatoires, infections intestinales et le
diabéte.

Le réle du stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques tel
que le vieillissement (Valko et al., 2005), et il est potentiellement impliqué dans le développement
des maladies liées a 1’age dont plusieurs maladies neurodégénératives comme la maladie

d’Alzheimer et Parkinson (Atawodi, 2005 ; Georgetti et al., 2003).

2.3. Anti oxydants

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d'autre substrat oxydables et ainsi retarder ou
empécher l'oxydation de ses substrats (Berger, 2006), ou de réagir facilement avec ses substances

oxydantes pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur superproduction (Vansant,2004).
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La nature des systemes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon
qu’on se trouve dans le milieu extracellulaire ou intracellulaire. Les défenses antioxydants de notre
organisme peuvent se diviser en deux systemes : enzymatiques et non enzymatiques (Goudable
et Favier, 1997). Trois enzymes forment la clé de volte de ce systeme antioxydant Il s'agit du
superoxyde dismutase (SOD), de la catalase (CAT), et de la glutathione peroxydase
(GPx).D’autres enzymes jouent un role non négligeable dans la lutte antioxydante comme :
glutathion réductase, thioredoxine réductase et glutathiontransférase (Sharma et al., 2012).

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogénes incluent comme des molécules trés
importantes : le glutathion, la bilirubine, I’acide lipoique, ’acide urique (Pincemail et al.,
2002), Ferritine, transferrine et alboumine (Marjorie, 2007) . Des substances exogenes apportées
par I’alimentation, telles que les vitamines C (acide ascorbique), E (tocophérols), Q (ubiquinone),
les oligo-¢éléments (sélénium, cuivre, zinc, manganese), f-caroténe, les caroténoides (Pincemail
etal., 2002), les flavonoides (Pietta, 2000) les polyphénols, les alcaloides, et les huiles essentielles
(Bruneton, 1999 a), jouent le réle de piégeurs de radicaux libres (Favier, 2003 ;Koechlin-
Ramonatxo, 2006).
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3. Polyphénols

3.1.Généralités

Les composés phénoliques constituent un ensemble de molécules trés largement répandues
dans le régne végétal (Gee et Johnson, 2001), englobe un vaste ensemble de plus de 8000
molécules naturels divisées en une dizaine de classes chimiques : les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des
flavonoides; les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en
nombres considérables (Dacosta, 2003). Ces molécules présentent toutes un point commun : la
présence d'au moins un cycle aromatique a 6 carbones (phénol) porte une ou plusieurs fonctions
hydroxyles (OH) libres ou engagé dans une fonction : éther, ester, hétéroside. (Zerargui, 2015).

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures et leur
répartition tant qualitative que quantitative dans la plante varie selon les espéces, les tissus, les
organes, ou encore les différents stades de développement (Dehak, 2013). Les polyphénols sont
impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la
germination des graines, la rhizogénése, et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).
Ainsi ils participent a la défense des plantes contre les agressions environnementales,et les
infections des pathogénes (Gee et Johnson, 2001).

Les polyphénols sont des molécules biologiquement actives (King et Young, 1999), et
pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies comme le cancer (Brown et al.,
1998), les maladies cardio-vasculaires et dégénératives (Paganga et al.,1999).Un encouragement
a la consommation d’aliments d’origine végétale riches en polyphénols constitue désormais une

des principales recommandations en santé publique (Gee et Johnson, 2001).

3.2. Biosynthese des polyphénols
L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est divisée en deux grandes
voies métaboliques principales :
3.2.1. Voie du shikimate
La voie de I'acide shikimique est la voie la plus importante pour la biosynthése des composés
aromatiques dans les plantes .Cette voie permet la transformation des monosaccharides, issus du
métabolisme primaire, en acides aminés aromatiques (tyrosine phényalanine et tryptophane
(Ghasemzadeh A. et Ghasemzadeh N., 2011). Ces acides aminés par désamination conduisent a
la formation des acides cinnamiques et p-coumarique et a leurs dérivés, tels que les lignines, les
acides benzoiques, acétophénone, lignanes,et les coumarines (Bruneton,1999 a).
3.2.2.Voie d’acétate-malonate

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de ’acétylCoA donnant le malonate.
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C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques, obtenues par
condensation d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-CoA.Cette réaction est
catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase permettant de former des noyaux aromatiques
(Akroum, 2010). La voie de I’acétate-malonate intervient dans la synthése d’un second noyau
benzénique de nombreux composés ayant déja un noyau aromatique obtenu par la voie du
shikimate chez les végétaux supérieurs (Richter, 1993).

Donc La diversité structurale des composés phénoliques est due a cette double origine
biosynthétique et augmente par la fréquence de combinaison des deux voies dans 1’élaboration des

composés d’origine mixte tels que les flavonoides (Bruneton, 1999 b; Chira et al., 2008).

3.3. Classification

Vue la diversité structurale des composés phénoliques, on peut distinguer des différentes
classes de ces métabolites, en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre
part, sur la structure du squelette de base (Harborne, 2000), parmi ces dernieres on trouve : les
acides phénoliques, les flavonoides, les tanins et lignines et plus rares, les coumarines, les stilbenes

et les quinones (Balasundram et al., 2006).

3.3.1. Acides phénoliques
Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Beddou, 2015). Ils appartiennent a
deux groupes, les acides benzoiques et les acides cinnamiques. Ces substances sont généralement

a I’état soluble dans les vacuoles (Macheix et al., 2006).

3.3.1.1. Acides benzoiques

Les acides benzoiques sont des dérivés de I'acide benzoique et présentent une structure
générale de base de type (C6-C1) (Harrar, 2012), composée d’un noyau benzénique sur lequel
s’attache une chaine aliphatique a un carbone (tableau I11).Ils incluent ’acide syringique, 1’acide
vanillique, et ’acide gallique, ce dernier est le composé le plus répandu dans la nature (Chira et
al., 2008). Ces acides existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides et peuvent également
étre intégrés dans de nombreuses structures complexes comme celles de certains tannins (Macheix
et al., 2006; Richter, 1993).
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Tableau I11: Différents dérivés de I'acide benzoique (khater,2011).

Structure chimi__que de I’acide Substitutions
benzoique
R Dérivés d'acide benzoique R1 R2 R3
1
Acide p-hydroxybenzoique H OH H
R, COOH
Acide protocatéchique H OH OH
R Acide vanillique CH30 OH H
3
Acide syringique CH30 OH CH30

3.3.1.2. Acides cinnamiques

Les acides cinnamiques sont dérivés de l'acide cinnamique et représentent une classe tres
importante, dont la structure générale de base de type C6-C3 (tableau 1V) (Harrar, 2012). Ces
acides sont rarement présents a 1’état libre, ils existent souvent sous forme combinée avec des
molécules organiques (Macheix et al., 2006; Richter, 1993). Les acides cinnamiques les plus
répandus dans la nature sont les acides p coumarique, caféique, sinapique et ferulique et (Crozier
et al, 2008).

Tableau 1V: Différents dérivés de 1’acide cinnamique (Bellebcir, 2008).

Structure chimique de I’acide Substitutions
cinnamique
Dérives d'acide R1 R2 R3
Ry cinnamique
Acide p-coumarique H OH H
R S5 9% | Acide caféique OH OH H
. Acide férulique CH30 OH H
3
Acide sinapigue CH30 OH CH30

3.3.2. Flavonoides

Le terme flavonoides dérive du latin flavus qui veut dire jaune. Les flavonoides sont des
pigments de divers végétaux et sont responsables de la couleur des fleurs, des fruits et des feuilles
(Andersen et Markham 2006). Parmi les polyphénols, ces composés constituent le groupe le plus
abondant (Chira et al., 2008), environ 4000 flavonoides ont été identifiés (Heim et al., 2002). Les

flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs et ils sont largement
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abondants dans les légumes feuilles, ainsi que dans les téguments externes des fruits (Wang et
Mazza, 2002).Chez les plantes, les flavonoides sont impliqués dans les processus de défense contre
les ultraviolets, la stimulation des nodules de fixation de 1’azote et la résistance aux maladies
(Chira et al., 2008; Marais et al., 2006). lls se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que
le glucose, le rhamnose, 1’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeres ou des oligoméres

(Dacosta, 2003).

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et ils se caractérisent par un squelette
de base a quinze atomes de carbone C6-C3-C6 (Tapas et al.,2008; Pietta, 2000 ), constitué de
deux unités aromatiques,de cycle en Cs (A et B),reliés par un hétérocycle en Cs oxygéné (figure3)
(Balasundram et al., 2006).

Figure 3 : Squelette chimique de base des flavonoides (Heim et al., 2002).

La structure de I’hétérocycle ainsi que son degré d’oxydation permettent de distinguer les
différentes classes des flavonoides (Macheix et al.,2006) les plus importantes sont: les flavanones,
flavones, flavonols, les isoflavones, ,flavan-3-ols et les anthocyanidines.lls varient dans leurs
caractéristiques structurelles par la diversité fonctionnelle autour de I’oxygénation de 1’hétérocycle
(tableau V) (Scalbert et Williamson 2000 : Pietta, 2000).

Tableau V: Différentes classes de flavonoides d’aprés Bruneton (2009).

Structure des différentes classes de | Exemples Substitutions
flavonoides 5 6 7 3 4 5
Flavanones Naringénine OH H OH H OH H
3 Hesperitine OH H OH OH OMe H
2! 4I
8 1 1
7 O “\\\ 5!
2 6'
6 3
5 4
@]

THESE DE DOCTORAT : BAKHOUCHE I. 15



Chapitre 1 :Revue bibliographique

3.Polyphénols

Flavones Apigénine
Chrysine OH H OH H OH H
Lutéoléine OH HOHH H H
OH H OH OH OH H
Kempférol OH H OH H OH H
Quercétine OH OH OH OH H
Myrécitine OH OH OH OH OH
Catéchine H H OH H OH H
Galllocatéchines OH OH H OH H
Anthocyanydines
Pelargonidines OH H OH H OH H
@
O\ Cyanidines OH H OH OH OH H
O = Delphinidine ~ ©H H OH OH OH OH
Isoflavones
O © Génistéine OH H OH OH OH OH
| Daidézéine OH H OH OH OH H
T
Aurones Castillene
Q Hispidol,
O oL __ aureusidine,
sulfurétine,
(@]
maritimetine
Chalcones 3 4 22 4 6
O | Butine | o4 OH OH OH H
S Phlorétine |H OH OH OH OH

3.3.3. Tanins

Les tanins sont des substances phénoliques de structure variée, de saveur astringente solubles

dans I’eau, et ayant des poids moléculaires compris entre 500 et 3000 unité (Sereme et al., 2010).
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Ils sont aptes a la préparation du cuir cela en formant des complexes stables avec le collagéne
(Paris et Hurabielle., 1981).
Selon leur composition et leur réactivité chimique, on distingue deux groupes de tanins

différents : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Macheix et al., 2006).

3.3.3.1. Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des oligo- ou polyesters de glucides et d'acides phénols. Le
terme "tanin hydrolysable" décrit leur sensibilité a I’hydrolyse par voie enzymatique ou chimique
(Sereme, 2010). Selon la nature de celui-ci on distingue : les tanins galliques, et les tanins
ellagiques (Paris et Hurabielle., 1981).Ce groupe est principalement responsable des effets

toxiques pouvant apparaitre lors de la consommation de certaines plantes (Veireling et al., 2003).

3.3.3.2. Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeéres flavanolique constitués d'unités flavan-3-4-diol ,tels
que la catéchine ou I’épicatéchine (Khanbabaea et Ree., 2001). Le degré de polymérisation varie
considérablement de quelques molécules de flavanols a plus de 50 (Wollgast et Anklam., 2000).
Ils sont résistants a I’hydrolyse et seules les attaques chimiques fortes permettent de les dégrader
contrairement aux tannins hydrolysables.
les tannins condensés sont également désignes par le terme « proanthocyanidine » car par
traitement acide et a chaud,ils peuvent libérer des pigments rouges (les anthocyanidines).Ces
derniers ne traversent pas la barriere intestinale, ils sont donc beaucoup moins toxiques que les

tanins hydrolysables (Dykes et Rooney,2006).
3.3.4. Lignines

Les lignines sont des polymeéres fortement ramifié¢, composants du bois avec I'némicellulose
et la cellulose localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois secondaires
des eéléments conducteurs, contribuant, a la grande résistance mécanique,l’imperméabilité a I'eau
et a la rigidité des tiges lignifiées. (Martone et al., 2009). lIs sont constitués de deux unités de
phénylpropane (C6-C3) et entrent dans la composition de certaines céréales, graines, légumes,
fruits, et ils sont fortement 1000 fois plus concentrés dans les graines de lins (El Gharras, 2009).
Les lignines sont des tres grands polymeére, insoluble dans I’eau et dans la plupart des solvants
organiques, il sont donc impossible de les extraire sans les faire subir d’importantes dégradations
(Hopkins,2003).

3.3.5. Stilbénes

Les stilbénes se caractérisent par un squelette de base a quatorze atomes de carbones C6-C2-
C6. Ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. .Ces composes se trouvent dans notre

alimentation en tres petite quantité, les sources principales des stilbenes sont, le soja, les arachides
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et les raisins (Crozier et al., 2006). Le plus connu d’entre eux est le resvératrol (figure 4) qui a été

largement étudié pour ses propriétés anticancéreuses mises en évidence lors de 1’étude des activités

biologiques de plantes médicinales (Kundu, 2008 ;El Gharras, 2009).
OH

OH
Figure 4: Structure chimique de Resvératrol

3.3.6. Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-
pyrone (Lacy et O’Kennedy 2004). Ce sont des composés issues du métabolisme de la
phénylalanine via un acide cinnamique et 1’acide p-coumarique. Le squelette de base des
coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone (C6-C3),et toutes
sont substituees en C7 par un hydroxyle (figure 5). Elles se trouvent dans la nature soit a I’état libre
ou bien combiné avec des sucres (glycosylée), et elles sont responsables de I'odeur caractéristique
du foin (Cowan, 1999 ; Hoffmann, 2003).

=

@) o

Figure 5 : Structure chimique des coumarines

3.4. Activités biologiques et effet pharmacologique des polyphénols

Les polyphénols sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composés naturels. Ils sont susceptibles
de réagir avec la plupart des ERO (Sokol-Letowska A et al., 2007); ils ont la capacité a inhiber la
peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxyde et
peroxyles (Hu et al., 2005). Les composés phénoliques ont des propriétés antimicrobiennes et
antivirales vis-a-vis de différents micro-organismes pathogenes (Chung et Wei, 2001). .

La principale propriété initialement attribuée aux flavonoides, est d’étre venotonique et
vasculoprotectrice (Bruneton, 1999). Actuellement, les flavonoides sont connus par des effets
hypocholestérolémiants, anticancéreux (Narayana et al., 2001 ; Seyoum et al., 2006), anti-
inflammatoires, anti-allergiques, anti-thrombotiques, anti-tumoraux et hépatoprotecteurs

Middleton et al.,2000).
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A cOté des activités citées précédemment, les flavonoides possédent (d’autres activités : activité
antidiabétique (Marfak, 2003).Certains flavonoides (notamment du soja) ont un effet préventif sur
le cancer du sein, de la prostate et ’ostéoporose (Besle et al., 2004).

Les tanins présentent une activité antiulcéreuse, antiparasitaire, (Chung et Wei, 2001) et
exercent un effet antidiarrhéique (Bruneton, 1999), qui est du a I’inhibition de la motilité
intestinale (De Bruyne et al., 1999), ainsi ils ont également un effet vasoconstricteur sur les petits
vaisseaux superficiels en favorisent la régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou
de brdlure (Bruneton, 1999 a).

Les coumarines sont utilisées pour leurs  propriétés  vasculoprotectrices,
neurosédatives,diurétiques anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,lls ont la capacité de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. lls préviennent également Ila
peroxydation des lipides membranaires (Hennebelle et al., 2007 ; Khan et al., 2005 ; Thati et al.,
2007).
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4 Tyrosinase

4.1. Généralités sur la tyrosinase

La tyrosinase (EC 1.14.18.1) aussi appelée polyphénol oxydase ou monophénol
monooxygenase, est une métalloprotéine transmembranaire de type | qui catalyse les deux
premieres étapes communes de la mélanogenése (Seo et al .,2003).

La tyrosinase a été découverte pour la premiére fois en 1856 par Schoenbein dans le
champignon Boletus luciferus. Elle semble étre universellement distribuée chez les animaux, les
plantes, les champignons et les bactéries. C’est une glycoprotéine de 569 acides aminés ayant une
masse moléculaire d’environ 128 a 133 KDa (Leboukh, 2011). Elle est formée de 4 sous-
unités,son site actif possédant deux atomes de cuivre qui sont nécessaires a sa fonction catalytique
(figure 6) (Hall et al., 2005). La structure primaire est typiquement organisée en trois domaines :
le domaine N terminal responsable de la maturation de la protéine enzymatique et de son adressage
; le domaine C-terminal qui couvre le site enzymatique et permet de garder I’enzyme sous forme
inactive sur chemin secrétoire ; le domaine central catalytique qui est le plus conservé chez toutes
les especes (Okombi ,2005).
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Figure 6 : Modele du site actif de la tyrosinase de mammiféres (Garcia et Solano, 2002).

4.2. Roles physiologiques et effets indésirables de la tyrosinase

La tyrosinase humaine encodée par un gene situé sur le locus ¢ du chromosome 11 est ’enzyme
limitante dans I’initiation de la mélanogenése (Zhao et Eling, 1996), Chez les mammiféres, elle
catalyse les réactions suivantes : L’hydroxylation de la L-tyrosine en 3,4-dihydroxyphénylalanine
(L-DOPA) ; il s’agit de I’activité monophénol hydroxylase. Ainsi I’oxydation de la L-DOPA en

Dopaquinone ; dans ce cas on parle d’une activité catéchol oxydase (Rodriguez et al.,1991). De

plus I’oxydation de la 5,6-dihydroxyindole (DHI) en indole quinone (Hamann et al., 2016).
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Bien que la mélanine ait principalement une fonction photoprotectrice dans la peau humaine,
I’accumulation d'un quantité anormale de mélanine dans différentes parties spécifiques de la peau
est une caractéristique courante dans de nombreux types de troubles cutanés, y compris
I'nyperpigmentation acquise (Artes et al.,1998),le lentigo solaire ou sénile, le mélasma, le
mélanome ainsi que la neurodégénérescence associée a la maladie de Parkinson (Ketata et
al.,2017). De plus son absence ou des mutations de son géne conduisent a une diminution voire &
un arrét de la pigmentation. Il a été établi que la mutation de son géne est associée a I’albinisme
oculocutané de type | (Spritz et Ho, 1997).

Chez les insectes, les tyrosinases sont impliquées dans la production d'o-diphénols et quinones
pour la pigmentation, la cicatrisation des plaies, dans le processus de sclérotisation, I’encapsulation
des parasites et joue un réle important dans le développement et les fonctions defensives (Lee,
2002, Gederman et al., 2002).

Dans I’agroalimentaire, la tyrosinase est connue sous le nom de polyphénol oxydase (PPO), est
responsable des reactions de brunissement enzymatique des fruits et de certains végétaux
(Gederman et al., 2002). Le brunissement est causé par I'oxydation des composés phénoliques,
les réactions des amines,acides amines, peptides et protéines avec des quinones (Carpenter et
al.,1981). Ces réactions produisent des changements indésirables du point de vue organolptique et

en valeur nutritive du produit et éventuellement la sécurité des aliments (Lee, 2002).

4.3. Inhibiteurs de la tyrosinase

L'hyperpigmentation de la peau humaine et le brunissement enzymatique des fruits ne sont pas
souhaitables. Ces phénomenes ont encouragé les chercheurs a rechercher des inhibiteurs de sources
naturelles (tableau VI) , synthétiques, et semi synthétique puissants de la tyrosinase pour anti-
brunissement des aliments et pour prévenir ou traiter les troubles de la pigmentation (Mosher et
al., 1983,Maeda et Fukuda ,1991).
L’inhibition de l'activité de la tyrosinase peut étre accomplie par I'un des ¢léments suivants:

— Laréduction chimique de la dopaquinone par des agents réducteurs comme I'acide ascorbique,
qui est utilisé comme inhibiteur de la mélanogenese en raison de sa capacité a réduire le retour
o-dopaquinone a la dopa, évitant ainsi les formations de dopachrome et de mélanine.
(Friedman M, 1996).

— Un piégeur de o-Dopaquinone tel que la plupart des composés contenant du thio, qui sont des
inhibiteurs de mélanogenese bien connus et réagissent avec dopaquinone pour former des
produits incolores (figure7). Le processus mélanogénétique est donc ralenti jusqu'a ce que tout
le charognard soit consommé, puis il reprend son rythme initial (Friedman et Bautista
,1995).
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Figure 7 : Inhibition du brunissement enzymatique catalysé par la tyrosinase en piégeant I'intermédiaire
dopaquinone avec de la cystéine ou de l'ascorbique acide.

- Substrats enzymatiques alternatifs tels que certains composes phénoliques, qui montrent une
bonne affinité pour I'enzyme, la formation de dopachrome est empéchee. (Badria et al., 2001).

- Inactivateurs d'enzymes non spécifiques tels que les acides ou les bases, qui dénaturent de
maniere non spécifique l'enzyme, inhibant ainsi son activité (Kubo et Kinst-Hori,1998,
Schallreuter et Wood 1990).

- Inactivateurs de tyrosinase catalyses par la tyrosinase en formant une liaison covalente avec
I'enzyme, inactivant ainsi pendant la réaction catalytique de maniere irréversible I'enzyme.lls
inhibent l'activité de la tyrosinase en induisant I'enzyme catalysant la «réaction suicide» (Espin et
al.,2001).

- Inhibiteurs spécifiques de la tyrosinase. Les composés se lient de maniére réversible a la

tyrosinase et réduisent sa capacité catalytique (Cabanes et al ,1994).

En plus de l'inhibition de l'activité catalytique de la tyrosinase, d'autres approches pour traiter

I'hyperpigmentation ont été identifiées comprennent :
- L’accélération de la dégradation de la tyrosinase,
- L’interférence avec la maturation et le transfert des mélanosomes. (Ando et al., 2007).
- L’inhibition de la transcription de 'ARNm de la tyrosinase,

- L’aberration de la glycosylation et de la maturation de la tyrosinase (Zhu et Gao,2008).
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Tableau VI : Quelques exemples de molécules d’origine naturelle a activité antityrosinase.

Composé Origine Mode d’action
Arbutine Ericacées Altére la synthése d’ADN, d’ARN
et la formation du mélanosome
(Matsubayashi et al., 2002)
Résorcinol Artocarpus incisus Analogues de substrat de la
(Moracées) tyrosinase (Rescigno et al., 2002)
Resvératrol Rheum officinale, Inhibe I’activit¢ DOPA-oxydase

(Polygonacées)

(Briganti et al., 2003)

Acide kojique

Champignons du genre
Agaricus et Pénicillium.

Inhibe Pactivité catécholase

(Battaini et al., 2000)

Mimosine

Mimosa pudica (Fabacées)

Chélation du cuivre (Rescigno et
al., 2002)

Phenylthiourée

/

Dégradation de la tyrosinase (Hall
et al., 2005)

Flavonoides et dérivés

- Crocus sativus, (Iridacées)
- Heterotheca inuloides,
(Asteracee)s

- Buddleia coricea,
(Loganiacées)

Cheélation du cuivre (Badria et al.,
2005)

Cromones et 1’aloésine

Aloe vera (Liliacées)

Moduler la synthese de mélanine
via une inhibition compétitive
(Jones et al., 2002)
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5. Inflammation

5.1. Généralités

L’inflammation est un processus de défense immunitaire de I’organisme en réponse a une
agression d’origine endogene (cellules cancéreuses ou pathologies auto-immunes), exogéene
(brulure, infection, allergie, traumatisme) dont le but de maintenir son intégrité. (Iwalewa et
al., 2007 ; Barton, 2008). Ce processus est caractérisé cliniqguement par la chaleur, rougeur,
gonflement et douleurs, de plus, il peut survenir une altération du fonctionnement de 1’organe
touché (Hamdan, 2010). Au niveau tissulaire, la réponse inflammatoire se caractérise par
I’augmentation de la dénaturation de protéines, ’augmentation de la perméabilité vasculaire,
et I’altération de membranes cellulaires (V Stankov, 2012).

Cette réponse, est un phénomeéne bénéfique pour I’organisme, dénommée inflammation
aigue, son but est de mobiliser le systéme immunitaire afin d'éliminer lI'agent pathogene et de
réparer les lésions tissulaires (Hellal, 2007). Elle dure de quelques jours a quelques semaine,
d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomeénes vasculoexsudatifs intenses
(Charles et al., 2010). Ainsi, non contrdlée, I’inflammation persistante peut étre un facteur
¢tiologique de diverses maladies chroniques comme I’athérosclérose,l’arthrite rhumatoide, les
maladies cardiovasculaires et neurodégéneratives et le cancer (Weill et al., 2003 ; Medzhitov,
2010).

5.2. Médiateurs d’inflammation

La réponse inflammatoire est initiée et contrdlée par de nombreux meédiateurs chimiques,
pro ou anti-inflammatoires, qui peuvent étre des substances protéiques plasmatiques, présentes
dans le sang circulant, ou proviennent de cellules telles que les mastocytes, les thrombocytes,
les neutrophiles, les monocytes et les macrophages (Iwalewa et al., 2007). Les roles de ces

médiateurs sont résumés dans le tableau VII.

Tableau VII : Effets des principaux médiateurs impliqués dans le processus inflammatoires.

Meédiateurs de Cellules sécrétrices Roles dans le processus inflammatoire

Pinflammation

Histamine Mastocytes, plaguettes, - Augmente la perméabilité vasculaire, permet la

(Mayol et al., éosinophiles et basophiles  contraction des muscles lisse et induit *expression

2013) . des molécules d’adhésion sur I’endothélium
vasculaire.

Sérotonine Mastocytes et plaquettes. - Augmente la permeabilité vasculaire, et stimule

(Rankin,2004) la contraction des muscles lisses.
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Leucotriénes
(Henrotin et al.,
2001)

Essentiellement par les
leucocytes

- Stimule la production de I’IL-2, de I'IFN-y et
de I’IL-4 par les lymphocytes T.

-Augmentent la  perméabilité  vasculaire,et
participent a la formation de I’oedéme,

- Possédent des propriétés chimiotactiques.

Prostaglandines

(lwalewa et
al., 2007)

Essentiellement par les
leucocytes

- Renforce I’action de des leucotriénes,histamine,
de la bradykinine et provoquent la vasodilatation,
-- Augmente la sensitivité des neurones et est
responsable de la douleur.

Platelet activating
factor (PAF)
(Rankin, 2004)

Plaquette, neutrophiles,
monocytes et
cellules endothéliales.

- Augmente 1’adhésivité de la paroi vasculaire et
I’agrégation des plaquettes,

- la libération des enzymes lysosomiales et la
production des ERO.

TNF-a et IL-18 Macrophages -Stimulent I’expression des molécules d’adhésion
. par les cellules endothéliales favorisant ainsi la

(Koechlin, 2006) migration des leucocytes vers le site enflammé,
-Stimulent 1’activation de la phospholipase
A2, la libération des chimiokines, et
activent la production intracellulaire
d’espéces réactives d’oxygene.

IL-6 Lymphocytes T -Favorise le recrutement des monocytes

(Ostrowski et al., sanguins,

1999 ; Mayol et al., -Induit localement Pactivation des

2013) phagocytes,vers les tissus enflammés, et la
production de la protéine C réactive.

IL-8 Lymphocytes T - Posséde des propriétés chimioattractantes pour

(Henrotin et al.,
2001 ; Mayol et al.,
2013)

les monocytes es neutrophiles, et les
macrophages,

-Induit la libération d’enzymes
lysosomiales,d’oxydant et de médiateurs
lipidiques.

Métalloprotéases
(Manicone et
McGuire, 2008 ;
Mayol et al., 2013)

Cellules de I’épiderme

- Modifient la matrice extracellulaire en dégradant
ses composants et facilitent la migration des
cellules immunitaires vers le site inflammatoire.

Substance P
(Henrotin et al.,
2001 ; O'Connor

Mastocytes

- Stimule la production d’immunoglobulines et la
prolifération des lymphocytes,
- Stimule le chimiotactisme et favorise la

etal., 2004) sécrétion des cytokines de
I’inflammation,libération des radicaux oxygénés,
I’histamine et les dérivés de I’acide arachidonique
Bradykinine Présente dans le plasma - Accroit la vasodilatation, la perméabilité

(Rankin, 2004)

sous forme de
kininogenes

vasculaire et stimule la contraction des muscles
lisses.

5.3. Anti-inflammatoires

5.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments aux propriétés anti-

inflammatoires, antalgiques et antipyrétiques. Plusieurs classifications sont proposées, fondées
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soit sur la structure des AINS, la puissance, les modalités d’action et/ou la sélectivité anti-COX
(Cuvillon et Viel, 2002). En effet, les AINS agissent tous en inhibant les deux isoformes de la
cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), diminuant ainsi la synthése des prostaglandines
(notamment la PGE2 et la PGI12), importants médiateurs de I’inflammation et du thromboxane
A2 (Nicolas et al., 2001).

Les AINS, en inhibant la synthése de prostaglandines qui ont un réle ubiquitaire et des
fonctions physiologiques importantes dans 1’organisme conduisant a des effets secondaires et
des événements défavorables.Sa production basale permet ’homéostasie tissulaire : production
de mucus, de bicarbonates, maintien de I’hémodynamique rénale en cas d’hypoperfusion en
particulier et maintien du flux sanguin sous muqueux gastrique (Risser et al.,
2009).L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS semblait donc, jusqu’a
récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets délétéres (Blain et al., 2000).

5.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les médicaments anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol. Les glucocorticoides (GC) traversent librement les
membranes cellulaires, se fixent sur des récepteurs spécifiques qui appartiennent a la
superfamille des récep- teurs nucléaires aux stéroides et migrent vers le noyau et agissent
directement sur ’ADN en se fixant sur des séquences spécifiques, dites GRE (Glucorticoid
Response Element) (Barnes, 1998). Ce complexe intervient dans la régulation de la
transcription des geénes cibles en réduisant la production de facteurs chimiotactiques, la
phagocytose, la perméabilité capillaire, bloquant ainsi la libération d’histamine, de
sérotonine,et de bradykinines. De plus, les GC peuvent inhiber 1’action de certaines protéines
nucléaires transactivatrices, dont la protéine activatrice-1 (AP-1) et le NF-kB, augmenter la
transcription des genes anti-inflammatoires et inhibant ainsi 1’expression de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6) récepteurs et molécules d’adhésion et
la production de la phospholipase A2 ( Rhen et Cidlowski, 2005).

Comme pour les AINS, l'usage des glucocorticoides est associ¢é a de nombreux effets
indésirables. Le risque d'apparition de ces effets indésirables s’accroit avec l'augmentation de
la posologie et le prolongement de la durée du traitement. Divers troubles peuvent étre observé
tels que, la dérégulation de la synthese naturelle de glucocorticoides a la fin du traitement,
I’hypertension artérielle, ainsi que des troubles digestifs (apparition d’ulcéres gastro-
duodénaux), endocriniens (prise de poids), musculosqueletiques (ostéoporose) (Henzen,
2003).
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5.3.3. Anti-inflammatoires naturels

La phytothérapie est utilisée depuis toujours dans la médecine traditionnelle. Le nombre de

composeés phytochimiques, trouvé dans les plantes médicinales est tres vaste, et leurs spectre

d'activité est tout aussi grand (Sawadogo et al., 2008) . Les plantes anti-inflammatoires

regroupent des especes de diverses familles dont les principes actifs sont responsables de

I’activité anti-inflammatoire en bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase

ainsi que par d'autres mécanismes (Barnes, 1998).

Tableau VIII : Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires.

Plantes Protocole

Mode d’action

Limonium
spathulatum
(Plumbaginaceae)

Partie aérienne

L’inhibition du pro-inflammatoire :I’oxyde
nitrique (NO) (Mazouz et al,2020)

Zygophyllum
gaetulum
(Zzygophyllaceae)

Partie aérienne

Ruta chalepensis Feuilles, tiges, et

Inhibe la libération de [I’histamine, la
sérotonine, les kinines et la cyclooxygénase
(Ait El Cadi et al.,2012)

Inhibition de la dénaturation des protéine

(Rutaceae) fleurs (albumine bovine : BSA) (Gali et Fedjou, 2019)
Phoenix Fruit Inhibition de la proteine kinase C (Bouhlali et
dactylifera al.,2020)

(Arécaceae)

Centella asiatica Plante entiere Stabilisation des membranes d’érythrocytes
(Apiaceae) (Chippada et al.,2011)

Drynaria Rhizomes Inhibition du COX | et COX Il (Das et al.,2014)
quercifolia

(Polypodiaceae)

Cardiospermum ND Inhibition du NO et TNF-o (Huang et al.,2011).
halicacabum

(Sapindaceae)

Wedelia trilobata Fleurs,tiges Inhibition de la sécrétion des protéinases
(Asteraceae) (Govindappa. et al. ,2011)

Mangifera indica L Tiges Inhibition de PLA2, TNF-a,PGE2 (Guarrido et

(Anacardiaceae)

al.,2004)

ND : non déterminé.

5.4.Pathologies inflammatoires

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées a des mécanismes considérés comme

dysfonctionnement immunitaire. Ces affections récemment regroupées sous le terme d'IMID
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(Immune Mediated Inflammatory Diseases) comprennent trois grandes entités nosologiques :
les maladies auto-immunes localisées (spécifiques d'organe) et systémiques (non spécifiques
d'organe) et les maladies auto-inflammatoires, les affections inflammatoires de mécanisme
indéterminé dont le mécanisme n'est pas auto-immun (Sibilia,2007). Quelques exemples sont
rapportés dans le tableau 1X.

Tableau IX : Exemples de pathologies liées a I’inflammation (Nathan, 2002).

Désordres dans lesquelles le role pathogénique principal revient a I’inflammation

Asthme, goutte, polyarthrite rhumatoide, eczéma, artériosclérose, arthrose, thyroidite

d'Hashimoto, lupus érythémateux disséminé, maladie de Crohn , maladie d’ Alzheimer.

Maladies d’origine infectieuse dans lesquelles 1’inflammation contribue a la pathologie

Tuberculose, hépatite C, dysenterie bactérienne, syndrome de sepsis.

Maladies d’origines diverses dans lesquelles la fibrose post-inflammatoire est la cause

principale de la pathologie

Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique, Bilharziose, fibrose pulmonaire, rejet

d'allogreffe chronique.
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6. Activité antibactérienne

6.1. Généralités

Les agents antimicrobiens designent un ensemble de différentes molécules agissant a faibles
concentrations et exercant un effet antimicrobien sur un nombre de microorganismes (bactéries,
virus, champignons, parasites) (Swingleteon et Sainsbury, 2006), par deux mécanismes
principaux : ceux qui détruisent appelés microbicide, et ceux qui les inhibent sont appelés
microbiostatique (Prescott et al., 2003). Les antibiotiques, sont des produits d’origine naturelle
élaborés par des microorganismes (moisissures : Penicillium et Aspergillus ou bactéries : des
genres Streptomyces et Bacillus) et constituant la grande partie des agents antimicrobiens
disponibles sur le marché, mais en inclut généralement parmi eux les dérivés semisynthétiques et
entierement synthétiques (Nauciel, 2000 ; Peldez, 2006). Depuis la découverte de la pénicilline
en 1929, dautres agents antimicrobiens plus efficaces ont été isolés particulierement
d’actinobactéries et de champignons, et mis au point par I'¢lucidation des cibles medicamenteuses
et par une modification des molécules médicamenteuses (Kohanski et al., 2010). Le tableau X
représente quelques exemples d’antibiotiques commercialisés.

La plupart des antibiotiques inhibent des voies métaboliques, certains agissent comme
antagonistes métaboliques ou antimétabolites, ou inhibiteurs compétitifs, d’autres substances
agissent en endommageant ou en entravant les fonctionnements normaux des microorganismes.
Chaque famille d’antibiotiques posséde son propre mode d’action (figure8) ( (Nauciel et Vilde,
2009).

- Les antibiotiques agissant sur la synthese de la paroi bactérienne en inhibant la DD-
transpeptidase ou 1’enzyme responsable de la formation des ponts entre les chaines des
peptidoglycanes conférant ainsi la rigidité a la paroi, comprennent les bétalactamines
(Charlier et al., 1998).

- Les antibiotiques agissant sur la synthése protéique en inhibant la transcription de I’ARNm
en protéine au niveau de la sous-unité 50S ,en bloquant le transport des aminoacyl t-RNA
au niveau de la sous-unité ribosomale 30s (Walsh, 2003), ou par liaison irréversible avec
la sous-unité 30S (Kim et Nicolau, 2007), comprennent les aminosides, les tetracyclines,
les macrolides (Carbon et al., 1994).

- Les antibiotiques agissant sur la synthése des acides nucléiques en inhibant certaines
enzymes intervenant dans la transcription et la réplication de ’ADN comprenant le
triméthoprime, les quinolones, les nitro-imidazoles et les rifamycines (Cattoir, 2004).

- Les polymyxines agissant au niveau des membranes plasmique (Bergogne et al., 1995).
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Tableau X : Exemples d’antibiotiques commercialisés dérivant de molécules naturelles produites par les microorganismes (Peléez, 2006).

Meétabolite Nom commercial Espéce productrice

d’origine

Pénicillines Pénicilline G, V, Ampicilline, Méthicilline, Penicillium spp., Aspergillus spp.
Amoxicilline, Carbenicilline

Cephalosporines MEFOXIN (Céfoxitine), CECLOR (Cefaclor), Acremonium spp., Emericellopsis
CLAFORAN (Céfotaxime), ROCEPHIN spp.,

(Céftriaxone), CEFTIN (Céfuroxime) Amycolatopsis lactamdurans,

Streptomyces clavuligerus

Thienamycine PRIMAXIN (Imipenem), INVANZ (Ertapenem) Streptomyces cattleya
Erythromycine ERYTHROCIN, ZITHROMAX (Azithromycine), Saccharopolyspora erythraea
BIAXIN (Clarithromycine), KETEK
(Telithromycine)
Vancomycine VANCOCIN Streptomyces orientalis
Fosfomycine MONURIL Streptomyces fradiae
Mupirocine BACTROBAN Pseudomonas fluorescens

Acide fusidique FUSIDIN LEO

Streptogramines SYNERCID (Dalfopristine/quinupristine)

Daptomycine CUBICIN

Fusidium griseum
Streptomyces pristinaespiralis
Streptomyces roseosporus

Le nom commercial est en majuscule, les noms entre parenthéses désignent les molécules issues de la semi-synthése du métabolite d’origine.
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¢ i i Syntheése d’acide nucléique
Synthése de paroi cellulaire Sythse de Folate y q

Sulfonamides

Béta-Lactamines Trimethoprim ADN Gyrase
Penicillins Quinolones
Cephalosporins
Carbapenems ARN Polymerase
Monobactams Rifampin

Vancomycine

Bacitracine
Sous unité : 50S

Macrolides
Clindamycin
Linezolid
Chloramphenicol

Membrane cellulaire Streptogramins

- Sous unité : 30S
Polymyxins Tetracyclines
Aminoglycosides

Synthese de protéine

Figure 8 : Différentes cibles des antibiotiques (Munteanu et Uivarosi,2021).

6.2. Résistance microbienne

L’augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques est un probleme mondial
sérieux, il a été observé des les premicres années en raison de I’utilisation accrue de ces agents
antimicrobiens en médecine humaine, vétérinaire et dans I’agriculture. Ceci a orienté la
recherche pour [I’identification et le développement de nouvelles biomolécules

antimicrobiennes efficaces avec de nouveaux mécanismes d’action (Goossens et al., 2005).

6.2.1. Definitions

La résistance microbienne aux antibiotiques aurait deux origines essentielles, naturelle et
acquise. La premiere est programmée au niveau du pool génomique alors que la deuxieme est
développée en fonction des conditions métaboliques (Julian et Dorothy,2010).En effet, la
résistance naturelle est une résistance intrinseque, due essentiellement a la présence de genes
spécifiques (Allen et al., 2010). Elle se caractérise par des modifications structurales et
métaboliques. Les génes de résistance sont exprimés soit d’une maniére constitutive ou bien
induite en répondant a un signal enzymatique établi par la mise en oeuvre d’un processus
d’échappement vis-a-vis de I’antibiotique (Doyle, 2006). Tandis que la résistance aquise, peut
étre définie d’un point de vue microbiologique par la présence d’un déterminant génétique :
Acquisition des genes de résistance ou mutation.

Grace a ce processus les bactéries des mémes especes partagent entre elles des

informations génétiques, ou entre des especes différentes (Springman et al.,2009).
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L’acquisition d’ADN se fait le plus souvent par conjugaison, elle se fait alors par
I’intermédiaire de plasmides ou ADN (transposons).Dans certaines especes 1’acquisition
d’ADN peut se faire par transformation, le transfert de géne de résistance par I’intermédiaire
d’un bactériophage (transduction) est rare (Nauciel, 2000).

La résistance peut étre a spectre croisée concernant plusieurs agents antibiotiques de
modes d’actions et structures différentes ou étroit, limitée a certain nombre d’antibiotiques de
structures voisines (Cattoir, 2004). Trois groupes de souches résistantes ont été distingués,
selon le nombre d’agents antimicrobiens auxquels les bactéries présentent une résistance : les
souches résistantes a plusieurs (trois ou plus) classes d’agents antimicrobiens qui sont
désignées par le terme MDR (multidrug resistant), les souches résistantes a tous ou presque
tous les agents antimicrobiens disponibles ou extremely drug resistant (XDR),et la derniére
catégorie représente les bactéries résistantes a tous les agents antimicrobiens ou pandrug
resistant (PDR) (Magiorakos et al., 2011).

6.2.2. Mécanismes de résistance aux antibiotiques
Les microorganismes possédent des mécanismes évolués qui leur permettent
d’échapper a I’action des antimicrobiens. Plusieurs mécanismes de résistance bactérienne ont
¢été décrits. Cette derniére se peut avoir lieu par les mutations simples réduisant ’affinité a la
cible de I’antibiotique, par la dégradation ou la modification des antibiotiques par des enzymes
spécifiques secrétées par les bactéries (Silver, 2011), ou par la diminution de la concentration

de I’agent antibactérien a I’intérieur de la cellule (Wright, 2005).

6.2.2.1. Modification des cibles des antibiotiques
Dans certaines situations, les bactéries ont la capacité de modifier I’affinité de ses
proteines de liaison a des antibiotiques spécifiques (figure 9). C’est le cas des protéines de
liaison a la pénicilline telles que la protéine dite PBP2a (penicillinbinding protein 2a) qui
diminue I’affinité de I’oxacilline et autres bétalactamines (Tenover ,2006).Certaines souches
pathogénes mobilisent le positionnement de leurs organites pour échapper a 1’action des
antibiotiques. Par exemple, les ARN ribosomiques de méthylation (rRNA methylase), suite a
des mutations chromosomiques,modifient I’emplacement topologique des ARNr 16S vers des
positions spécifiques privilégiant ainsi ces complexes de 1’action des antibiotiques de la famille
des aminoglycosides (Jana et Deb,2006).
6.2.2.2. Inhibition d’antibiotiques
Certaines bactéries synthétisent des enzymes qui inhibent ’action des antibiotiques en
dégradant ou en modifiant ce dernier (figure 9). La modification des antibiotiques peut se faire

de différentes fagons selon les réactions chimiques catalysées (Dzidic et al., 2008). Les
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enzymes qui réalisent le blocage et/ou la dégradation des antibiotiques sont diverses,par
exemple, la B-lactamase détruisant les antibiotiques de la famille des 3-lactamines comme la
pénicillines et les rendant inactives (Quincampoix et Mainardi, 2001). D’autres enzymes
telles que les acétyltransférases, les nucléotidyltranférases et les phosphotransférases sont
connues par leurs capacités a modifier I’affinité des antibiotiques de la famille des

aminoglycosides (Jacoby et Munoz-Price, 2005).

6.2.2.3. Réduction de la concentration intracellulaire de ’antibiotique
Certaines souches bactériennes empéchent les antibiotiques de rentrer dans la cellule
bactérienne, et cela grace a un mécanisme de transport particulier dit pompe a efflux (figure 9)
qui leur permet d’exporter les antibiotiques a 1’extérieur (Li et Nikaido, 2009) et/ou une
imperméabilité par exemple :La résistance a I’imipénéme chez Pseudomonas aeruginosa par

modification ou perte de la porine OprD (Cattoir, 2004).
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Figure 9: Schéma général des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Coustés ,2016).

6.3. Agents antimicrobiens dérivant des plantes
La toxicité des produits synthétiques est devenue un sérieux probléeme de santé publique
qui concerne une large gamme d’antibiotiques et qui se manifeste dans tous leurs champs
d’application, d’ou I'intérét croissant de chercher de nouveaux composés d’origine naturelle
en particulier celles produites par les plantes (Khan et Ahmad, 2012).
Les plantes sont considérées comme une source importante de molécules a activité

antimicrobienne, qui appartiennent a plusieurs classes comme les polyphénols, les terpenoides,
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les alcaloides, les peptides...etc. (Cowan, 1999), et pouvant étre utilisés pour le traitement des
maladies infectieuses (Sher, 2009). Par exemple, les polyphénols renferme plusieurs sous
classes incluant les acides phénoliques, flavonoides, coumarines, et tannins...etc ,dont
’activité antimicrobienne a été largement étudiée (Daglia, 2012).

Les deérivés naturels et synthétiques des coumarines qui présentent un noyau 2H-I-
benzopyran-2-one dans leur structure possédent une activité antimicrobienne largement
rapportée dans la littérature contre un grand nombre de bactéries Gram positif et Gram négatif
(Al-Majedy et al., 2017).

L’hydrophobicité des flavonoles permet de s’intercaler dans les phospholipides
membranaires et exercer leurs effets antibactériens a I’intérieur de la cellule (Daglia, 2011).

Les alcaloides représentent un groupe de composeés structurellement diversifié synthétisés
par les plantes, par certains animaux et microorganismes (Hesse M, 2002). lls ont inspiré le
développement de plusieurs meédicaments antibactériens, avec la synthese de la quinine par
hasard produisant les quinolones dont la premiére quinolone a effet antibactérien est I’acide
nalidixique. En association avec les antibiotiques couramment utilisés, il a été montré que
certains alcaloides d’origine naturelle ou semi-synthétiques ont un effet synergique (Hraiech
et al., 2012,Bogatcheva et al.,2011; Parhi et al.,2012).

Il existe d’autres classes chimiques possédant différents composés a activité
antimicrobienne comme les composés terpéniques (mono-terpenes, sesquiterpenes,) présents
dans I’huile essentielle de certaines plantes, les isothiocyanates, les thiosulfates, les
polyamines, et les glucosides, (Cowan et al., 1999). Des exemples de quelques substances

synthétisées par les plantes a effet antimicrobien sont représentés dans le tableau XI.
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Tableau XI : Quelques exemples de molécules d’origine naturelle a effet antimicrobien.

Composé Origine Mécanisme d’action
Chrysine Chrysanthemum Inactivation de certaines
(Critchfield et al., 1996) morifolium enzymes membranaires.

Epigallocatechine
(Shimamura et al., 2007)

Camellia sinensis L

Fixation sur le peptidoglycane
et perturbation de la synthese
de la paroi

Phloridzine

Apiine
(Bernard et al., 1997)

Rosaceae,
Symplocaceae
Petroselinum
crispum

Inhibition de la topo-isomérase

Pergularinine et
Tylophorinidine
(Narasimha Rao et
Venkatachalam, 2000)

Pergularia pallida

Inhibition de la dihydrofolate
réductase

Berbeérine
Piperine
(Freiburghaus et al., 1996)

Especes de Berbéris
Pipéracées

Inhibition de la réplication par
le blocage de l'activite de
I'ADN-polymérase .

Thymoquinones
Anthraquinone
(Marini et al., 2015)

Nigella sativa
Cassia italica

Fixation aux adhésines,
inactivation de certaines
enzymes membranaires.

Sanguinarine
(Beuria et al., 2005)

Sanguinaria
canadensis

Perturbation de la formation de
I’anneau Z lors de la division
cellulaire .

Terpenes : a-pinene, -
pinene, y-terpinene, p-
cymene, terpinene-4-ol, a-
terpinéol.
(Dunkic et al., 2010)

Plusieurs plantes

Inhibition de la respiration
oxydative.

Carvacrol et Thymol
(Delaquis et al., 2002)

Plusieurs plantes

Désintégration de la membrane
externe et libération du matériel
cellulaire a ’extérieur.

THESE DE DOCTORAT : BAKHOUCHE .

35


https://fr.wikipedia.org/wiki/Rosaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Symplocaceae

Chapitre 1 :Revue bibliographique 6. Activité antimicrobienne

THESE DE DOCTORAT : BAKHOUCHE . 36



Chapitre 2 :
Materiel et Méthodes




Chapitre 2 Matériel et Méthodes

1. Matériel végétale

Les feuilles et les racines de Limonium delicatulum ont été récoltées en Aolt 2018 lors de la
floraison au niveau de la région de Tella ,Sétif ( Nord-Est Algérien). La plante a été authentifiée
par le Dr Aliat Toufik,département de biologie,Université Bordj Bou Arréridj.
Les feuilles et les racines ont été séchées a Iair libre, a I’ombre et broyer en poudre fine a 1’aide

d’un broyeur électrique.

2. Préparation des extraits

Les feuilles et les racines séchées de L. delicatulum ont été macérée avec du méthanol 100%
ou I’eau distillé pendant 24 h a température ambiante (Sanogo et al., 2006). Les extraits résultants
ont été filtrés a travers un filtre Whatman (papier filtre Whatman n ° 4). Les extraits méthanoliques
(EME) et aqueux des feuilles et des racines sont concentrés sous vide dans un évaporateur rotatif
(BUCHI, R215, Suisse), les résidus obtenus ont été maintenus a 4 ° C pour une analyse plus
approfondie.

3. Rendement d’extraction

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait et
celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante (Falleh et al.,2008) :
Rendement = (PB / PA) x 100
PB : poids d’extrait brut.

PA : poids de la plante seche en poudre.

4. Screnning phytochimique

Un criblage phytochimique a été effectué selon des procédures standard basées sur la formation
d'un précipité ou l'observation de changements de couleur dans le mélange initial ,afin de révéler
les différents métabolites secondaires présents dans 'EME et aqueux de L.delicatulum, y compris
les stéroides, les flavonoides, les coumarines, les saponines, les tanins, les anthraquinones

alcaloides, les quinones et les triterpénes,.

4.1. Test des tanins
Les tanins ont été détectés en utilisant le test du chlorure ferrique. 2 mL de chaque extrait a été
ajouté a 1 mL de solution de chlorure ferrique (FeClI3, 1 %). L'apparition d'une couleur verdatre

ou bleuatre apres agitation, indiquait la présence de tanins (Mouffouk et al., 2019).

4.2. Test des triterpénoides
La présence de triterpénoides a été déterminée en mélangeant des volumes égaux (0.5ml)
d'extrait, d'anhydride acétique (CsHsO3) et d'acide sulfurique concentré (H.S04). La formation d'un

anneau bleu-vert apres agitation a révélé la présence de triterpénoides (Kumari et al., 2017).
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4.3. Test des saponines
Une décoction a été préparée a partir de deux parties de L. delicatulum (1 % p / v), aprés avoir
ajouté 20 ml d'eau distillée, le mélange préparé a été agité dans un cylindre gradué pendant 15
minutes. L'apparition de mousse confirme la présence de saponines (Kumar et al., 2009).
4.4.Test des alcaloides
Un millilitre d'extrait testé a été mélangé avec trois gouttes de réactif Dragendorff. La présence
d'alcaloides en solution est révélée par l'apparition d'un précipité rouge orange (Fransworth,
1966).

4.5. Test des coumarines
Un volume de 2 ml d'extrait a été ajouté a 3 ml d'hydroxyde de sodium a 10 % (NaOH),
I'observation de la couleur jaune indique la présence de coumarines (Rizk, A.M., 1982).

4.6. Test des quinones
Un millilitre de chaque extrait a été ajouté a 500 puL d'hydroxyde de sodium (NaOH, 1 %).
Apres agitation, I'apparition d'une couleur rouge indique l'existence de quinones (Mouffouk et al.,
2019).

4.7. Test des stéroides
Cing cents microlitre d'anhydride acetique, 2 mL de chloroforme et 3 gouttes d'acide sulfurique
concentré ont été ajoutés a 2 mL d'échantillons. Aprés agitation, l'observation d'une coloration

bleue a confirmé I'existence de stéroides (Fransworth, 1966).

4.8. Test des flavonoides
Un volume de 500 pL d'acide chlorhydrique concentré, 5 gouttes d'acide acétique, 500 pL
d'eau distillée et 5 gouttes d'acide isoamilique et un morceau de magnésium (Mg) ont été ajoutés
a 500 pL de I'extrait testé. Le mélange obtenu a été agité pendant 1 min. L'apparition immédiate
d'une couleur rouge-violet ou rose orangé indiquait la présence de flavonoides (Mouffouk et al.,
2019).

4.9. Test des anthraquinones
Dix millilitres de H2S04 ont été bouillis avec 500 mg d'extrait et filtrés a chaud, puis 5 ml de
chloroforme ont été agités avec le filtrat. Dans un autre tube a essai, la couche de chloroforme a
été prélevée et 1 ml d'ammoniaque dilué a été ajouté. Le changement de la couleur indique la
présence d'anthraquinone (Ayoola al., 2008).
5. Analyse colorimétrique des composés phénoliques
5.1. Dosage des polyphénols totaux
La teneur en phénols totaux des extraits de L. delicatulum a été déterminée par la méthode de
Al-Duais et al .(2009) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu. Elle est basée sur la réduction de ce

dernier (mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique
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(H3PM012040) lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de

molybdéne. Le mélange réactionnel est composé de 20 ul de I'échantillon, 100 ul de réactif Folin-
Ciocalteu (1/10 dans I'eau) et 75 ul de carbonate de sodium (7,5%). Les microplaques sont agités
et conservés durant 30 min, dans l'obscurité a température ambiante, puis I’absorbance est mesurée
a 765 nm contre un témoin négatif, en remplagant 1’échantillon par le méthanol ou I’eau distillée.
Une courbe d’étalonnage a différente concentration d’acide gallique est réalisée.Les résultats sont

exprimés en pg équivalent acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg de I’extrait).

5.2. Dosage des flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides est basé sur la formation d’un complexe jaune entre les ions chlorure
et les flavonoides. La méthode de Topcu et al. (2007), modifiée et adapté pour une utilisation dans
les microplaques de 96 puits, est utilisée pour la détermination du taux des flavonoides. Une
aliquote de 50 pl de chaque extrait est mélangée avec 10 pl de nitrate d'aluminium (AI(NO3)310
%), 10 ul d'acétate de potassium (1 M) et 130 ul de méthanol. Aprés 10 min d’incubation la lecture
est faite a 430 nm contre un blanc échantillion contenant 50 pl d’échantillon et 150 ul ml de
méthanol. Une courbe d’étalonnage est réalisée avec la quercétine et les résultats sont exprimés en
ug d’équivalent quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
5.3. Dosage des tanins condensés
La teneur en tanins condensés est estimée en utilisant la méthode décrite par Saci et al. (2019).
Un volume de 25 pl de chaque extrait est ajouté a 150 pl de la solution vanilline/méthanol (4 %,
m/v), ensuite 75 ul de ’acide chlorhydrique (30 %) est additionné. L’absorbance est mesurée a
500 nm contre un blanc aprés une incubation de 15 min a température ambiante. Une courbe
d’étalonnage est réalisée avec la catéchine et les résultats sont exprimés en ug ECAT/mg d’extrait.
6. Evaluation de I’activité antioxydante
Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de nos extrais a été
réalisée par huites différentes méthodes a savoir : le pouvoir réducteur, le piégeage du radical
libore DPPH, le piégeage du radical ABTS+, le piégeage du radical Galvinoxyl , le test de
blanchiment de B-caroténe,le test de phénantroline,le test de la réduction des nanoparticules de
I’argent, , et la réduction de 1’ion Cu®* par la méthode CUPRAC.
6.1. Activité anti-radicalaire du radical DPPH
L’activité anti-radicalaire du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est déterminée
selon la méthode de Gali et Bedjou (2019). Elle est baseée sur la mesure de la capacité des
antioxydants a piéger le radical DPPH (figure 10) dont la solution posséde une coloration violette
et une absorption caractéristique a 517 nm. Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non
radical) en acceptant un atome d’hydrogene. Ceci provoque la perte de la coloration violette en

coloration jaune.
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Brievement, la solution de DPPH est préparée a 1 mM dans le méthanol,puis 160 pl de cette
solution est ajoutée a 40 pl de chaque extrait a différentes concentrations. La réaction entre les
extraits et le radical DPPH est effectuée sur microplaque de 96 puits ensuite les mélanges sont
incubés a ’obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes, contre un controle contenant
la solution de DPPH" et le méthanol. Les résultats sont exprimés en termes d’absorbances a 517
nm. Le BHA, le BHT, le Trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme standards. Les résultats
sont exprimés en termes de pourcentages détermineés par la formule suivante :

%I1= (Ac-Ae)/Ac*100 (1)

%I= pourcentage d’inhibition
A¢: Absorbance en présence de I’échantillon (extrait ou BHA)
A.: Absorbance du contrdle en absence de I’échantillon

RH
(antioxydant)
NO, NO,
H
O,N N-N - ON N-N
NO, NO,
R.
DPPH‘ DPPH
Figure 10 : Réaction entre le DPPHe et le compos¢ antioxydant pour former le DPPH (Serigne et al.,
2015).

6.2. Activité anti-radicalaire de ’ABTS™

La méthode de Re et al. (1999) est utilisée pour la mesure de la capacité des extraits
méthanolique et aqueux, des feuilles et des racines a inhiber le radical ABTS, par le suivi au
spectrométre a 734 nm. En présence d’un antioxydant, le passage du radical ABTS-+ a la forme
non radicalaire s’accompagne de la disparition de la coloration vert bleu intense (figure 11).

Le cation ABTS™ est généré en mélangeant 5 ml de persulfate de potassium (K2S20s) a 4,9
mM avec 5 ml d’une solution aqueuse d’ABTS (14 mM). Le mélange est ensuite stocké a
température ambiante durant 16 h a ’abri de la lumicre. La solution est diluée avec de I’éthanol
jusqu’a une absorbance de 0,7+0,02 a 734 nm.

Briévement ,40 ul de chaque extrait ainsi que les standards (BHA,BHT, Trolox,Acide Ascorbigue),
a différentes concentrations, sont ajoutés a 160 ul de la solution d’ABTS™" diluée dans une
microplaque a 96 puits. La lecture est effectuée aprés 10 min d’incubation. Les pourcentages
d’inhibitions sont calculés en appliquant la formule (1) précédente ou A¢ représente I’absorbance

de la solution ABTS™ en absence de I’échantillon.
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Figure 11 : Formation du radical cation ABTS+ a partir de I’ABTS (Serigne et al., 2015).

6.3. Activité anti-radicalaire du radical Galvinoxyl (GOR)
Le galvinoxyl est un radical libre stable, il est utilisé pour mesurer 1’effet anti-radicalaire des
différentes molécules. Ce test est basé sur la capacité des composeés antioxydants a réduire le
radical galvinoxyl (GOR) de couleur initialement jaune qui se traduit par la disparition de cette

couleur, dont I’intensité est mesurée a 428nm (Imai et al., 2019).

L'activité de piégeage contre le radical galvinoxyle a été évaluée selon la méthode décrite par
Shi et al. (2001). Bri¢vement, 40 pl de chaque échantillon, a différentes concentrations sont
mélangés avec 160 ul de la solution galvinoxyle (0,1 mM dans le méthanol). Aprés incubation
pendant 120 min dans l'obscurité et a température ambiante, I'absorbance est mesurée a 428 nm.
Le BHA, le BHT, lacide ascorbique et le Trolox ont été utilisés comme standards. Les

pourcentages d'inhibition ont été déterminés selon la formule précédente (1).

6.4. Test de Phénanthroline

Cette méthode est basée sur la réduction de Fe* * en Fe?* par un antioxydant. Le Fe?*ainsi
formé réagit avec le 1,10-phénanthroline pour former le complexe de ferroine de couleur rouge
orange (Yefrida et al ., 2018). La concentration de ce complexe est déterminée a 510 nm, la
couleur intense signifie un puissant effet réducteur.
La réduction des ions fer a également été testée par le dosage de la phénanthroline selon la méthode
de Szydlowska-Czerniak et al. (2008). Dix microlitres de I'échantillon ont été mélangés avec 30
uL de O-phénanthroline (0,5% dans le méthanol), 110 uL de méthanol et 50 pL de FeCls (0,2%).
L'absorbance a été mesuré a 510 nm apres incubation pendant 20 minutes a 30 ° C . Le BHA, le
BHT,I’ acide ascorbique et le Trolox ont été utilisés comme standards. Les valeurs Aos ont été

calculées a partir des courbes de régression.
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6.5. Test de la réduction des nanoparticules d’argent (Ag+)
La méthode est basée sur la réduction des ions Ag+ qui se trouve en suspension
(nanoparticules). Cette réduction entraine 1’augmentation de la taille des particules et qui est

observée par spectrophotométrie en mesurant I’absorbance a 423nm.

La réduction des ions d’argent (Ag +) a été évaluée par la méthode proposée par Ozyiirek et
al. (2012).Cinquante microlitres d'eau distillée et 130 ul de solution SNP (AgNO3 1 mM, solution
de citrate a 1 %) ont été ajoutés a 20 pl des extraits étudi€s ou des standards dans une microplaque
a 96 puits. Le mélange est incubé a 25 ° C pendant 30 min. L'absorbance a été mesurée a 423 nm.
Le Trolox et l'acide ascorbique ont été utilisés comme standards et Aos a été déterminé a partir
des courbes de régression.

6.6. Pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur est évalué par la méthode d’Oyaizu (1986) avec certaines modifications.
La méthode est basée sur la réduction de 1’ion Fe®* (fer ferrique) du ferricyanure de potassium
(Fe**(CN)s) en fer ferreux (Fe?*(CN)s). Le produit, ainsi formé, est visualisé par 1’addition des
ions Fe** provenant du FeCls qui conduit a la formation du complexe Fe3*s[Fe?*(CN)s]s de couleur

bleu dont I’intensité est mesurée a 700 nm (Hsu et al., 2006).

Le protocole consiste a mélanger 20 ul d’extrait, 40 ul de tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6),et
40 pl de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s (1%). Le mélange est ensuite incubé a 50°C pendant
20 min. Apreés cela, 40 ul d’acide trichloracétique (TCA) (10 %), 20 ul de chlorure de fer (FeCls)
(0.1 %), et 40 ul d’cau distillée,sont ajoutés et la lecture est effectué dans un lecteur de microplaque
(Perkin Elmer, Enspire) a 700 nm. Le BHA, BHT, Trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme

standards. Les résultats sont représentés sous forme d’absorbances en fonction de la concentration.

6.7. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Les ions Cu?* du complexe bis (neocuproine)-cuivre(ll) (Nc(Cu)2%), résultant de la réaction
entre le chlorure du cuivre (CuCl,) et le néocuproine (2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline) (Nc),
sont réduits par un agent antioxydant. L’absorbance du complexe, ainsi formé (Nc-Cu(l)), est
suivie par spectrophotométrie a 450 nm (Apak et al., 2007).

Le protocole consiste a faire réagir 40 ul de chaque extrait, a différentes concentrations, avec
50 pl de CuCl> (0,01 M), 50ul de néocuproine (7,5.10° M dans 1’éthanol) et 60 ul d’acétate
d’ammonium (1 M) sur une microplaque de 96 puits. La lecture est faite 4 450 nm apres une heure
d’incubation a température ambiante. Le BHA, BHT, Trolox et I’acide ascorbique sont utilisés

comme standards. Les résultats sont exprimés en termes d’absorbances a 450 nm.

THESE DE DOCTORAT : BAKHOUCHE . 41



Chapitre 2 Matériel et Méthodes

6.8. Test de blanchiment du f-carotene

L’¢évaluation de la capacité des extraits méthanoliques a inhiber la peroxydation lipidique a été
déterminée par la méthode décrite par Sabudak et al. (2013). L’oxydation de I’acide linoléique
génere des radicaux peroxydes suite a I’abstraction des atomes d’hydrogéne a partir de
groupements méthylénes. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-caroténe (désparition
de la couleur rouge). Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux
libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchiment du -caroténe
(Deba, 2008).

L’émulsion B-carotene-acide linoléique est préparée par la solubilisation de 0,5 mg de B-
carotene dans 1 ml de chloroforme puis 200 ul de tween 40 et 25 pl d’acide linoléique sont ajoutés.
Le chloroforme est complétement éliminé dans un rotavapeur, et le résidu est repris dans 100 ml
d’eau oxygénée, I’émulsion en résultant est agitée vigoureusement.

Dans une microplaque de 96 puits 40 pl de chaque extrait a différentes concentrations sont
additionnés de 160 pl de I’émulsion B-carotene-acide linoléique. L’absorbance est mesurée
immédiatement (To) a 470 nm, puis la plaque est incubée a 45 °C dans une étuve et la lecture est
faite chaque 30 min pendant 120 min. La méme procédure est effectuée avec le BHA et le BHT
comme controle positif et le contréle négatif qui consiste en 40 ul de méthanol/eau distillé a la
place de I’échantillon. Les pourcentages d’inhibition sont calculés selon la formule suivante :

AA (%)= [1- ((Ae=0) —Ac=120))/(Ao(=0) ~Ao(=120))]*100 o

A=0): est I’absorbance en présence de I’échantillon a T=0

A=120) : est ’absorbance en présence de 1’échantillon a T=120 mn
Aqt=0): est I’absorbance du blanc a T=0

Ao=120) : st ’absorbance du blanc a T=120 mn.

7. Activité inhibtitrice de la tyrosinase

L'effet inhibiteur des extraits de L. delicatulum sur l'activité de la tyrosinase a été évalué par
la méthode décrite par Deveci et al. (2018). Des aliquotes de 10 pl d'extraits de feuilles et de
racines a différentes concentrations sont déposées dans une microplaque a 96 puits, ensuite 150 pl
de tampon phosphate de sodium (100 mM, pH 6,8) et 20 ul de solution enzymatique de tyrosinase
(150 unités / ml) sont ajoutés. Aprés 10 minutes d'incubation a température ambiante, 20 pl de L-
DOPA (5 mM) sont ajoutés au mélange réactionnel. La microplaque a été laissée pendant 10
minutes supplémentaires a 37 ° C et I'absorbance est mesurée a 475 nm en utilisant un lecteur de
microplaques multimode (Perkin Elmer, EnSpire, Singapour). L'acide kojique est utilisé comme
standard. L'activité anti-tyrosinase a été exprimée en taux d'inhibition calculés en utilisant la

formule précédente (1).
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8. Activité anti-inflammatoire

8.1. Inhibition de la dénaturation de BSA

L'activité anti-inflammatoire a été déterminée in vitro par la dénaturation de la BSA par la
chaleur selon la méthode décrite par Kandikattu et al. (2013). Un volume de 1 ml de chaque
extrait (feuilles et racines) est mélangé avec 1 ml de solution d'albumine de sérum bovin (0,2 %)
préparee dans le tampon Tris-HCI (50 mM, pH 6,6). Les tubes sont ensuite chauffés & 37 °C
pendant 15 min puis & 72 °C pendant 5 min. L'absorbance est mesurée a 660 nm en utilisant un
spectrophotometre UV-visible aprés refroidissement a température ambiante. L'expérience a été
réalisée en triplicata. Le Diclofénac de sodium (VOLTARENE®) est utilisé comme standard.
L'effet protecteur des échantillons contre la dénaturation de la BSA a été présenté sous forme de

pourcentages d'inhibition calculés suivant la formule précédente (1).

9. Activité antibactérienne

9.1. Souches bactériennes et préparation de la suspension bactérienne

Les souches bactériennes testées correspondent a trois souches Gram négatif : Salmonella
enterica serovar Typhi (ATCC 14028™), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853™),
Escherichia coli (ATCC25922™) et trois Gram positif : Listeria monocytogenes (ATCC13932
™) Staphylococcus aureus (ATCC25923™), Bacillus subtilis (ATCC6633™). A partir d’une
culture bactérienne jeune (18h), une suspension de chaque bactérie est préparée dans 5 ml de I’eau
physiologique stérile (0.9 %) puis I’absorbance est ajustée a une valeur de 0.1 correspondant a une

charge de 108 UFC/m, a la longueur d’onde A= 625 nm.

9.2. Test de sensibilité sur milieu gélosé

L’activité antimicrobienne a ¢été étudiée selon la méthode de diffusion en milieu solide
(Devillers et al., 1989). La gélose Muller Hinton est coulée dans des boites de Petri, aprés
solidification la suspension bactérienne est ensemencée en utilisant des écouvillons. A I’aide d’une
pipette Pasteur stérilisée des puits de 6 mm de diametre ont €té réalisés dans la gélose. Quarante
microlitres de chaque échantillon, a différentes concentrations (200, 100, 50,25, et 12,5 mg/ml),
sont transférés dans les puits. Pour permettre la diffusion des extraits, les boites sont conserveées a
4°C pendant 3h Apres incubation a 37 °C/24 h, les zones d’inhibition ont été mesurées. Le test est

réalisé en duplicata. Un disque d’un antibiotique (gentamicine) est utilisé comme standard.

9.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La concentration minimale inhibitrice est déterminée comme étant la concentration minimale
de Plextrait qui inhibe la croissance de 90% de la population bactérienne. La methode de

microdilution en milieu liquide est utilisée pour la détermination de la CMI, en utilisant des plaques
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a 96 puits (Chebaibi et al., 2011) . Les échantillons sont solubilisés dans du DMSO. Le bouillon
Muller Hinton (MHB) est utilisé comme diluant puis des dilutions de moitié sont réalisées. Le
tétrazolium (MTT : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5 diphényltétrazolium bromide) est utilisé
comme indicateur de viabilité. Cinquante microlitre de chaque dilution de I’échantillon testé est
transférés dans les puits de la microplaque contenant 50 pl de MHB,puis 50pul de la suspension
bactérienne sont transférés. La charge bactérienne, dans le volume final, est de 5.10° UFC. La
microplaque est ensuite incubée a 37 °C pendant 24 h.

A la fin de la période d’incubation,vingt microlitres de la solution MTT( 0.4 g/L) sont ajoutés dans
chaque puits. La plaque est ensuite réincubée pendant 10 a 30 minutes a 37 °C.

La croissance bactérienne est révélée par la présence d’une couleur bleu violet tandis que la
persistance de la couleur jaune initiale signifie le contraire. Un contr6le ne contenant pas

I’échantillon testé est réalisé.

10. Evaluation de la cytotoxicité sur les larves d’Artémia salina (BrineShrimp test)

C’est un test simple et facile a réaliser pour mettre en évidence la toxicité générale des extraits
d’origine végétale. Cette méthode fournit des données de depistage préliminaires qui peuvent étre
soutenu par des bioessais plus spécifiques une fois les composés ont été isolés (Pisutthanan et
al., 2004).

10.1. Eclosion des ceufs d’Artémie
La mise au point des différents paramétres a été effectuée afin de créer un biotope d’Artémia
salina in vitro. Cette étude préliminaire a pour objectif de déterminer et de créer les conditions
indispensables et adéquates a I’éclosion des ceufs d’Artémia salina et la mise en culture des
nauplius. La mise au point s’est portée essenticllement sur la détermination de la tempeérature et

I’éclairage.

Les ceufs (JBL Artemio Mix, Germany) ont été mis sous éclairage dans un litre d’eau de mer puis
incubés dans un incubateur (Panasonic) a 28 °C pendant 48 h. Une aération continuelle a été
assurée par une pompe (Champion, Atman®). Les larves (nauplius) ont été collectées et utilisés

apres 48 h d’incubation.

10.2. Test de cytoxicité
La méthode de Meyer et al. (1982) a été utilisée pour évaluer la toxicité des extraits contre les
larves d’Artemia salina. Les EMe des feuilles et des racines de L.delicatulum ont été dissouts dans
I’eau de mer puis une série de dilutions a été préparée. Cent microlitre du milieu d’éclosion

contenant 10 larves ont été déposés dans chaque puit de la microplaque. Ensuite 80 pl d’eau de
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mer et 20 pl d’extrait a chaque concentration ont été additionnés. La microplaque est incubée a 28
°C pendant 24 h sous éclairage. Un controle négatif a été réalisé en remplagant 1’extrait par ’eau
de mer.

Apres incubation, les larves vivantes ont eété denombrées. Le bichromate de potassium est utilisé
comme standard. La formule d’Abbott’s est utilisée pour corriger les pourcentages de mortalité
(McGaw et Eloff, 2005) dans le cas ou la mort des larves s’est produite dans le contrdle:

T™M (%) =m — M/S *100.

TM : Taux de mortalité en pourcentage.

m : Pourcentage de mortalité en présence de I’échantillon.
M : Pourcentage de mortalité dans le contréle.

S : Pourcentage des survivants dans le controle.

11. Analyse statistique

La comparaison des résultats des dosages et des activités biologiques, entre les différents
échantillons, a été effectuée par I’analyse de la variance (ANOVA) utilisant le logiciel GraphPad
prisme version 5. One way ANOVA suivi du test Tukey a comparaison multiple est utilisé pour
toutes les comparaisons. L’intervalle de confiance est fixé a 95%, les résultats ont été considérés

comme statistiquement significatifs a p <0,05.
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1. Tests phytochimiques

Le criblage phytochimique qui a pour but la mise en évidence de la présence de certains types
de métabolites secondaires, a été effectué en utilisant la méthode standard basée sur des réactions
qualitatives de coloration et de précipitation. Le tableau XII indique les différents groupes
chimiques recherches .

Tableau XII : Screening phytochimique des extraits méthanoliques et aqueux de L.delicatulum.

Composés EMe. des EMe. des EAQ. des EAQ. des
phytochimiques feuilles racines feuilles racines
Tanins + + + +
Triterpénes + + + +
Saponins + + + +
Anthraquinones - + - -

Quinones libres

Alcaloides + + - -
Flavonoides + + + +
Stéroides + - + -
Coumarines + - + -

Abscence du composé ; + : présence du composé

L’analyse phytochimique des extraits aqueux et méthanoliques préparé a partir des feuilles et
des racines de la plante L. delicatulum a révélé la présence de plusieurs classes de métabolites
secondaires a savoir les tanins,les triterpenes,les saponins,les flavonoides. Les alcaloides sont
présents uniquement dans les extraits méthanoliques de la plante . De plus les coumarines et les
stéroides sont trouvé dans I’extrait méthanolique et aqueux des feuilles par contre elle sont abscente
dans les extraits des racines. Par ailleurs les antraquinones été présentes dans I’EMe des racines et
abscentes dans le reste des extraits. Seuls le test de recherche des quinones libres a été révélé négatif
dans tous les extraits testes.

Ces résultats indiquent la richesse de ces extraits en composés chimiques actifs connus par
leurs diverses activités biologiques,et la capacité potentielle de traiter plusieurs maladies telles que
le cancer, les pathologies oxydatives et neurodégénératives (Curini et al.,2006 :Guil-Guerrero et
al.,2006).

Trés peu de recherches ont été documentées sur I’espéce L. delicatulum de ce fait, la
présente étude est une contribution sur la connaissance pharmaco-chimique de cette plante.
L’analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG) a conduit a I’identification de l'acide
chlorogénique, 1'acide gallique, la rutine, ’acide 2-p-hydroxybenzoique, I’acide 3,5-dimethoxy-4-
hydroxybenzoique et l'acide p-coumarique comme les composés principaux dans 1’extrait
méthanolique de la partie aérienne de L.delicatulum (Medini et al., 2014). En outre, une étude trés

récente effectuée par Ruiz-Riaguas et al. (2020) ont identifié un nombre de flavonoides et d’acides
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phénoliques avec la dominance des glycosides du flavonoide Myricetin. La présence de ces
composés peuvent étre responsables du multiple activités biologiques observées.

2. Rendement d’extraction,teneurs en polyphénols totaux, flavonoides, et tanins.

Les rendements des extractions des phyto-constituants obtenus aprés épuisement de ’eau et le
méthanol, ont permis d’établir I’histogramme présenté dans la figure 12A. Les effets séparés de la
nature du solvant et du type d’organe, sur le rendement d’extraction ont été analysés grace a
I’ANOVA.

D’apres les résultats obtenus, les extraits aqueux des feuilles et des racines ont donné les
rendements les plus élevés avec des valeurs de 30,45 + 1,19 et 26,85 + 0,55%, respectivement,
tandis que le rendement le plus faible a été enregistré dans I'extrait méthanolique des racines (20,6
+ 0,1%) (figure 12A).La différence entre les taux d’extraction obtenus avec le méthanol et ceux
obtenus avec I’eau est significative ( p <0,05). Le solvant influence donc fortement le taux
d’extraction. Ainsi que la différence entre les taux d’extraction obtenus avec les feuilles et ceux
obtenus avec les racines est significative (p <0,05). Le taux d’extraction dépend donc du type
d’organe considéré. Les feuilles de L.delicatulum montrent les rendements les plus élevés quel que
soit le solvant.

De méme, les teneurs en composés phénoliques dépendent fortement de l'organe vegétal.
Les racines ont donne les valeurs les plus élevées en polyphénols totaux (772,52 et 240,86 ug EAG
/ mg obtenus a partir de I’extrait méthanolique et aqueux, respectivement) par rapport aux feuilles
qui présentaient les valeurs les plus faibles, et sont estimées a 582,13 et 180,76 ug EAG / mg dans
I’extrait méthanolique et aqueux, respectivement (figure 12B). En revanche, ’extrait méthanolique
et aqueux des feuilles étaient plus riches en flavonoides (212,77 £ 1,19 et 69,06 £ 0,21 ug QE / mg,
respectivement) que les extraits de racines (115,69 + 0,14 et 32,67 + 0,09 g / mg, respectivement)
(figure 12C). Néanmoins, les extraits méthanoliques et aqueux des racines possedent les valeurs
les plus élevées en tanins condensés (678,87 + 0,11 et 276,75 + 0,28 pug EC / mg
d'extrait,respectivement) par rapport aux feuilles (338,42 + 0,21 , 70,98 + 0,05 pg d'extrait
EC/mg,respectivement) (figure 12D).
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Figure 12 : Rendement d’extraction (A), polyphénols totaux (B), flavonoides (C) et tanins condensés (D)
des extraits de L. delicatulum. Les résultats sont forme de moyenne £ SD (n = 3). Les données avec des

lettres différentes étaient significativement différentes (test de Tukey, p <0,05).

Les teneurs les plus élevées en polyphénols et en tanins condensés ont été trouvees dans les
racines, ou elles fournissent probablement une protection contre l'invasion par des agents
pathogenes des plantes (Ashok et Upadhyaya, 2012). Donc les polyphénols ne sont pas distribués
uniformément dans les parties des plantes ( Kukic et al.2008). L'utilisation du méthanol s'est
avérée meilleure pour l'extraction des composés phénoliques que l'eau, ce qui est cohérent avec
I'étude réalisée par Medini et al. (2014), qui ont rapporté que le solvant influencait I'extraction des
composés phénoliques de la partie aérienne de L. delicatulum. En effet, plusieurs facteurs peuvent
influencer le rendement et la teneur en composés phénoliques comme le type et la concentration
de solvant, la méthode d'extraction, la partie de la plante, la température, etc. (Karoune et al.,
2015, Cuji¢ et al., 2016; Gali et al., 2020).

La teneur en polyphénols des différents extraits de L. delicatulum est trés peu rapportée dans
la littérature. Des teneurs en polyphénols totaux entre 46.5 =+ 1.81 mg EAG/g et 12.3 £ 0.52 mg

EAG/g ont été obtenues respectivement avec I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux de la partie
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aerienne de la plante. Tandis que le dosage des flavonoides et des tanins a donné, des valeurs de
5.55 +2.95 et 2.15 + 0.16 mg EC/g d’extrait pour ’extrait méthanolique et de 48.38 £ 0.75et 8.14
+ 0.44 mg EC/g d’extrait pour ’extrait aqueux, respectivement (Medini et al.,2014). Récemment,
Ruiz-Riaguas et al.(2020) ont rapporté des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides de
I’extrait méthanolique et aqueux des feuilles de 151.1+1 mg EAG/g ,31,1+0,04 mg EAG/g,et 42.1
+ 0.8 et 5.80 £ 0.09 mg Equivalent de Rutine (ER)/g d’extrait, respectivement. La variabilité¢ des
teneurs en polyphénols chez cette epece végetale obtenue par notre étude et celle de la littérature
est du probablement a la différence de la méthode d’extracion, a la composition phénoliques des
extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs génotypiques (El-Waziry, 2007), aux conditions
biotiques (espece, organe et [I’étape physiologique) et abiotiques (conditions

environnementales,nature de sol,facteurs climatiques) (Ksouri et al., 2008 ; Atmani et al., 2009).

3. Activités antioxydantes

Les effets antioxydants des produits naturels pourraient étre considérés comme un premier
apercu de la détection de leur potentiel et la pertinence ethnopharmacologique. Les mécanismes
d’action des antioxydants sont divers. Ils impliquent la neutralisation des radicaux libres, permettant
ainsi d’interrompre la chaine de soustraction des €lectrons et prévenir les dommages en attaquant
d’autres molécules biologiques (Li et al., 2008,Bellik et al.,2013). De ce fait pour une large
comprehension du mécanisme d'action des antioxydants présents dans les extraits de L. delicatulum,
et vue la variété des composés qu’ils peuvent contenir plusieurs méthodes ont été développées.Les
résultats ont été représentés par des valeurs ICso et Ags. A partir des résultats obtenus,on peut voir
que les extraits méthanoliques de feuilles et de racines possedent une capacité antioxydante
supérieure a celle des extraits aqueux. De plus, les extraits méethanoliques présentent une forte
activité antioxydante tres proche de celle des standards testés.

3.1. Activité anti-radicalaire du DPPH

Le radical libre DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une courte
durée, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses concentration
(Katalinic et al., 2006). Les pourcentages d’inhibition obtenus dans ce test sont représentés sous

forme de courbes (figure 13).

L’EMe des racines montrent une inhibition tres forte du radicale libre utilisé (DPPH),suivi
par ’EMe des feuilles avec des valeurs d’ICso de 5,79 + 0,05 et 10,58 + 0,18 pg / ml,
respectivement. De plus, ces extraits méthanoliques ont présenté une activité antioxydante plus
élevée que le BHT (ICso de 16,02 + 0,35 pg / ml).
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Les extraits aqueux ont également exercé une bonne activité antiradicalaire mais inférieure a
celle des extraits méthanoliques. Les valeurs d’ICso 0btenues pour les extraits aqueux de racines et
de feuilles étaient de 69,34 £ 0,95 et 79,65 £ 0,23 g / ml, respectivement.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Medini et al., (2014), dont ’EMe de la
partie aérienne de L.delicatilum montre un effet inhibiteur de DPPH élevée par rapport a 'EAq
avec des valeurs d’ICso de 5.25 + 0.62 et 29 + 5.73 g / ml,respectivemennt ,ainsi ils ont donné un
effet inhibiteur plus puissant que le BHT (ICso de 11.5 + 0.2 pg / ml),ce qui est en accord avec nos
résultats. Dans une autre étude réalisée par Ruiz-riaquas et ces collaborateurs (2020), ont montré
que ’EMe et aqueux des feuilles de cette plante ont une activité anti radicalaire importante

(470+£10, 561 mg ET /g,respectivement).
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Figure 13 :Activité anti-radicalaire du DPPH" des extraits de L.delicatulum et standards (BHT,
BHA, Trolox,Acide Ascorbique) .Extraits méthanoliques (A),et extrait aqueux (B).Chaque valeur
représente la moyenne de trois essais + SD.
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3.2. Activité anti-radicalaire de PABTS™

Le radical libres ABTS pour sa simplicité et sa rapidité est souvent utilisé pour 1’étude de
I’activité anti-radicalaire des extraits ou des composés isolés. En contact avec un donneur
d’hydrogéne conduit a la forme réduite de I’ABTS et a la décoloration de la solution a 734 nm.

Le profil d’activité anti-radicalaire de chaque extrait testé vis-a-vis du radical ABTS™ est
présenté dans la figure 14. Ces courbes révelent que le pouvoir anti-radicalaire est proportionnel a
la concentration des extraits. A partir de ces données, la concentration efficace I1Cso a été
déterminée. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XIV . On rappelle que I’'ICso
représente la quantité de réactifs nécessaire a I’inhibition de la moitié de la quantité initiale de
radicaux libres présents.

La capacité antioxydante la plus élevée qui correspond a la valeur d’ICsg la plus faible a été
enregistrée avec I’EMe des feuilles suivi par ’EMe des racines et qui ont montré un effet de
piégeage étroit du radical ABTS (6.56 £ 0.25 et 7.29 + 0.04 pg / ml,respectivement). Il est a noter
que ces valeurs sont meilleures que celle du standard utilisé : Le BHT (7.54 + 0.69 pg / ml). Les
taux les plus faibles sont enregistrés avec les extraits aqueux dont les valeurs d’1Cso sont estimées
a 26.01+0.93 ug / ml pour ’extrait des feuilles et 29.16 £0.16 pg / ml pour I’extrait des racines.

De méme, Ruiz-riaquas et son équipe (2020) ont montré quel’EMe et aqueux des feuilles de
L. delicatulum possédent une bonne activité de pi¢gage du radical ABTSe+ avec des valeurs de 360
+ 10 et 53 = 8 mg ET/g,respectivement . Toutefois, il est important de signaler que 1’utilisation de

différents protocoles d’activités , réduit la fiabilité d’une comparaison entre deux études.
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Figure 14 : Effet piégeur du radical ABTS"™ des extraits de L. delicatulum, et les standards (BHT,
BHA, Trolox,Acide Ascorbique). Extraits méthanoliques (A) et extrait aqueux (B).Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD.

3.3. Activité anti-radicalaire du radical Galvinoxyl (GOR)

Le radical galvinoxyl (GOR) est utilisé pour déterminer I’activité anti-oxydante d’un composé

en mesurant la capacité des molécules a tester de réagir en tant que donneur d’atome d’hydrogéne

ou d’électron.

Les résultats obtenus montrent que les extraits de L.delicatulum possédent la capacité a réduire

le radical galvinoxyl d’une mani¢re dose-dépendante (figure 15).

L’EMe des racines a présenté une activité antioxydante légérement supérieure a celle de I'EMe

des feuilles (ICsp: 10,31 + 0,82 et 11,09 + 0,16 pg / ml, respectivement). D’autre part les extraits

aqueux se sont avérés moins efficaces pour piéger le radical galvinoxyle : avec des 1Cso de ’ordre
de 50.17+2.09 et 84.07+0.44 pg/ml. Cette activité est significativement inferieure (P < 0.05) a celles

des standards utilisés (tableau XIII).
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Tableau X111 : Valeurs ICsp (ug/ml) des extraits obtenues dans le Test de Galvinoxyl

Extrait/standards Galvinoxyl
EMe des feuilles 11.09+ 0.16°
EMe des racines 10.31 +0.82°
EAq des feuilles 84.07+0.44¢
EAq des racines 50.17£2.09°

BHA 3.32+0.18?

BHT 5.38+ 0.062
Acide ascorbique 5.02+ 0.017
Trolox 4.31 £ 0.052

Les comparaisons sont faites entre les Aos des extraits et les standards du méme test
Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes a (p <0,05).

3.4. Test de Phénanthroline

Le test de Phénanthroline est un test utilisé pour évaluer la capacité réductrice de L.delicatulum,
basé sur la transformation des ions ferriques (Fe®) en ions ferreux (Fe?*), les résultats obtenus pour
les différentes extraits et standards sont présenté dans la figure 16.

Dans cette méthode, I'analyse de la réduction du fer metallique évaluée par la phénanthroline a
montré que les racines étaient plus efficaces que les feuilles, que ce soit pour les extraits
méthanoliques ou aqueux. La valeur la plus basse de Aos a été obtenue avec ’EMe des racines
(3,55 £ 0,02 pg / ml), suivi par ’EMe des feuilles (7,34 £ 0,27 pg / ml), puis ’EAq des racines
(11,82 = 0,75 pg / ml) et PTEAq de feuilles (22,6 £ 1,36 ug / ml). De plus, la capacité exercée par
I’EMe des racines ne présentait pas de différence significative avec celle obtenue avec le BHA et
le Trolox (Aos: 2,24 £ 0,17 et 3,11 £ 0,09 pg / ml, respectivement), et elle est significativement

supérieure a celle enregistrée avec I'acide ascorbique (Aos: 5,25 + 0,20 ug / ml) (tableau XV1).
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Figure 16 : Activité réductrice de Phénanltroline des extrait de L.delicatulum (A) et standards (B).

3.5. Test de la réduction des nanoparticules d’argent (Ag+)

Une méthode quantitative spectrophotométrique sensible a été proposé dans cette recherche
basé sur la réduction des ions Ag + par les polyphénols aux nanoparticules d'argent sphériques
(SNP) de surface tres intense avec une bande d'absorption a 423 nm.

D’apres les résultats obtenues,I’EMe des feuilles a montré un meilleur potentiel de réduction
des ions d’argent (Ag +) que les racines avec une Ags de 9,45+0,9 et 21.66+0.08 pg
/ml,respectivement),a différentes concentrations (6.25-400 pg/ml ). De plus, la capacité
antioxydante exercée par les extraits méthanoliques de L .delicatulum été significativement
supérieure a celle obtenue avec le Trolox (Aos: 34,17 + 1,23 pg / ml). Néaumoins , PEAq des
feuilles a présenté un effet plus élevé que ’EAq des racines avec des valeurs Aogsde 46,60 + 0,46
et 96,24 £+ 2,02 ug / ml, respectivement) a des concentrations comprisent entre 12.5-800 pg/ml (

tableau XVI1) . Cette activité est dose dépendante (figure 17).
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Figure 17 : Activité réductrice de nanoparticule d’argent des extraitsde L.delicatulum.Extrait
méthanolique (A) ,Extrait aqueux (B) et standards ;Trolox et Acide Ascorbique (C).

3.6. Pouvoir réducteur

La réduction est un mécanisme exercé par les antioxydants pour régénérer d’autres antioxydants
oxydés. Le pouvoir réducteur est I'une des méthodes employées pour évaluer la capacité réductrice
de L. delicatulum. Elle repose sur la capacité d’un extrait ou d’un composé a réduire le ions ferriques
(Fe*") en ions ferreux (Fe?*) (Le et al., 2007; Rahim et al., 2008). Les propriétés de réduction sont
généralement associées avec la présence de réductones, qui ont la capacité de donner un électron
aux radicaux libres et les convertir en formes plus stables (Amrania et al., 2019).

Les résultats de la capacité réductrice sont exprimés en Aos qui signifié la concentration qui
donne une absorbance de 0.5 est présentés dans le tableau XVIII. L'EMe de feuilles exerce un
pouvoir réducteur plus élevé que 'EMe des racines via la capacité a donner des électrons avec une

Aosde I’ordre de 11,2 + 0,06 pg / ml et 20,51 + 0,3 pug / ml, respectivement ,a différentes
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concentrations (6.25-400 pg/ml ). De plus, la capacité exercée par ’EMe des feuilles ne présentait
pas de différence significative avec celle obtenue avec le BHA et le BHT (Aos: 9.29 £ 0.22 et 8.41+
1.46pg / ml, respectivement). Néaumoins , I’EAq des racines a présenté un effet plus éleve que
I’EAq des feuilles avec des valeurs Ags de 46,54 + 0,4 et 95,57 + 2,02 ug / ml, respectivement a
des concentrations comprisent entre 12.5-800 pg/ml . Cet effet est dose dépendant (figure 18).
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Figure 18: Capacité a réduire le fer (pouvoir réducteur). EMe de L.delicatulum (A).Extraits aqueux (B),les
standards ;Trolox et acide ascorbique (C),BHT et BHA (D).

3.7. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
Une autre méthode de réduction utilisée pour évaluer la capacité réductrice des différents
extraits de notre plante est la méthode de CUPRAC, par le suivi de la réduction des ion Cu?* par
des antioxydants. La valeur Aos a été déterminée a partir du graphique d'absorbance en fonction de

la concentration des extraits/standard (figure 19).
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Les résultats obtenus indiquent une activité réductrice élevée des ion Cu?* de ’EMe des racines
(Aosde 6,81 + 0,07 ug / ml) . Cette activité est plus fort que celle de I'acide ascorbique et le Trolox
(Aos: 8,69 0,14 et 8,31 + 0,15 pg / ml, respectivement). Ainsi, 'EMe des feuilles a donné un effet
intéressant pour réduire les ions cuivre avec une Ags de I’ordre de 13,5 + 0,55 ug / ml, par contre

les extraits aqueux ont présenté le pouvoir réducteur le plus faible (tableau X1X).
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Figure 19 : Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC).Extraits méthanoliques et standards
(A).Extraits aqueux (B). Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.

3.8. Inhibition de I’oxydation du B-caroténe
Le test de blanchiment du B-caroténe est utilisé pour simuler 1’oxydation des lipides
membranaires ce qui permet de mesuré I’activité antioxydantes des différents échantillions. Les

radicaux libres attaquent les acides gras de ces lipides qui pourrait entrainer de sévéres altérations
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structurales tout en déclenchant une chaine de soustraction d’électrons et par conséquent la perte

de leur fonction (Martfnez-Cayuela, 1995).

Dans ce test, le peroxyde d’hydrogéne oxyde I’acide linoléique générant des radicaux libres
qui a leur tour attaqueront la B-caroténe qui s’oxyde et perd sa couleur. Les antioxydants, présents
dans les extraits protégent le B-caroténe en faisont réagir avec les produits d’oxydation de ’acide

linoléique. Les pourcentages d’inhibition sont représentés dans le tableau XIV.

L'analyse de la capacité antioxydante évaluée avec le test de blanchiment au B-caroténe a révélé
une trés faible activité pour 'EMe des racines aux concentrations testées (ICso= 720 £3,13ug /
ml). Seule une Iégére activité a été affichée par 'EMe des feuilles avec une valeur ICso de 98,6 +
0,32 ug / ml, et un effet faible obtenu avec L’EAq de ses derniers avec une ICso de 293,17 + 0,14
Mg / ml. Ces résultats peut étre attribués a la quantité tres faibles des composeés lipophiles due a
I’utilisation des extraits aqueux et méthanoliques qui n’ont pas pu extraire une bonne quantité des

composés lipophiles avec une capacité anti-oxydante contre le blanchiment du -caroténe .

L’inhibition est en fonction de la concentration et le temps , comme présentée dans la figure
20. D’apres les résultats obtenus, on constate que 1’absorbance a 470 nm diminue au cours du
temps, avec des vitesses différentes selon le type d’extrait étudi€¢ et la concentration. Le
blanchiment est plus rapide avec les extraits aqueux des feuilles et des racines de L. delicatulum.

Par contre la dégradation du -caroténe est plus lente avec 1’extrait méthanolique des feuilles.

Tableau X1V: Pourcentages d’inhibition du blanchiment du B-caroténe par les extraits de L. delicatulum.

% d’inhibition

Extraits 12.5ug/ml - 25pg/ml 50pg/ml 100ug/ml 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml 1Cso (pg/ml)
EMe.Feuilles 13.63+0.09  25.9+0.03  43.51+0.1 52,32+0,2  58,15+1,19 60.42+0.12 79.32+0.32  98.6+0.32°
2 5
EMe. Racines 5.25+0.91 16,05+0.7  19,09+0,5 22,17+0,1  39,50+1,24  48,66+0,88 59,22+1.23 720 +3,13¢
9 1 5
EAg. Feuilles 1.9+0,04 4,4+0,17 9,14+0,27  15,24+0,5 35,32+0,23 51,18+1,02 55,19+0.78 293.17+0.14°
EAQ. Racines - - - 1.3+0,06 6,40+0.91 15,84+0,82 36,15+ 1,5 >800
1.56pg/ml 3,12pug/ml - 6,25ug/ml - 12.5 pg/ml 25 pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 1Cs0 (Ug/ml)
BHT* 48,34+0,19  51,96+2,7 59,19+0,2 69,61+0,9  72.50+0,48 81,14+0.84 86,09+1,04  1,24+0,01?2
BHA** 49.18+0.35  52.03+0.1  60.23+0.9  74.24+0.2  84.23+1.14 90.11*x0.68 9459+0.77  1.2620,03°

*BHT : Butylhydroxytoluéne , **BHA : Butylhydroxyanisol, - : Absence d’inhibition
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Figure 20 : Cinétique de blanchiment du B-carotene. EMe.Feuilles (A), EMe.Racines (B),
EAq.Feuilles (C), EAg.Racines (D), BHT (E), et BHA (F).

Globalement, 1’évaluation de l'activité antioxydante des extraits de L. delicatulum a l'aide de

différents tests, notamment DPPH, ABTS, galvinoxyl, pouvoir réducteur, CUPRAC, blanchiment

au [-carotene, phénanthroline et nanoparticules d'argent a montré des effets antioxydants

intéressants. Les extraits de L. delicatulum sont révélés étre des agents hautement piégeurs des

radicaux libres DPPH, ABTS et galvinoxyle. Ainsi, ces extraits ont exercé des propriétés

réductrices remarquables pour la réduction des ions fer, cuivre et argent, qui leur permettent d'agir

comme réducteurs par transfert d'électrons (Ozyiirek et al., 2012). Cependant, les extraits ont
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montré un faible effet protecteur contre le blanchiment du -caroténe. En général, 'EMe des racines
a montré une activité antioxydante la plus élevee pour des différents tests. Plusieurs études
antérieures ont rapporté une relation étroite entre le contenu phénolique total et l'activité
antioxydante d'extraits de plantes (Dasgupta et De, 2004; Hossain et Rahman, 2011; Gali et
Bedjou, 2019). En effet, I'utilisation de plusieurs tests antioxydants complémentaires serait plus
informatif et méme nécessaire pour évaluer l'activité antioxydante d'extraits bruts caractérisés par
la diversité des composés, qui peuvent agir selon un mécanisme d‘action spécifique (Zengin et al.,
2018).Néaumoins, chaque composé présent dans I'extrait peut agir indépendamment ou en synergie
avec d'autres composes (Rice-Evans et al., 1997, Wei et al., 2015).

4. Corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et I’activité antioxydante

Le coefficient de corrélation de Pearson a été calculé pour démontrer 1’existence d’une relation
entre 1’activité antioxydante et les teneurs en composés phénoliques des différents extraits. Les
différentes valeurs du coefficient de Pearson sont présentées dans le tableau XV. Une corrélation
significative a été obtenue entre les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins et I’activité
antioxydants, mesurée par différentes méthodes. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études
annoncé dans la littérature que le potentiel d’activité antioxydante d’un extrait dépend de sa teneur
en composés phénoliques (Deighton et al., 2000 , Guettaf et al., 2016). Il est évident que la forte
activité antioxydante enregistrée dans nos extraits est attribuée essentiellement a leur richesse en
polyphénols totaux et en tanins que les flavonoides en raison de la forte corrélationn enregistrée
entre eux. La moindre corrélation entre les flavonoides et I’activité antioxydante pourrait étre
expliqué que la plupart des flavonoides sont dans leur glycoside forme, qui sont moins efficaces
que leurs formes aglycones (Shahidi, 1997).

Des coefficients de corrélation faibles ont été enregistrés avec la méthode de blanchiment du
[-caroténe montrant la haute spécificité de ce test pour des composés plus lipophiles dans 1’activité
antioxydante (Kanatt et al., 2007). En outre, la variation du coefficient de corrélation entre la
teneur en composés phénoliques et les différentes activités antioxydantes indique qu'un seul test
n'est pas suffisant pour évaluer I’effet antioxydant (Frankel et Meyer, 2000; Silva et al., 2006).

Tableau XV : Coefficients de corrélation entre ’activité antioxydants et les teneurs en composés
phénoliques.

) Blanchiment
DPPH ABTS GOR CUPRAC Pouvoir Phénanthrol- SNP du

reducteur ine B-carotene

Polyphénols 0.962 0.996 0.844 0.974 0.965 0.952 0.918 0.701
totaux

Flavonoides 0.561 0.694 0.522 0.543 0.521 0.511 0.686 0.652

Tanins 0.948 0.893 0.858 0.952 0.989 0.957 0.999 0.495

SNP : réduction des nanoparticules d’argent
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5. Activité antityrosinase

Les extraits de feuilles et de racines de L. delicatulum ont été analysés pour I'activité inhibitrice
de la tyrosinase. Les résultats ont montré que seuls les extraits méthanoliques exergaient un effet
antityrosinase dose-dépendant (tableau XVI), tandis que les extraits aqueux étaient inactive pour
toutes les concentrations utilisées. L'EMe des racines a fortement inhibé I'enzyme avec une valeur
d’ICsode 9,87 £ 0,15 pg / ml et été plus puissant que I’EMe des feuilles, qui a montré une valeur
d’ICso de 25,23 £ 0,21 pg / ml. Il faut noter que I’extrait des racines de L. delicatulum été plus
puissant que le standard (1'acide kojique) qui a exercé une activité proche de celle de I’extrait des
feuilles (1Cso = 24,77 £ 0,5 pg / ml).

Les racines de L. delicatulum ont montré un fort effet inhibiteur par rapport aux feuilles, qui
peut étre attribué a leur forte teneur en composés phénoliques et en tanins condensés. Ces derniers
se caractérisent par leur effet astringent en raison de leur capacité a se lier fortement aux protéines
et autres macromolécules. La liaison des tanins condensés aux enzymes peut impliquer l'inhibition
de leur fonction (Ashok et Upadhyaya, 2012). En effet, les tanins condensés auraient un effet
inhibiteur important sur la tyrosinase (Chen et al., 2014; Chai et al., 2018). Il a été démontré que
d'autres molécules d'origine vegétale comme les aldéhydes ou sont issues du métabolisme
fongique, y compris l'acide kojique et l'acide azélaique, inhibent potentiellement la tyrosinase
(Kim et Uyama, 2005).

Selon la littératture, I’activité anti-tyrosinase de L. delicatulum est peu étudiée. Une seule étude
récente rapporte I’inhibition de la tyrosinase par ’EMe et aqueux des feuilles de cette plante, dont
les valeurs d’ICsp sont estimées par 155.87 + 0.01 et 18.87 + 0.01 mg Equivalent Acide Kojique
(EAK)/qg, respectivement), il sont relativement différents par rapport a notre résultats d’ou on a
eu une abscence totale de 1’activité antityrosinase des extraits aqueux. Les différences observées
peuvent étre liées a la différence géographique , les conditions environnementaux auxquels
pourraient s’ajouter la saison de la récolte, la durée et les conditions de stockage , les types

d’organes de la plante et la méthode d’extraction. (Ruiz-Riaguas et al., 2020).
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Tableau XVI: Activité anti-tyrosinase des extraits de L. delicatulum .

% d’ inhibition 1Cs0 pg/ml
3.125g/ml 6.25pg/ml 12,5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml - 200 pg/ml

EMeF 20.73x0.19 38.3x0.28 48.36x0.54 53.93+0.95 55.36x1.22 63.54+1.22 69.17+0.65 24.77 +0.5°
EMe.R 32+0.83  45.1840.19 53.30+0.83 59.67+1.08 64.34+£0.65 75.99+1.72 78.75£0.83 9.87 £0.15%
EAQF - - - - - - ] )
EAQ.R - - - - - - ] )

Acide 19.25+0.23 27.95+0.89 38.56+0.19 49.19+£1.02 54.24+0.32 61.42+1.32 65.18+0.38 25.23%+0.21°
kojique

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes a (p <0,05). (-) :non active.
F :Feuilles,R :Racines

6. Activité anti-inflammatoire

6.1. Inhibition de la dénaturation de BSA

La denaturation des protéines est bien documentée parmi les causes de I’inflammation ,et la
capacité a inhiber cette dénaturation est I’un des mécanismes d’action des anti-inflammatoires non
steroidiens . Pour évaluer l'activité anti-inflammatoire de la plante étudiée la méthode utilisant la
proteine BSA (Bovine Sérum Albumine) a éte employée.

L'effet protecteur des extraits de L. delicatulum contre la dénaturation thermique de la BSA a
été rapporté en tant que pourcentages d'inhibition (figure 21). Le taux d'inhibition était dose-
dépendant. Les extraits méthanoliques des feuilles et de racines ont montré un effet protecteur tres
puissant contre la dénaturation de la BSA induite par chauffage a 72 ° C (90,21 + 1,69 et 89,74 £
1,63 % a 500 pg / ml, respectivement) (figure 21 A).Elle est significativement plus élevées (p <
0,05) que le Diclofénac (86,15 * 0,89 %) (figure 21 C).Cela indique que ces extraits pouvait étre
une source de composés avec de puissants effets anti-inflammatoires.

D'autre part, les extraits aqueux ont exerce un faible effet anti-inflammatoire (figure 21 B) a
la concentration la plus élevée (500 pg / ml) comparé aux extraits méthanoliques avec des taux
d'inhibition de 43,32 + 0,13 et 38,14 £ 0,81 %, respectivement. Ces résultats peuvent s'expliquer
par les teneurs élevées des extraits méthanoliques en composés phénoliques notamment les
flavonoides par rapport aux extraits aqueux.

Il a été rapporté que certains anti-inflammatoires non stéroidiens tels que le diclofénac ,
l'acide salicylique, phenylbutazone et I’indométacine n’inhibent pas seulement la synthése des
prostaglandines pro-inflammatoires,mais aussi possedent un effet protecteur contre la dénaturation
des protéines induite thermiquement a pH physiologique (pH: 6.2 a 6.5) (Ramalingam et al., 2010;

Sangeetha et al., 2011). La dénaturation des protéines est un processus di a l'altération des liaisons
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Inhibition (26)

hydrogene, hydrophobes, électrostatiques et disulfures, qui conduit a la perte de leurs structures

secondaires et tertiaires . La plupart de ces protéines perdent leurs fonctions biologiques , et
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Figure 21: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine induite par la chaleur par les
différents extraits de L.delicatulum et le Diclofénac.(A) :Extraits méthanoliques,(B) :Extaits
aqueux,(C) :Diclofénac.Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD.

induisent la production d'auto-antigenes provoquant plusieurs dysfonctionnements auto-immunes
dont des maladies rhumatismales et inflammatoires (Mouffouk et al., 2020). D’aprés les résultats,
on constate que les exraits de L. delicatulum sont capables de contrdlé la production d’auto-antigene

par I'inhibition de la dénaturation des protéines. L’activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est
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peut étre attribuée a la présence de différents composes bioactifs tels que les flavonoides et les
protéine. Deux sites de liaison sur la BSA ont été identifiés comme étant des régions de résidus de
thréonine et de lysine riches en tyrosine et aliphatique (Williams et al.,2008). tannins dans les
I’extrait trouvés lors des criblages phytochimiques. On pense que les extraits de plantes ou les

médicaments inhibent la dénaturation de la BSA gréce a leur capacité a se lier a la

7. Activité antibactérienne
7.1. Zones d’inhibition
Les différents extraits de L.delicatulum ont été testés sur des souches bactériennes Gram-

(Salmonella enterica serovar Typhi, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) et Gram+
(Listeria monocytogenes,Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis). Les résultats des zones
d’inhibition obtenues a différentes concentrations sont représentés dans le tableau XVII. En
général, les extraits méthanoliques des feuilles et des racines de L.delicatulum se sont révélés actifs
contre les souches Gram®* et les souches Gram™.Tandis que les extraits aqueux n'avaient aucune
activité antimicrobienne. Le diamétre de la zone d’inhibtion des témoins positifs et négatifs était
nul en abscence des extraits,et en présence du DMSO.

L’extrait méthanolique des racines s’est révelé le plus actif contre toutes les souches testées
par rapport a ’EMe des feuilles . Il avaient une activité inhibitrice modérée contre E. coli, P.
aeruginosa et L. monocytogenes avec des zones d’inhibition de 15.5+0.21,1 6+0.88 et 17+0.81
mm,respectivement obtenue avec 200mg/ml . Le potentiel antibactérien était dose-dépendant.

L’EMe des feuilles montre également une bonne activité contre L.monocytogenes et
P.aeruginosa avec des zones d’inhibition de 13.5£1.1 mm et 14.5+0.20 mm respectivement, alors
qu’il est moins actif contre Salmonella Typhi et Bacillus subtilis ( 10.5t1.1 et 10+£0.70 mm
respectivement a 200 mg/ml) ,et ne possédent aucune activité a la concentration de 25mg/ml avec
ces deux souches. A une concentration de 12.5 mg/ml de faibles zones d’inhibition ont été
observées seulement avec E.coli et L. monocytogenes (Zone d’inhibition = 6 £0.00 et 5.25 + 0.33
mm respectivement ).Par contre cet extrait est inactif contre toutes les souches testés a la

concentrations de 6,25mg/ml.
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Tableau XVII : Zones d’inhibition en mm obtenues avec les extraits de L.delicatulum contre les
souches testées.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Extraits Gram négative Gram
positive
E. coli S. typhi P. S. aureus B. subtilis L.
aeroginosa monocytogenes
EMe.des feuilles
200mg/ml  12+0.00 10.5+1.1 14.5+0.20 11.25+0.07 10+0.70 13.5+1.1
100 mg/ml  10.5+0.15 8+1.2 8.5+0.94 9.75+0.2 8+0.00 10.75+0.75
50 mg/ml  9+0.34 6.25+0.76 6.5+0.81 8.5+0.00 06+0.51 8.5+0.00
25 mg/ml  8.25+0.09 - 5.25+0.21 6+0.32 - 7+0.00
12.5mg/ml  6+0.00 - - - - 5.25+0.33
6.25 mg/ml - - - - - -
EME.des racines
200 mg/ml  15.5+0.21  12.5+0.63 16+0.88 14.25+0.00 12+0.71 17+0.81
100 mg/ml  12+0.00 11.25+0.56  14+0.70 12.5+0.5 10+0.21 12.5+0.25
50 mg/ml 11.5+0.71  9.5+0.81 10.5+0.22 10.5+1.1 9+0.00 10+0.75
25 mg/ml  10.5+0.23 8+0.41 8.5+0.11 8.5+0.33 7+0.00 7.3£0.22
12.5mg/ml 90.00 - - 6.5+0.00 - 6.9+0.37
6.25mg/ml 6 +0.00 - - - - 5+0.75
EAQ.des feuilles
200 mg/ml - - - - - -
100 mg/ml - - - - - -
50 mg/ml - - - - - -
25 mg/ml - - - - - -
EAQq.des racines
100mg/ml - - - - - -
50mg/mi - - - - - -
25mg/ml - - - - - -
12.5mg/ml - - - - - -
Gentamicine
100mg/ml  20+0.25 21+0.00 17+0.00 15+0.71 25+0.35 19+0.00

Les valeurs sont représentées en moyennes + 1’écart type de deux essais. E. coli : Escherichia coli, S.
typhi :Salmonella enterica serovar Typhi, P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa, S. aureus :
Staphylococcus aureus,B. subtilis : Bacillus subtilis. L. monocytogenes :Listeria monocytogenes . (-)
:Abscence d’activité.
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Figure 22 :Photos de quelques zones d’inhibition obtenues avec I'EME des racines de
L.delicatulum,(A) : P. aeroginosa, (B) : L. monocytogenes, (C) : E. coli, (D) : S. aureus ,(E) : S.
typhi, (F) :B. subtilis.

Figure 23 : Photos de quelques zones d’inhibition obtenues avec 1'EME des feuilles de
L.delicatulum.(A) : P. aeroginosa, (B) : L. monocytogenes, (C) : E. coli, (D) : S. aureus ,(E) : S.
typhi, (F) :B. subtilis.
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L’antibiotique (Gentamicine) utilisé exerce une importante inhibition (figure 24) contre toutes
les souches testées. La gentamicine appartient a la famille des aminoglycosides, qui agissent sur
la synthése de protéines en se liant a I'ARN ribosomique au site A du ribosome bactérien, ainsi il
altere la perméabilité de la membrane cellulaire,entrainant la rupture progressive de I'enveloppe

cellulaire puis éventuellement la mort de la cellule (Chanal et al., 1980).

Figure 24 : Photos des zones d’inhibition obtenues avec la Gentamicine. (A) : P. aeroginosa, (B) :
L. monocytogenes, (C) : E. coli, (D) : S. aureus ,( E): S. typhi, (F): B. subtilis.
7.2. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI), des extraits ont été déterminées par la
méthode de dilution en milieu liquide sur microplaque. La CMI correspond a la concentration la
plus faible de 1’échantillon a laquelle aucune croissance bactérienne n’est détectée. Les résultats
obtenus sont représentés dans le tableau XVIII.

L’EMe des racines montre des valeurs de CMI inférieures a celles obtenues par ’EMe des
feuilles. L’EMe des racines présentent une faible valeur de CMI contre E.coli et L.monocytogenes

(3.125mg/ml) dénotant leur forte activité antibactérienne vis-a-vis ces deux souches , par contre
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Tableau XVIII : Valeurs des CMI des extraits méthanoliques de L.delicatulum.

CMI (mg/ml)
E.coli S.typhi B. subtilis S.aureus  P.aeruginosa L.monocytog
enes
EMe.Feuilles 125 50 50 25 25 12.5
EMe. Racines 3.125 25 25 12.5 12.5 3.125

I’EMe des feuilles donne également une CMI de 12.5 mg contre ces deux souches. Par ailleurs
la grande valeur de CMI été enregéstrée avec S.typhi et B. subtilis, elle a été de 50 mg pour ’EMe
des feuilles et 25 mg pour I’EMe des racines.

Les résultats obtenus ont révélé que les deux extraits méthanolique de L.delicatulum possedent
une activité antibactérienne,dont I’intensité varie en fonction de la partie de la plante utilisé ,la
concentration et la sensibilité de la souche testée. En effet,ces différents résultats pourraient étre
attribués aux différents métabolites secondaires présents dans les extraits de la plante utilisée y
compris les flavonoides ,les triterpenoides,les saponines (Najafi et al.,2013 ; Singh et al.,2013),
ainsi que d’autres composés de nature phénolique ou les groupes fonctionnels des composes
majoritaires (alcools,phénols,aldéhydes),qui sont classifiés comme composé antibiotiques tres
actifs (Oussalah et al.,(2007) . Selon Frag et al.,(1989), la présence des groupement OH dans les
composes phénoliques est capable de former des laison hydrogénées avec les sites actifs des
enzymes et d’accroites 1’activité antibactérienne.Les alcaloides et les coumarines détéctés dans la
plante peuvent aussi intervenir a ’activité importante exercée par les extraits méthanoliques des
feuilles et des racine de L.delicatulum (Ezmirly et Wilson, 1980).L’efficacité optimale d’un extrait
peut ne pas étre due a un constituant principal,mais a 1’action combinée (synergie) de différents
composés a I’origine de cet extrait (Essawi et Srour,2000).

En plus plusieurs études ont été menées pour comprendre le mécanisme d’action des extraits
de plantes.Plusieurs chercheurs attribuent 1’activité antibactérienee aux composés phénoliques.Ces
composeés peuvent interférer avec les biomembranes en causant des dommages cellulaires et
provoquant la fuite de matériaux cellulaire et finalement la mort des microorganismes (Veldhuizen
et al.,2006). C’est un mécanisme possible par lequel la croissance bactérienne peut étre réduite ou
totalement inhibée par I’effet des extrais méthanoliques de L. delicatulum.

Dans nos conditions expérimentales, les extraits aqueux n’ont démontré aucune activité
inhibitrice sur toutes les souches aux doses testées. L’abscence de I’activité peut étre due a
I’abscence des compsés actifs dans ’extrait ; car les extraits bruts des plantes sont toujours un
mélange de composeés actifs et non actifs (Madhumitha et Saral,2011) ,ou s’ils sont présents leur

concentration est tres faible de maniére a ne pas étre efficaces pour donner une zone d’inhibition
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mesurable. De plus, il peut y avoir une perte de leur activité ainsi que le processus de séchage du
matériel végétal peut causer des changements de certains constituants chimiques présents dans les
feuilles ou les racines d’ou leur inefficacité (Parekh et Chanda,2007) sachant que I’isolement
successif des composés du matériel végétal dépend largement du type de solvant utilisé dans la
procédure d’extraction (Sivaraj et al.,2011). L’efficacité d’un extrait dépend de sa concentration,
de la plante du quelle il est issu et de la souche testée (Klervi ,2005).

Des resultats similaires ont été obtenus par Medini et al. (2014), qui ont trouvé que 1’extrait
aqueux des feuilles de L. delicatulum n‘avaient aucune activité antimicrobienne .En revanche ’'EMe
avaient une activité modérée contre S. aureus, L. monocytogenes, P. aeruginosa, avec des zones
d’inhibition de 8 ,10 , 8 mm respectivement a une concentration de 1000 ug/ml. Par ailleurs ’EMe
des feuilles été inactif sur S.typhi et E.coli ce qui est en contradiction avec notre résultat.Cela
pourrait expliqué par la différeance de la méthode utilisé ,du protocole d’extraction ,des différences
géographiques et les conditions environnementaux,ou la quantité de 1 ’extrait déposé sur les

disques est plus faible.

8. Etude de la toxicité

C'est un méthode trés utile pour I'évaluation d’une maniére simple et rapide le potentiel toxique
de divers extraits de plantes ou des substances pures (Gadir, 2012; Naidu et al., 2014). Aprés une
exposition de 24 heures aux extraits testés, le pourcentage de mortalité des larves a été déterminé.

Dans le présent travail, les extraits méthanoliques ainsi que les extraits aqueux de L.delicatulum
ont été testés pour leur toxicité a des concentrations allant de 20, 40, 60, 80 et 100 pg/mL contre
10 larves d’Artemia salina. Les résultats obtenues sont présentés dans la figure 25 a différentes
concentrations sous forme de pourcentages de mortalités. La concentration provoquant une
mortalité de 50% des larves (LCso) a été également déterminée et les différentes valeurs sont
représentées dans le tableau XIX.

Selon Meyer et al. (1982),les extraits vegétaux sont toxiques si leur valeur LCsg est inférieure
a 1 000 pg/ml,alors qu’ils sont non toxiques si elle est supérieure a 1 000 pg/ml. De plus, activité
cytotoxique est considérée faible lorsque la valeur LCso est comprise entre 1 000 et 500 pg/ml,
modérée quand elle est entre 500 et 100 pg/ml et forte quand elle est comprise entre 100 et 0 pug/ml.

Dans la présente étude, ’EMe des racines et des feuilles ont montré des valeurs de LCso
inférieurs a 100 pg/ml (49.75 et 63.45 pg/mlrespectivement), indiquant ainsi la présence des
composés cytotoxiques puissants dans la plante responsables de I’activité observée contre les larves
d’Artemia salina. Le pourcentage croit en fonction de la concentration de I’extrait, et le maximum

de mortalité (98.15 %) a été obtenu a partir de 100 pg/ml pour I’EMe des racines et de 89.33% pour
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I’EMe des feuilles. Les extraits aqueux des deux parties de la plante ont révélé que la Concentration

Létale était supérieur a 500 pg/ml a I’égard des larves d’ Artémia salina. Il ressort donc qu’ils sont

faiblement toxique. Il faut noter qu'aucune mortalité n'a été observée avec le groupe témoin traité

avec ’eau de mer.

Les extraits méthanoliques ont montré une activité cytotoxique plus élevée que celle des extraits

aqueux ces résultats peut étre attribués au quantité de composés cytotoxiques extraites par chaque

solvant comme indiqué par Sultana et al.

, (2007),I'efficacité du solvant pour dissoudre une

substance endogene pourrait également étre un facteur contributif trés important.
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Figure 25 : Toxicité des extraits méthanoliques et agueux de L.delicatulum vis-a-vis des larves d’ Artemia

salina.

Tableau XIX: Valeurs de LC50 des différents extraits méthanoliques et aqueux de L.delicatulum.

Extraits

% de mortalité a 100ug/ml

LCso (ng/ml)

EMe des racines
EMe des feuilles
EAq des racines
EAq des feuilles
Bichromate de K*

98.15 49,75
89.33 63.45
9.19 >500
7.6 >500
95,40 21,57

*Bichromate de potassium est utilisé comme standard.

Dans certains cas le degré de toxicité est associée au niveau de la bioactivité d’un composé

(Wanyoike et al., 2004). De ce fait les extraits méthanoliques , présentant une activité

antibacterienne importante, montre également un effet mortel remarquable vis-a-vis les larves
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d’ Artemia.Par contre les extraits aqueux ne présentant aucun effet antibactérien et ne montre aucune
toxicité. De ce fait, on peut relever que les solvants utilisés lors de ’extraction ont un effet sélectif
pour les substances extraites (Medini et al,2014). En plus de nombreuses études antérieures ont
montré que les extraits de plantes qui présentaient une toxicité contre les larves d’Artemia salina.
avec une valeur de LCso inférieure a 100 pg / mL sont classés comme cytotoxiques et peuvent
constituer des agents antitumoraux et anticancéreux potentiels (Elumba et al.,2013 ,Magdalene et
al.,2014). La variabilité des résultats de I’activité cytotoxique des extraits de L.delicatulum entre
les feuilles et les racines pourrait étre liée a la différence au profil chimique entre les deux organes
tels que les polyphénols,les alcaloides dont la plupart sont de puissants piégeurs de radicaux libres.
Les polyphénols sont connus pour leurs activités antitumorales dans divers types de cancer (Roy et
Vijayalaxmi, 2013). En effet, les saponines détectées précédemment dans ces extraits sont connues
comme des agents potentiels antiprolifératifs et antitumoraux ayant des effets cytotoxiques (Ayaz
et al.,2016).
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Le présent travail a rapporté pour la premiére fois le contenu phénolique ainsi que les effets
antioxydants, antityrosinase, antiinflammatoires et antimicrobienne de I'nalophyte L. delicatulum,
afin d’évaluer la possibilité d'utiliser cette plante comme source de composés bioactifs aux
applications multiples. Le criblage phytochimique des extraits aqueux et méthanoliques a révélé la
présence de plusieurs classes de métabolites secondaires a savoir les tanins,les triterpenes,les
saponins, les flavonoides. Les alcaloides sont présents uniquement dans les extraits méthanoliques
de la plante.

Des quantités importantes en composes phénoliques, y compris des flavonoides et des tanins
condensés ont été enregistrées dans les extraits de feuilles et de racines. Les résultats obtenus,
montrent P’efficacité des extraits méthanoliques comme antioxydants, exercant une activité trés
puissante liée a leur richesse en composés phénoliques, tout en montrant un effet inhibiteur trés
important de la tyrosinase. Les racines de L. delicatulum ont montré un fort effet inhibiteur par
rapport aux feuilles, qui peut étre attribué a leur forte teneur en composés phénoliques et en tanins
condenseés. Par ailleurs les extraits aqueux éete inactifs contre cette enzyme et montrent une activité
antioxydante plus ou moins faible. Les exraits sont capables de contrélé la production d’auto-
antigeéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines ceci peut Etre attribuée a la présence de
différents composés bioactifs tels que les flavonoides et les tanins dans les extraits trouvés lors de
criblage phytochimique.

L’activité antibactérienne a montré I’effet des différents extraits méthanoliques contre les
souches sensibles. L’extrait méthanolique des racines été le plus actif parraport a 1’extrait des
feuilles. Tandis que les extraits aqueux n’ont démontré aucune activité inhibitrice sur toutes les
souches aux doses testées. Le test de cytotoxicité indique la présence des composés cytotoxiques
dans les extraits méthanoliques donc ils peuvent constituer des agents antitumoraux et

anticancéreux potentiels.

A lissu des différents résultats obtenus, on peut considérer Limonium delicatulum comme
une source de molécules bioactives ayant des applications dans les industries cosmétiques,
pharmaceutiques et alimentaires. Néanmoins des études in vivo doivent étre effectuées pour des
résultats plus approfondies. De ce fait des études complémentaires peuvent étre envisagées a
savoir :

> La présente étude est menée avec des extraits présentant une composition chimique variee.
Ainsi la séparation des composés et 1’étude de leurs activités séparément est nécessaire
pour I’identification des composés actifs.

» Détermination des activités anti-oxydantes et anti-tyrosinase sur des cultures cellulaires.

» L’étude in vivo des activités anti-inflammatoire,anti-prolifératives et anti-tumorales.
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> La détermination de la structure chimique des composés actifs constitue une premiére
étape de développement d’un médicament. L’étude de I’interaction de ces composés avec
leur cible permet la sélection des molécules et le développement de molécules plus actives
par modification chimique (produit hémisynthétique).

» L’étude du mécanisme d’activité antimicrobienne d’un composé peut étre intéressante pour
surmonter le probléme de la résistance par 1’association avec des antibiotiques couramment

utilisés.
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