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Résumé

Ce travail est consacré a une étude quantitative et semi qualitative de la plante
désertique Ammodaucus leucotrichus de la famille des Apiacées et de quelques activités
biologiques de la partie aérienne de cette plante. Dans cette étude, le rendement le plus élevé
par macération a été obtenu pour I’entrait de méthanol (11,186%), quant aux solvants
organiques éther de pétrole et dichlorométhane, le rendement a été (1,495%) (2,412%)
respectivement. L'analyse phytochimique des extraits a révélé la présence de métabolites
secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides et les terpenes. Le taux de
phénols totaux, des flavonoides, ainsi que de tanins totaux a été déterminé avec des teneurs les
plus élevées dans I'extrait de méthanol (46,78+1,75 ug E AG/mg), (24,95+2,39 ug E Q/mg) et
(27,60+2,73 pg E AG/mg) respectivement. L'activité antioxydante de divers extraits a été
évaluée a l'aide de trois méthodes différentes: Technique piégeage du radical (DPPH),
pouvoir réducteur de I’ion férique (FRAP) et technique de phosphomolybdate (PPM).
L'activité antimicrobienne a été déterminée par la méthode du disque appliquée a quatre
souches, Les trois extraits d’Ammodaucus leucotrichus ont montré qu'ils avaient un effet sur

toutes les souches bactériennes testées.

Mots clés : Ammodaucus leucotrichus, polyphénols, flavonoides, tanins, activité

antioxydante, activité antimicrobienne.
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Abstract

This work is devoted to a quantitative and semi-qualitative study of the desert plant
Ammodaucus leucotrichus of the Apiaceae family and some biological activities of the aerial
part of this plant. In this study, the highest yield by maceration was obtained. for the methanol
starter (11.186%), as for the organic solvents petroleum ether and dichloromethane, the yield
was (1.495%) (2.412%) respectively The phytochemical analysis of the extracts revealed the
presence of secondary metabolites such as polyphenols , flavonoids, alkaloids and terpenes
The rate of total phenols, flavonoids, as well as total tannins was determined with the highest
contents in the methanol extract (46,781,75 ug E AG mg), (24, 9542.39 ug E Q/mg) and
(27.60+£2.73 HE E AG mg) respectively. The antioxidant activity of various extracts was
evaluated using three different methods: Radical Scavenging Technique (DPPH), Ferric lon
Reducing Power (FRAP) and Phosphomolybdate Technique (PPM). Antimicrobial activity
was determined by the disc method applied to four strains. The three extracts of Ammodaucus

leucotrichus showed that they had an effect on all the bacterial strains tested.

Key words : Ammodaucus leucotrichus, polyphenols, flavonoids, tannins, antioxidant activity

antimicrobial activity.
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Introduction

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans l'arsenal
thérapeutique de I'numanité. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), environ 65-
80% de la population mondiale dans les pays en développement, en raison de la pauvreté et du
mangue d'acces a la médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales
traditionnelles pour leurs soins de santé primaire (Muanda, 2010).

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au
moins une partie possede des proprietés médicamenteuses. Leur action provient de leurs
composés chimiques (metabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les
différents composés présents (Sanago,2006)

Ces plantes contiennent un grand nombre de molécules actives d'intérét multiple mis a
profit dans [D’industrie, alimentation, cosmétologie et en dermopharmacie. Elles sont
considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires a la mise au point de futurs medicaments (Maurice, 1997).

Ammodaucus leucotrichus, appartient a la famille des Apiacées, posséde un large
éventail d'utilisations médicinales traditionnelles, y compris dans la diarrhée, la toux, les
maladies pulmonaires, les allergies, helminthiases, gastralgies, otite, indigestion, rhume,

fievre, et troubles cardiaques (Idm’hand et al., 2020).

L’objectif de ce travail vise a démontrer la présence dans cette plante quelques
métabolites secondaires et a déterminer leurs activités antioxydantes et antibactériennes. Le
travail est subdivisé en deux grandes parties: dont une partie théorique qui regroupe deux
chapitres dont le premier rassemble des données sur les polyphénols, Par ailleurs, le deuxiéme
chapitre rassemble des données bibliographiques sur la plante étudié Ammodaucus
leucotrichus.

La partie pratique englobe deux aspects: dont le premier décrire le matériel et les
méthodes utilisés lors de ce travail expérimental, qui porte sur une étude phytochimique
d'extrait de la plante étudiée basée sur la quantification des composés phénoligques, et
I'évaluation de l'activité antioxydante des extraits vis-a-vis du radical libre DPPH, La méthode
(FRAP) et le test de phosphomolybdate (PM).Finalement un test antimicrobien est également
réalisé afin de déterminer I'efficacité de I'extrait contre E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, et Klebsiella pneumoniae. Le deuxieme aspect, regroupant les
résultats obtenus et leur discussion géneérale.et enfin, une conclusion et des perspectives

achévent ce travail.
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Chapitre I: Composés phénoliques, structures et activités

I.1. Généralités

Les polyphénols sont des composés phytochimiques polyhydroxylés, ils
représentent une grande variété de composés qui ont des structures similaires (figure 1)
(Rajbhar et al., 2015). Ils constituent 1’un des groupes des substances les plus nombreux
et répandues dans le régne végétal. Les scientifiques en ont identifié plus de 8000,
molécules simples et complexes (Urquiaga et Leighton, 2000). Ils sont abondants dans la
majorité des fruits et légumes (Brglez Mojzer et al., 2016) et présentent chez toutes les
plantes vasculaires (Zergui, 2016). Plusieurs milliers de molécules ayant une structure
polyphénolique (c'est-a-dire plusieurs groupes hydroxyles sur les cycles aromatiques)
(Manach et al.,2004).

OH

Figure 1: Structure de base des composés phénoliques (Dacosta, 2003)

1.2. Sources des polyphénols

On retrouve des polyphénols dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous
les végétaux, sa source nourriture est les fruits, les légumes, et les boissons (Middleton et al.,
2000). Les fruits tels que les baies, les raisins, les agrumes, les abricots, pommes, prunes,
cerises, péches et fruits tropicaux. D'autres sources importantes sont certaines populaires
boissons telles que thé vert et noir, jus de fruits, café, cacao ainsi que diverses graines,
céréales et noix. Parmi les légumes, on trouve fréquemment les polyphénols dans les oignons,
les épinards, le brocoli, le chou-fleur, I'artichaut, la tomate, les haricots, le soja, les carottes,
les capres et olives. Différentes épices et herbes telles que le clou de girofle, le curcuma, le
celeri, le persil, la menthe, le romarin, le thym, la sauge, I'aneth, le curry et le gingembre
contiennent également des niveaux élevés de polyphénols (BrglezMojzer et al., 2016).
1.3. Classification

Le terme polyphénols se référe précisément a des composés chimiques, qui ont un
cycle aromatique avec substituant(s) hydroxyle, y compris leurs dérives comme les esters, les
éthers méthyliques et les glycosides sur la base de la structure chimique (tableau 01)
(Shankar et al., 2012).
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Tableau 01: Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006)

Nombre des Squelette Composés Exemple Structure de
carbones phénoliques base
7 Cé6-C1 Acides phénols Acide gallique
g aallia -coor
8 C6-C2 Acétophenones Gallacetophénone ﬁ
o
8 C6-C2 Acide Acide P- COOH
phénylacétique Hydroxycphénylacétige @_‘
9 C6-C3 Acides Acide p- coumarique )
hydroxycinamiqus @f COOH
9 C6-C3 Coumarines Esculitine 0.0
10 C6-C4 Naphthoquines Juglone O
O
13 C6-C1- C6 | Xanthones Mangiferine m
N
14 C6-C2-C6 Stilbénes Resveratrol EI :.
15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine

1.4. Biosynthése des polyphénols
Comme tous les composés phénoliques, les acides phénoliques tels que I'acide gallique

et I'acide cinnamique sont considérés comme des métabolites de la voie du shikimate. La

biosynthése des polyphénols complexes tels que les flavonoides est liée au métabolisme
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primaire via des intermediaires des dérivés des plastes et des mitochondries, chacun
nécessitant une exportation vers le cytoplasme ou ils sont incorporés dans des parties
distinctes de la molécule. Le cycle aromatique B et le cycle chromane sont considéré comme
provenant de I'acide aminé phénylalanine, lui-méme un produit de la voie du shikimate, tandis
que le cycle A de trois unités de malonyl-CoA (Fatland et al., 2004;Tsao et al., 2009), Ces
trois unités malonyl-CoA sont ajoutées par des réactions de condensation de décarboxylation

séquentielle, qui initient la biosynthése des flavonoides (Tsao et al., 2009).

La phénylalanine ammonia lyase (PAL) est une enzyme clé de la voie des
phénylpropanoides qui catalyse la conversion de la phénylalanine en cinnamate, qui conduit
ensuite aux structures (C6-C3). L'intermédiaire final 4-coumaroyl-CoA et trois molécules de
malonyl-CoA sont ensuite condensés pour donner la premiére structure flavonoide
naringénine chalcone par I'enzyme chalcone synthase (CHS). Chalcone est isomérisée par la
chalcone flavanone isomérase (CHI) en une flavanone. Cet intermédiaire flavanone est
essentiel car c'est essentiellement a partir de la que toutes les classes de flavonoides -y
compris leurs sous-groupes-se ramifient. La chalcone est également I'endroit ou les
isoflavones et les coumestrols se ramifient a travers différentes enzymes, notamment le CHI
et l'isoflavone synthase (IFS), par exemple les intermédiaires (2S)-flavanones sont catalysées
par la flavanone 3-hydroxylase (F3H) en dihydroflavonols, qui sont ensuite réduits par
dihydroflavonol réductase (DFR) en flavan-3,4-diols (leucoanthocyanines), qui sont convertis
en anthocyanidines par I'anthocyanidine synthase (ANS). La glucosylation des flavonoides est
catalysée par glucosyl transférase (Tsao,2010). Les étapes de la biosynthese des polyphénols

sont représentees sur (la figure 2) .
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Figure 2: Voies de biosynthese des polyphénols (Saidi, 2019)

I.5. Roles et intéréts des composés phénoliques
1.5.1. Chez les plantes

Les polyphénols jouent un rdéle important dans le contréle de la croissance et le
développement des plantes (en interagissant avec les diverses hormones végétales de
croissance), et permettent aux plantes de se défendre contre les rayons ultraviolets. Certains
d’entre eux représentent le role de phyto-alexines telles que les isoflavonols pour lutter contre
les infections causées par les champignons, ou par les bactéries (Makoi et Ndakidemi.,
2007). Ces composés ont un role dans I’analyse sensorielle des composes (couleur et caractere
organoleptique). Les pigments qui indiquent que les fruits et les légumes sont mars font aussi
partie de la famille des polyphénols. Ce signal qu’ils envoient incite les animaux a les manger

et contribue donc a la dispersion des graines (Rhazi, 2015). Dans les plantes, ces composés
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sont couramment synthétisés comme agents de défense contre les stimulateurs physiologiques

et environnementaux (Rasouli et al., 2017) .

I.5.2. Chez ’homme

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes medicinales; ils
ont la capacité de moduler l'activité d'enzymes et des récepteurs cellulaires. Ces composes
sont réputés aussi pour leur caractére antioxydant(neutralisant les radicaux libres) (Fiuza et
al, 2004),ils renforcent nos défenses naturelles en protégeant nos cellules et nos tissus contre
le stress oxydant, ils ont formes en réaction a des agressions de notre environnement (tabac,
polluants, infections...) (Scalbert, 2004). La consommation réguliére d'aliments riches en
polyphénols peut aider a diminuer l'incidence des maladies cardiovasculaires, du cancer du
cblon, des troubles du foie, de lI'obésité, du diabéte, etc (Rasouli et al., 2017).
1.6. Activités biologiques des composes phéenoliques
1.6.1. Activité antioxydante

Un antioxydant est un groupe d'éléments ou une substance qui est ajoutée a faible dose
a un produit naturellement oxydable a 1’air, il est capable de ralentir ou d’inhiber le
phénomeéne d’oxydation. Le terme "antioxydant" englobe ainsi toutes les substances qui
protégent les systéemes biologiques contre les effets déléteres potentiels des réactions qui
engendrent une oxydation excessive (Shimizu, 2004). Ces derniéres années, un intérét
croissant a été observé pour les antioxydants naturels. La littérature reconnait que le
remplacement des antioxydants synthétiques par des antioxydants naturels peut avoir
plusieurs avantages et une grande partie de la recherche sur les antioxydants naturels a porté
sur les composés phénoliques, en particulier les flavonoides comme sources potentielles
d'antioxydants naturels (Dontha et al., 2016).

Leurs propriétés anti-oxydantes sont dues a plusieurs mécanismes différents tels que le
piégeage des radicaux libres, chélation des ions métalliques (fer et cuivre) et inhibition des

enzymes responsables de la génération de radicaux libres (Saffidine et al., 2015).

1.6.2. Activité anti-inflammatoire

Les études biologiques récentes in vivo, montrent que les polyphénols des plantes ont
une activité anti-inflammatoire (Yoon et Baek., 2005). L’effet des flavonoides sur le systéme
immunitaire est complexe et demeure encore mal élucidé. Certains d’entre eux réduisent
I’activation du complément, diminuant de fagon générale la réponse inflammatoire, a doses
élevées, ils inhibent les fonctions lymphocytaires, mais a concentrations plus faibles, ils

pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets immunodéprimeés (Ghedira, 2005),
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Les flavonoides agiraient aussi en inhibant l'agrégation plaquettaire impliquée dans le
phénomene de thrombose qui peut conduire a I'occlusion des artéres (Scalbert et al., 2005).
1.6.3. Activité antimicrobienne

Les polyphénols, tels que les tanins et les flavonoides, sont des substances
antimicrobiennes importantes. Les activités antimicrobiennes de ces composes peuvent
impliquer plusieurs modes d'actions, par exemple, les huiles essentielles dégradent la paroi
cellulaire (interagissent avec la composition et perturbent la membrane cytoplasmique (Shan
et al., 2007). En plus de, I'inhibition des enzymes microbiennes, I’influence de la synthése de
I'’ADN, de I'ARN, des protéines, des lipides, la fonction mitochondriale et la séquestration de
substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation des métaux tels que le fer
(Zhang et al., 2009).
1.6.4. Activité anticancereuse

Il'y a beaucoup de preuves épidémiologiques qu'un régime riche en fruits et Iégumes
pourrait réduire le risque de certains cancers. En effet, de nombreuses études in vitro et in
vivo, ont démontré que les polyphénols naturels pouvaient étre utilisés pour la prévention et le
traitement du cancer (Stagos et al., 2012). Les polyphénols peuvent également déclencher
I'apoptose des cellules cancéreuses a travers la modulation d'un certain nombre d'éléments
principaux en signal cellulaire. Ils ont la capacité d’interrompre ou d’inverser le processus de
cancérogenese en agissant sur les molécules du réseau de signalisation intracellulaire
impliquées dans I’initiation et/ou la promotion d'un cancer pour arréter ou inverser la phase de
progression du cancer (Link et al., 2010).
1.6.5. Activité antidiabétique

Des études épidémiologiques et expérimentales ont montrés que, les polyphénols des
plantes ont une activité antidiabétique; ils stimulent les cellules B pour augmenter la sécrétion
de l'insuline; et provoquée I'élévation de la tolérance des tissus au glucose. La capacité de
fixer le glucose, et intégrer ainsi cet effet parmi les actions possibles des composés
phénoliques sur la glycémie des animaux traités. Il faut noter dans ce contexte que les
flavonoides ont naturellement tendance a lier des oses pour donner les flavonoides glycosides,
ce qui justifie raisonnablement la possibilite de leur glycation dans les solutions glucosées
(Kebieche, 2009).
1.6.6. Activité cardiovasculaire

La consommation de produits végétaux est une composante déterminante dans la
prévention de nombreuses maladies chroniques associees au vieillissement, en particulier les
maladies cardio-métaboliques, incluant les maladies cardiovasculaires (MCV) et le diabete de
type 2 (DT2). Des données épidémiologiques et cliniques de plus en plus convaincantes
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suggerent également que les effets bénéfiques associés a une alimentation riche en produits
veégétaux pourraient impliquer une catégorie particuliere de composés bioactifs, celle des
flavonoides. Ces composés appartiennent a la grande famille des polyphénols et ils sont
présents en abondance, dans nos aliments et boissons d’origine végétale (Morand, 2014). Il

est largement admis que le stress oxydatif joue un role clé dans leur développement et leur

Composés phénoliques, structures et activités

progression (Gormaz et al., 2016).Ces activites sont résumées dans le tableau suivant:

Tableau 02: Propriétés biologiques de quelques polyphénols dans I'organisme

Polyphénols Activités biologiques Références
Acides Antibactérienne, Anti-ulcéreuses, (Sannomiya et al.,2005)
phénoliques Antifongique, Antioxydante (Gurbuz et al.,2009)
Coumarines Anti-oxydantes, Anti inflammatoires, | (Ito et al., 2005)
Antiparasitaires, Antitumorales, (Iranshahi et al., 2007)
Anticoagulant, Analgésiques
Flavonoides Antitumorales,Anticancirogénes, (Daas amiour, 2009)

Anti-inflammatoires,Hypotenseurs et
diurétiques, Anti-oxydantes

Tannins galliques et
catéchiques

Anti-oxydantes

(Okamura et al., 1993)

Lignanes Anti-inflammatoires, Analgésiques, | (Barata et al., 2000)
Antiparasitaires (Kapeli et al., 2003)
Anthocyanes Protectrices capillaro veineux, (Muanda, 2010)

Anti oxydant

1.7. Flavonoides

1.7.1.Définition et classification

Les flavonoides sont un groupe de métabolites secondaires polyphénoliques végétaux
présentant un triple anneau commun, structure chimique (C6-C3-C6) (figure3). Les
principales classes de flavonoides sont les anthocyanes, flavonols, flavanols (pigments

incolores qui deviennent marron aprés oxydation) et des proanthocyanidines (PA) ou des

tanins condenseés (tableau03).

Figure 3 : Squelette général des flavonoides (Julien, 2012)
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Ces composés sont largement distribué en différentes quantités, selon l'espéce
végétale, l'organe, le stade de développement et conditions de croissance (Petrussa et al.,
2013). lls constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels (tableau 03), qui sont

quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables

des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

Tableau 03 : Distribution alimentaire des principaux classes des flavonoides (Talbi, 2015)

Flavonoides Exemples Aliment Caractéristiques
Falvonols Quercétine Oignon, poireau, | Le groupe le plus abondant des
Kaempférol | brocolis, pommes, | composés phénoliques
vinrouge, thé
choufrisé.
Flavone Lutéoline Persil, céleri. Le groupe le plus abondant, les
Apigénine flavones se different des flavonols
seulement par le manque d'un Oh
libre en C3,ce qui affecte ainsi leur
absorption aux UV mobilité.
Flavanone Naringénine | Fruits du genre Sont caractérisés par I'absence de la
Eriodictyol Citrus. double liaison C2-C3, flavanone le
plus abondant est la naringénine,
b R isolée pour premiére fois a partir
ucira.f:[{ des écorces de citrus.
H O
Isoflavones Genisteine Graines de soja et | Caractérisés par variabilité
Daidzeine produits qui en structurale dont l'attachement du
dérivent. cycle B sefait en C3.
Ils sont présents dans la plante sous
forme libre ou glycosylée.
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Flavan 3-ols | Catéchine Vin rouge, Flavan 3-ols ainsi que Flavan 3,4-
Epicatéchine | thénoire , diols sont impliqués dans la
Epigallocatéc | thé vert, biosynthése de prqanthocyanidi_nes
hine cacao par d.es .condensatlons enzymatiques
’ et chimiques
chocolat
Cyanidine Raisins, Représentent le groupe le plus
Delphénidine | certaine variété de | important de substance colorées, ces
céréales pigments hydrosolubles contribuent
a la coloration des angiosperms.

1.7.3. Activités biologiques des flavonoides

Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des propriétés variées: veinotonique,
antibactérienne, anti-artherogenique, antimicrobienne, antivirale antitumorale, antiradicalaire,
anti-inflammatoire, analgésique, antiallergique, antispasmodique, anti-thrombotique, hépato
protectrice cardioprotective et vasodilatoire, estrogénique et/ou anti-estrogénique. lls sont
également connus pour moduler I'activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires.
Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et empéchent Il'agglutinement des
plaquettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus
fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques
d'athérome. lls sont aussi anxiolytiques et proteges nos arteres contre l'athérosclérose et réduit
la thrombose (caillots dans les artéres) (Middleton et al., 2000; Muanda, 2010).
1.8. Tanins
Les tanins sont des composés polyphénoliques généralement classés en deux classes : les
tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables (ou condensés) (figure 4) (Fresco et al.,
2006), les tanins hydrolysables sont des esters d'acide gallique (gallotanins) et l'acide
ellagique (ellagitanins) avec un noyau de sucre (habituellement glucose). Les tanins
condensés sont dépourvus de noyau de sucre et composés de flavonoides (flavan 3-ol ou
flavan 3, 4-diol). (Sharma, 2019). Les tanins trouvés principalement dans 1’écorce, tiges,
graines, racines, bourgeons et feuilles. Les tanins sont également disponibles dans les denrées

alimentaires, c'est-a-dire les raisins, les mdres, les fraises, noix, noix de cajou, noisettes,
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mangues et thé. Les tanins agissent comme agents défensifs des plantes, protégent les arbres

provenant de champignons, d'agents pathogenes, d'insectes et d'animaux herbivores (Das et
al, 2020).

,OH

condensed tannin hvdrolysable tannin

Figure 4 : Structure chimique des tanins (Hassanpour et al.,2011)
1.8.1. Activités biologiques des tanins
Les tanins peuvent exercer leurs effets biologiques de deux maniéres différentes : en
tant que structure complexe non résorbable avec des propriétés de liaison qui peuvent
produire des effets sur le tractus gastro-intestinal (antioxydant, anti-radicalaire, antimicrobien,
antiviral, antimutagene et antinutriment), ou comme tanins résorbables (de bas poids
moléculaire) et résorbables métabolites de la fermentation colique des tanins pouvant produire

d’effets systémiques dans divers organes (Sieniawska, 2015).
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11.1. Description de la famille Apiaceae

L'Apiaceae (Umbelliferae) est I'une des familles les plus importantes des plantes a
fleurs et comprend des milliers d'espéces utilisées pour la nourriture, les arémes, les parfums,
les fins médicales et industrielles. Les espéces d'Apiaceae sont adaptées a un large éventail de
conditions (rocheuses a aquatiques) et d'altitudes (niveau de la mer a haute montagne) mais
sont prédominantes dans les régions tempérées et relativement rare dans les tropiques
humides (Palumbo et al., 2021). La famille Apiaceae est la plus grande famille des
angiospermes (Mohammedi et al., 2018) avec environ 300 genres et plus de 2500 espéces,
réparties dans une variété d'habitats, principalement dans les régions tempérées du monde
(Idm’hand et al., 2020), dans les sables maritimes a les pays saharien et subsaharien
d'Afrique du Nord, au Maroc, en Algérie et en Tunisie, aussi s'étendant a I'Egypte et a
I'Afrique tropicale (Manssouri et al., 2020).

I1.2. Genre d’Ammodaucus

Ammodaucus qui appartient a cette famille se trouve comme genre endémique en
Afrique du Nord, les pays sahariens et subsahariens, y compris en Algérie, Maroc, Tunisie et
Egypte De ce genre, la seule espéce poussant a I'état sauvage en Algérie est leucotrichus Coss
& Dur subsp leucotrichus, et une autre sous-espece a été décrite aux Canaries par Bultran qui
était leucotrichus Coss & Dur subsp. Manocarpe (Benahmed, 2017 ; Mohammedi et al.,
2018).
I1.3. Espéce d’Ammodaucus leucotrichus
11.3.1. Description botanique

Ammodaucus Leucotrichus est la seule espéce du genre Ammodaucus dans la famille
des Apiaceae (Manssouri et al., 2016). Cette espece est une petite plante annuelle de 10-12
cm de hauteur, glabre a tiges dressées et finement striees. Les feuilles sont finement
disséquées et légérement charnu. Les fleurs sont petites groupées en ombelles de 2 a 4
branches. Le fruit est un diachaine de 6 a 10 mm de long et est couvert de poils blancs denses
(Figure 5) (Louail et al., 2016). La plante a une forte odeur d'anis (Mohammedi et al., 2018).
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Figure 5 : Ammodaucus leucotrichus (Benahmed, 2017)

11.3.2. Nomenclature et classification d’Ammodaucus leucotrichus

11.3.2.1. Nomenclature

eNom latin : Ammodaucus leucotrichus

eNom arabe : Kamune es sufi (<=l <) ou akaman

eNom francais : Cumin Chevelu

eNom vernaculaire : Nessoufa, Moudrayga (Sebaa et al., 2017)

11.3.2.2. Classification

D’aprés (Belbachir et Mezaouli., 2021) la classification d’Ammodaucus leucotrichus

est la suivante (tableau 4) :

Tableau 04 : Classification botanique d'’Ammodaucus leucotrichus

Reégne

Planta

Embranchement

Spermaphytes

Sous-embranchement

Angiospermes

Classe Eudicots
Sous-classe Astérides
Ordre Apiales
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Famille Apiacées
Genre Ammodaucus
Espéce Ammodaucus leucotrichus

11.3.3. Utilisation traditionnelle de la plante

Ammodaucus leucotrichus est utilisé comme remeéde contre les maladies cardiaques, le
rhumatisme, I'asthme (Chebrouk et al., 2019), la diarrhée, les spasmes et la colique, les vers
intestinaux, la constipation (Halla et al., 2018), dysenterie, nausée, régurgitation. Elle a
également des propriétés toniques pour les bébés et est pris comme une perfusion ou dans le
bain (Manssouri et al., 2015).

Les fruits de cette plante sont utilisés pour traiter le cancer des poumons (Kabbaj et
al., 2012), sont souvent utilisées comme une épice pendant la préparation culinaire. Les
feuilles et les graines sont consommeées sous forme de décoction ou d'infusion pour plusieurs
étuis thérapeutiques, tels que la pression du sang, la douleur thoracique, les maux de foie et du
systeme digestif, la gastro-entérite, aussi pour le diabéte (Idm’hand et al., 2020), et aussi les
douleurs d'estomac, les troubles digestifs, la fievre, les vomissements, les allergies, et les
palpitations. Dans le Tassili (Algérie), les feuilles sont utilisées pour aromatiser le thé et la

poudre est une épice bien appréciée pour la nourriture (El Haci et al., 2014).

Ammodaucus leucotrichus est la source de diverses classes de produits naturels tels
que les flavonoides, les coumarines, les tanins et les huiles essentielles avec des activités
biologiques notamment antimicrobien, antifongique, antioxydant et antitumoral
(Mohammedi et al., 2018).

11.3.4. Etudes phytochimiques antérieures sur Ammodaucus leucotrichus

L’¢étude des deux sous-especes d’Ammodaucus leucotrichus n’a fait 1’objet que d’une
seule etude chimique, celle-ci a porté sur la séparation et 1’identification des substances
pouvant étre obtenues a partir de la plante (fruits) séchée. On y trouve entre autres, les
monoterpénes a-pinéne, B-pinéne, mycenes, limonene et des sesquiterpenes ainsi que d’autres
composants (Libbey et Essent., 1991).

Une étude chimique effectuée sur la plante Ammodaucus leucotrichus a permis

d’isoler et d’identifier quatre composés . Par des analyses spectroscopiques (RMN, IR, CPG
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ET CPG/SM), comme étant I’Ammolactone-A, I’Ammolactone-B, le di hydroxy acide, le 3-
Hydroxypérillaldéhyde (Fischer et al., 1979; Davies, 1990; Libbey et Essent., 1991).

Nous pouvons signaler quelques études antérieures sur les huiles essentielles de cette
espéce végétale algérienne, ayant une tres forte activité antimicrobienne sur Escherichia coli,
une espéce pathogeéne responsable de plusieurs infections. Ces huiles peuvent étre considérées
comme des nouvelles sources de médicaments antibactériens (Gherraf et al., 2013). En effet,
1’étude faite par Muckenstrum et al (1997) sur la fraction éthérée des fruits de cette espéce a

révélé la présence de plusieurs composés, a savoir: ammolactone, limonéne, perillaldéhyd.
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I.1. Matériel
I.1.1. Matériel végétal
1.1.1.1. Choix de I’espéce
L’espéce d’Ammodaucus leucotrichus est parmi les especes peu étudiées. Pour cela,
cette étude vise a évaluer le dosage de quelques métabolites secondaires et les activités

biologiques des différents extraits de cette espece.

La plante a été achetée chez un herboriste du marché d’El Meghaier. L'identification et
la confirmation de cette espece a été faite par le Dr. Chouikh Atef (Professeur a 1I’Université
Echahid Hamma Lakhder/ EL Oued).les parties aériennes ont été nettoyées, séchées a 1’ombre
et a température ambiante; puis broyées avec un broyeur électrique et la poudre obtenu a été

conserve dans des flacons en verre a température ambiante.

Figure 6: Ammodaucus leucotrichus avant et aprés broyage (photo originale)

1.1.2. Produits chimiques utilisés

Eher de pétrole, dichloromethane, méthanol, 2,2’-diphényle-picryl hydrazyl (DPPH),
acide ascorbique acide chlorhydrique (HCI), acide gallique, acide sulfurique, acide tannique,
anhydride acétique, Carbonate de sodium (Na,COs), copeaux de magnésium, diméthyle
sulfoxyde (DMSO), dodécylsulfate de sodium (SDS), eau distillée, FeCL3, ferrocyanide de
potassium, Folin ciocolteu, gélatine, I'eau physiologique, liqueur de Fehling, molybdate
d’ammonium, phosphate de sodium (Na,HPO,), quercitrine, réactif de Dragendorff;
Trichlorure d’ Aluminium (AICL3), vanilline, Milieux Muller-Hinton (MHG).
1.2. Méthodes
1.2.1. Extraction par macération

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste

en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température
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ambiante ou a temperature élevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur la
solubilit¢ de composés bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une
série de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration en solutés de

I’échantillon, la nature du solvant, la durée d’extraction etc (Singh, 2008).

1.2.1.1.Extraction avec les solvants organiques

La méthode d'extraction consiste a macérer successivement du matériel vegétal dans
trois solvants de polarité croissante (Diallo et al., 2004), 1l s’agit pour les deux premiers de
I’éther de pétrole et le dichloromethane, pour le solvant le plus polaire nous avons utilisé le
méthanol (Bouzid, 2009). Pour cela la poudre séche de la matiére végétale a été macérée dans
200ml d’¢éther de pétrole, apres 24 heures d’agitation mécanique a température ambiante,
Iextrait a été filtré et concentré au rotavapeur a la température de (30 C). Le marc a été repris
avec 200 ml de dichloromethane puis avec 200 ml de méthanol (figure7). Les extraits obtenus

sont ensuite stockés a température ambiante, a I’abri de la lumiere jusqu’a leur utilisation.

{ Poudre20g J

Ether de petrole

|
[ Extrait etheropetrolique (EEp) } Mac

Dichloromethane

[ Extrait Dichloromethanique (EDm) } Mac

Méthanol

[ Extrait méthanoligue (EMe) ] Mac

Figure 7: Schéma d’extraction par épuisement successif par les solvants organiques

(Bouzid, 2009)
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1.2.2. Détermination du Rendement
Le rendement d’extrait brut a été déterminé par la formule donnée par Chouikh et al
(2015).

R (%) = P1/P2x100

R: Rendement en %
P1:Poids de I'extrait brut (g)
P2:Poids de matiére végétale (g)

1.2.3. Tests phytochimiques
1.2.3.1. Recherche des polyphénols

Pour mettre en évidence les polyphénols, la réaction au chlorure ferrique (FeCL3) a été
utilisée. Ainsi a 2 ml de chaque solution, est ajoutée une goutte de solution alcoolique de
chlorure ferrique a 2%. Le chlorure ferrique provoque en présence de dérivés polyphénoliques
I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée (Bidie et al., 2011).
1.2.3.2. Recherche des flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. Deux (2) ml de
chaque extrait a été évaporé et le résidu a été repris dans 5 ml d’alcool chlorhydrique dilué 2
fois. En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de chaleur puis une
coloration rose orangé ou violacée ; cette coloration qui a confirmé la présence de flavonoides
(El-haoud et al., 2018).
1.2.3.3. Recherche des alcaloides

Iml d’extrait végétal a été additionné d’une goutte de HCI concentré, la solution
obtenue est ajoutée 2 goutte de réactif de Dragendorff. L’apparition d’un précipité ou d’une
coloration brun-rougeatre indique la présence d’alcaloides (Bagre et al., 2007).
1.2.3.4. Recherche des saponosides

Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 10 mL de chacun des
extraits dans un tube a essai. Le tube est agité pendant 15 secondes (s) puis laissé au repos
pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de
saponosides (N'Guessan et al., 2009).
1.2.3.5. Recherche des polyterpénes et des stérols

Les polyterpenes et les stérols ont été mis en évidence par la réaction de Liebermann.
Un aliquote de chaque extrait est dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride acétique dans une

capsule, puis reprise dans un tube a essai dans lequel sont coulés 0,5 ml de H,SO,4 concentré.
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L’apparition d’une couleur rouge intense indique la présence des terpenes et verte foncée
indique la présence des stérols (Békro et al., 2007).
1.2.3.6. Recherche des sucres réducteurs

Leur détection consiste a introduire 2ml de 1’extrait aqueux dans un tube a essai, puis
2ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite, I'ensemble est porté au bain-marie bouillant
durant 8 min.L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence des composés
réducteurs (El-haoud et al., 2018).
1.2.4. Analyses quantitatives des composées phénoliques
1.2.4.1. Dosage des polyphénols totaux
e Principe

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode
utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu (Benhammou, 2012). Le réactif est constitué par un
mélange d’acide phospho-tungstique (H3PW12040) et d’acide phospho-molybdique
(H3PMo012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene (Boizot et Charpentier, 2006), la coloration bleue produite est
proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une absorption maximum aux
environs de 750 -765 nm (Bonnaillie et al., 2012)

e Mode Opératoire

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Singleton et Ross, 1965).
Brievement, dans des tubes en verre, un volume de 200 pl de chaque extrait a été ajouté, avec
un mélange de 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois, et 800 pul d’une solution de
carbonate de sodium a 7,5 %. Les tubes sont agités et conservés pendant 30 min.
L’absorbance est lue a 765 nm.

La courbe d'étalonnage a été réalisée par I'acide gallique a différentes concentrations
(20 - 100 pg/ml),dans les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en pg
équivalent d'acide gallique par mg d'extrait sec (ug d'EAG/mg). Toutes les mesures sont

répétées 3 fois.

1.2.4.2. Dosage des flavonoides
e Principe

La quantification du contenu flavonoides des différents organes de la plante est
estimée par la méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) (Dif et al., 2015), cette méthode
est basée sur la formation d'un complexe trés stable, entre le chlorure d'aluminium et les

atomes d'oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005)
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e Mode Opératoire

0.5ml d’extrait dilué dans le méthanol, avec 0.5ml de Alcls (solution méthanolique de
(2%). Apres une heure de réaction, I’absorbance est lue par spectrophotometre a 420 nm
(Rebiai et al., 2015)

La courbe d'étalonnage a été tracée en prenant la quercetine comme un standard a
différentes concentrations mg/ml), dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions
que les échantillons, le test est repété 3fois.
1.2.4.3. Dosage de tanins totaux
® Principe

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau (Roux et al., 2007).Sur le plan structural, les tanins
sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés (Achat,2013).

e Mode Opératoire

Le dosage des tannins totaux est fait par 1’ajout d’une quantité de 50 mg de gélatine
dans un mélange aqueux contient un volume de 0.5 ml d’extrait avec 0.5 ml d’eau distillée,
apres I’agitation le mélange est laissé 15 min a une température de 4°C; ensuite il est filtré par
papier Whatman n°1. le surnageant obtenu est dosé par la méme méthode de Folin Ciocalteu
(Adewusi et al., 2011). La courbe d'étalonnage a été réalisée par I'acide gallique a différentes
concentrations, dans les mémes conditions de dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en pg
équivalent d'acide gallique par mg d'extrait sec. Toutes les mesures sont répétées 3 fois.

1.2.5. Activités biologiques

1.2.5.1. Activité antioxydante

1.2.5.1.1. Test de piégeage du radical DPPH

e Principe

L’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits est réalisée par le test DPPH qui
est considéré comme un radical libre relativement stable. Le principe de cette méthode est
basé sur la mesure du piegeage des radicaux libres de DPPH (1,1-Diphényle-2-picryl-
hydrazyl de couleur violette)(figure 8). En présence de molécules dites antioxydants, le DPPH
est transformé en sa forme réduite (diphényle picryl-hydrazine: de couleur jaune), ce qui
conduit a une diminution de 1’absorbance (Mansouri et al., 2005). La décoloration du DPPH
est directement proportionnelle a la capacité des molécules bioactives a le réduire (Saffidine,
2015)

e Mode Opératoire

Environ 100 pl de chaque extrait ou standard de différentes concentrations ont été

ajoutés a 2 ml de DPPH dans une solution de méthanol (100 uM) dans un tube aprés
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incubation a 37° C pendant 30 min, 1'absorbance de chaque solution a ét¢ déterminée a 517
nm & l'aide d'un spectrophotomeétre. Les lectures & blanc correspondantes ont également été
prises et le DPPH restant a été calculé (Rai et al., 2006).Nous calculons ainsi les pourcentages

d’inhibition par la formule suivante :

[ 1%= [(AC-AT)/AC]*100 }

o AC : Absorbance du contrdle;
o AT : Absorbance du test effectué.

IC 50 ou concentration inhibitrice de 50 % est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% de radical DPPHe. Les IC 50 sont calculées graphiquement par
les régressions linéaires des graphes tracés; pourcentage d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des fractions testées (Scherer etGodoy,2009).

NO,

r:wQ—nn

NO,

DPPH'

Figure 8: Structure de DPPH et DPPH « (Labed, 2016).

1.2.5.1.2. Test de phosphomolybdate (PM)
e Principe

Le test du PM (phosphomolybdate) est une variante du test au DPPH. Au cours de ce
test, I'nydrogene et I'électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers
le complexe oxydant (PM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la
structure du composé antioxydant.Le test est base sur la réduction du molybdene de I'étage
d'oxydation (V1) a I'étage d'oxydation (V). Cette réduction se matérialise par la formation d'un
complexe verdatre phosphate/ Mo (V) a un pH acide. On mesure la diminution de la
coloration du complexe molybdéne (V1) en présence d'antioxydant. A la différence des autres
tests, ce test permet non seulement de quantifier l'apport de I'activité antioxydante des
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polyphénols mais aussi d'autres composés antioxydants tel que les vitamines (C, E...)
(Muanda, 2011)
e Mode Opératoire

L’activité antioxydante de phosphomolybdate est déterminée selon le protocole décrit
par Prieto et al., (1999) qui consiste a ajouter 0,1 ml de solution d'échantillon contenant un
réducteur a 1 ml de solution de réactif de phosphomolybdate(acide sulfurique 0,6 M, 28mM
de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium). Les tubes ont été bouchés et
incubés dans le bain-marie a 95°C pendant 90 min. Apres que les échantillons aient refroidi a
température ambiante, I'absorbance de la solution aqueuse de chacun a été mesurée a 695 nm .

Une gamme d’étalonnage a base d’acide ascorbique (20-100pg/ml) est également
réalisée dans les mémes conditions. Les résultats sont ainsi exprimés en pg d’équivalent
d’acide ascorbique par mg d’extrait. Toutes les mesures sont répétées 3 fois
1.2.5.1.3. Pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

e Principe

Le pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) des échantillon sa été déterminé par
réduction directe du ferricyanure de potassium(KsFe3(CN)g) en ferrocyanure de potassium
(KsFe2(CN)s) (Ahmed et al., 2012). La réaction est révélée par le virement de couleur jaune
du fer ferrique (Fe3*) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe2*). Cette capacité réductrice peut
servir comme un indicateur significatif de I’activité antioxydante potentielle d’un composé
(Koulkhal, 2014).

e Mode Opératoire

Le milieu réactionnel (200 pl ) (contenant 40 pl des échantillons a tester ou des
controles positifs (acide ascorbique), 100 pl d'acide chlorhydrique 1,0 M, 20 ul de 1% (w/v)de
dodécylsulfate de sodium (SDS), 30 ul de ferricyanude de potassium a 1 % (w/v) a été incubé
pendant 20 min a 50 °C, refroidi a la température ambiante et enfin 20 ml de 0,1% (w/v) de
chlorure ferrique a été ajoutée. L'absorbance a 750 nm a été lu contre le blanc contenant le
meme réactif sans le chlorure de fer (Ahmed et al., 2012).

La courbe d’¢talonnage a base d’acide ascorbique (20-100pg/ml) est également
réalisée dans les mémes conditions. Les résultats sont ainsi exprimés en pg d’équivalent
d’acide ascorbique par mg d’extrait. Toutes les mesures sont répétées 2 fois.
1.2.5.2. Activité antimicrobienne

Pour tester I’activité antimicrobienne de I'extrait étudiée, nous avons adopté la
technique de diffusion sur milieu solide, a partir des disques imprégnés de 1’extrait
(Sharififar et al., 2007). Les souches microbiennes que nous avons utilisé pour la recherche

de I’activité antimicrobienne sont des souches de référence de 1’American Type Culture
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Collection (ATCC) disponibles dans le laboratoire d’analyses médicales EL-Medjed/ EL-
Oued.

Les souches microbiennes testées dans notre étude sont des bactéries pathogenes
responsables de 1’apparition de certaines maladies: E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosaet, S.
aureus (Velomalala et al., 2013).

m Escherichia coli (ATCC 25922)

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de ’homme et de
I’animal, (Harrar, 2012), de forme non sporulée, de type aérobie facultative,généralement
mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a4 1,5
um, E. coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil
urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été ,diarrhée infantile et les intoxications
alimentaires (Percival, 2004)

m Klebsiella pneumoniae (ATCC 13886)

Est gram-négatif, non mobile ,encapsulée. Est une bactérie anaérobies facultatives qui
est en forme de batonnet, établis dans la bouche, la peau et la flore intestinale et les matieres
fécales d'environ 5 % des personnes, il déclenche de pneumonie bactérienne. Cela peut causer
des consolidations pulmonaires nécrosantes hémorragiques occasionnellement (Brooks et al.,
2007). K. pneumoniae est souvent lié a une infection hospitaliere, et cela implique des
maladies telles que la malignité, la cirrhose, maladies urinaires, infections des voies biliaires,
diabete, et les ostéomes sucrés. L'alcoolisme peuvent augmenter le risque d’infection due a la
bactérie K. pneumoniae (Jasim et Farhan, 2020).

m Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Rarement trouvé dans le cadre de la microflore humaine chez les individus sains, est
un batonnet gram-négatif. P. aeruginosaet répandu dans les milieux naturels, c'est un
pathogéne opportuniste pour I'homme conduit a un large spectre des maladies présentes dans
les voies urinaires, les brdlures, les voies respiratoires, infections et septicémie (Yang et
al.,2011). C'est la premiéere cause de pneumonie. Ces derniéres annees, les infections
nosocomiales causées par P. aeruginosa ont été reconnues comme un probleme dans les
hopitaux en raison de sa résistance intrinséque a de nombreuses classes d'antibiotiques
(Fazzeli et al., 2012).

m Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Est une bactérie gram-positive, se trouve fréquemment dans le nez, les voies
respiratoires, et sur la peau. Il est souvent positif pour la catalase et la réduction des nitrates et
est un aerobie facultatif qui peut se développer sans avoir besoin d'oxygéne (Masalha et al.,
2001). Bien que il ne soit pas toujours pathogene, c'est une cause frequente des infections
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cutanees telles que les abces, les infections respiratoires telles que la sinusite, et les
intoxications alimentaires (Asadi et Jamali, 2017). Il représente 1’agent commun des
infections postopératoires de blessures, endocardite aigue, (Dworkin et Falkow, 2006).
1.2.5.2.1. Mode opératoire de I'activité antimicrobienne

Cette ¢étude a pour but d'évaluer I’activité d’extrait d’éther de pétrole, I’extrait de
dichloromethane et I’extrait méthanolique, contre les bactéries pathogénes testées. Nous
faisons le test en suivant ces étapes (figure 9):
e Réisolement des colonies
Les souches conservées sur la gélose nutritive ont été ensemencées sur milieu de culture
Muller Hinton. La méthode par stries a été utilisée pour le repiquage. Les milieux de culture
ont été incubés a 1’étuve a 37 C pendant 24 h (Eyang-Esseng, 2007).
e Préparation des solutions
Les extraits ont été dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a raison de (Img/ml).
e Imprégnation des disques

Les disques stériles pour antibiogramme (préalablement autoclavés) ont été imprégneés
de 20 pl de la solution d’essai préparée. Les disques ont été placés par la suite dans des boites
de Pétri (Amadou, 2006).
e Préparation de la suspension bactérienne

Les suspensions bactériennes ont été¢ préparées dans des tubes de solution d’eau
physiologique stérile a 0.9 % (Eyang- Esseng, 2007).

La suspension bactérienne préparée a été ensemencée uniformément selon la méthode
de Kirby-Bauer dans une boite de pétri contenant le milieu Mueller Hinton (GMH) de 4 mm
d’¢épaisseur. La boite est laissée a la température ambiante pendant 1 min afin que les germes
puissent bien adhérer a la surface de la gélose. L'exces de suspension bactérienne est éliminé
par aspiration avec une pipette Pasteur, puis la boite est séchée a 1’étuve a 37°C pendant 15
min. Chacune des boites a recu 4disques déposés a la surface du milieu ensemencé, a 1’aide
d’une pince fine. La préparation est incubée a 37°C pendant 24 h. Chaque test est effectué en
2 exemplaires (Velomalala et al., 2013).
e Lecture des résultats

Apres 18 — 24 heures d’incubation, les diamétres des zones d’inhibition autour de
chaque disque ont été mesurés en vue d’apprécier I’activité inhibitrice d’extrait et de

I’antibiotique testé (Caesar, 2007).
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Repiquage Inoculum Ensemencement

Incubation Dépot de disques Imbibition

Figure 9: Schéma du protocole d'activité antimicrobienne d’Ammodaucus leucotrichus

(photos originales)

1.2.6. Analyse statistique

Les données expérimentales obtenues du dosage et de I’évaluation des activités
biologiques ont été exprimées la moyenne de trois lectures en utilisant le logiciel MINITAB
18 et EXCEL (office 2007) qui nous aident pour faire I’analyse.

31



Chapitre II:

Reésultats et discussion




Chapitre 11 : Résultats et discussion

11.1. Résultats
11.1.1. Calcul du rendement

Les extraits obtenu apres macération pendant 24 heure, a soumis a une filtration, puis
séchés, pesés pour déterminer leurs rendements et ses caractéristiques (couleur et aspect); qui

sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 05 : Rendement et caractéristiques des extraits de la plante étudiée

Caractéristiques EtPe DchM MeOh
Rendement 2,41 % 1,50% 11,19 %
Couleur Marron brun verdatre brun verdatre
Aspect pate huileux pate pate

Selon les résultats, le rendement le plus important est enregistré pour I’extrait
méthanolique d’Ammodaucus leucotrichus qui est de I’ordre de 11,186 %, suivi par celui de
I’extrait d’éther de pétrole avec un taux de 2,412%, alors que le taux le plus faible est obtenu

avec I’extrait dichloromethanique qui est égal a 1,495% (tableau 5).

11.1.2. Tests phytochimiques
Nous avons effectué des tests de coloration pour identifier la présence ou 1’absence de
différents types de métabolites secondaires dans la plante d’Ammodaucus leucotrichus. Les
résultats obtenus sont dans le tableau suivant :
Tableau 06: Résultat des tests phytochimiques des extraits d’Ammodaucus

leucotrichus

Les tests EtPe DchM MeOh
Polyphénols + ++ ++
Flavonoide + + ++
Alcaloides +++ +++ +++

Saponosides - - -
Terpénes +++ +++ +++
Stérols - - -
Sucre réducteur - - -

+: traces, ++: abondant, +++: tres abondant, - : absent
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Ces résultats indiquent que les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides et les
terpenes sont présent dans tous les extraits de la partie aérienne d’Ammodaucus leucotrichus.

Par contre les saponosides, les stérols et les sucres réducteurs sont absents.

11.1.3. Résultats de I’étude quantitative

11.1.3.1. Dosage des polyphenols totaux
Le dosage des polyphénols totaux été estimé par la méthode de Folin-Ciocalteu,

L’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 765 nm.

La teneur de ces composés a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage de 1’acide

gallique, exprimée en pg équivalent d’acide gallique/mg d’extrait sec (figure 10).

60
=
o] 50
phay
=]
~—
2 ep 40 -
s E
29
&4 30 -
gm
[=Y)]
20 -
53
5
3 10 -
g
=
0 .
MeOh DchM EtPe
Différents extraits d' Ammodaucus leucotrichus

Figure 10 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits d’Ammodaucus
leucotrichus

Selon les résultats présentés dans la figure 10, nous constatons que I’extrait
méthanolique d’Ammodaucus leucotrichus a enregistré la teneur la plus importante en
polyphénols totaux avec un taux de 46,78+1,75ug E AG/mg, suivie par celle de 1’extrait de
DchM qui a une teneur égale a 35,84+1,39 pg E AG/mg, alors que I’extrait d’EtPe a la teneur
la plus faible qui est de I’ordre de 12,69+2,65 ng E AG/mg.

Les analyses statistiques effectuées montrent que les différences enregistrées entre les
différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus sont significatives (P<0.5).

11.1.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium

(AICI3). L’absorbance a été lue a une longueur d’onde de 420 nm.
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La teneur de ces composés a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage de

quercétine, exprimée en pg équivalent de quercétine/mg d’extrait sec (figure 11).
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Figure 11 : Teneur en flavonoides des différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus

D’aprés les résultats de la figure 11, il apparait que 1’extrait MeOh est plus riche en
flavonoides en comparaison avec les extraits de DchM et de EtPe. La teneur en flavonoides
des extraits sont égale a (24,95+2,39 ug E Q/mg) ;(9,28+0,62 ug E Q/mg) ; et (0,69+0,32 ug

E Q/mg) respectivement.

Les analyses statistiques effectuées montrent que les différences enregistrées entre les
différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus sont significatives (P<0,5).

11.1.3.3. Dosage des Tanins totaux

Le dosage des tanins totaux a été réalisé selon la méthode de Folin-Ciocalteu, La
teneur de ces composés a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique,
exprimée en pg équivalent d’acide gallique /mg d’extrait sec (figure 12).L’absorbance est lue

a une longueur d’onde de 765nm.
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Figure 12 : Teneur en tanins totaux des différents extraits d’Ammodaucus

leucotrichus
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D'apres les résultats expérimentaux obtenus dans la figure 12, la teneur la plus faible
en tanins totaux a été enregistrée pour I’extrait EtPe d’Ammodaucus leucotrichus de
7,42+1,58ug E AG/mg, en comparaison avec 1’extrait de DchM qui a de 14,79+4,51 ug E
AG/mg. Cependant, la teneur la plus élevée a été obtenue pour 1’extrait MeOh de 27,60+2,73
ug E AG/mg.

Les analyses statistiques effectuées montrent que les différences enregistrées entre les

différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus sont significatives (P<0,5).

I1.1.4. Evaluation de P’activité antioxydante

Dans le but d'évaluer I'activité antioxydante d’Ammodaucus leucotrichus, Nous avons
utilisé trois méthodes basées sur trois mécanismes antioxydants différents : I'effet piégeur des
radicaux libres évalué par le test de DPPH, la capacité antioxydante totale estimée par le test
de phosphomolybdate et le pouvoir réducteur du fer en utilisant le test FRAP.
11.1.4.1. Piégeage du radical libre DPPH

DPPH est un radical libre stable généralement utilisé pour déterminer la capacité des
composés a nettoyer les radicaux libres. La méthode est basée sur la réduction de la solution
méthanolique de DPPH en présence d'un donneur d'hydrogéne molécules. La réduction de la
solution DPPH est surveillée par la mesure de I'absorption a 517 nm (Dahman et al.,2017).

La capacité antioxydante de la plante étudiée a été déterminée et comparée a I’activité

de composé anti-radicalaire I'acide ascorbique comme étalon.
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Figure 13 : Activité anti-oxydante des différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus

par le test DPPH
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Il ressort des résultats de (figure 13) que les extraits EtPe, DchM, et MeOh ont
enregistré des valeurs de 1Cs, faibles qui sont égale 35,17+2,01 ug/ml, 34,04+0,67 pug/ml, et
33,39+1,37ug/ml respectivement, en comparaison avec celle de 1’antioxydant standard acide
ascorbique 3,06+0,22 pg/ml, mais I’extrait d’éther de pétrole était le plus important par

rapport aux autres extraits.

Les analyses statistiques effectuées montrent que les différences enregistrées entre les

différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus non significatives (P>0,5).

11.1.4.2. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Dans ce travail, nous avons testé par la méthode de FRAP, I’activité antioxydante des
extraits de la plante étudiée. Les résultats sont exprimés en pug équivalents d'acide ascorbique

par mg d’extrait sec (ug EAA/ mg ES). Ces résultats sont représentés dans la figure 14:
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Figure 14 : Activité anti-oxydante des différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus
par le test FRAP

A partir de la figure ci-dessus, ’activité antioxydante la plus élevée de pouvoir
réducteur de I’1on férique, a été obtenue avec I’extrait DchM 61,9+0,7ug EAA/ mg, suivie par
I’extrait MeOh (50,84+1,29 ng EAA/ mg ES. Le EtPe vient en derniére position
31,99+4,60ug EAA/ mg ES.

Les analyses statistiques effectuées montrent que les différences enregistrées entre les

extraits d’Ammodaucus leucotrichus sont non significatives (P>0.5).
11.1.4.3. Méthode de phosphomolybdate (PM)

Pour la mesure de l'activité antioxydante des extraits, le test de capacité réductrice du

phosphomolybdate (PM) a été utilisé. Cette activité a été et comparée a 1’activité d'un
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antioxydant puissant I'acide ascorbique. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure

suivante :
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Figure 15 : Activité anti-oxydante des différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus
par le test de PM

Les analyses statistiques effectuées montrent que les différences enregistrées entre les
différents extraits d’Ammodaucus leucotrichus sont significatives (P<0,5).
11.1.5. Evaluation de I'activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de la plante a été réalisée par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu de culture (gélose Mueller-Hinton). L’activité
antimicrobienne des extraits a ét¢ déterminée en terme de diamétre de zone d’inhibition
produite autour des disques contenants l'extrait aprés 24h d’incubation a la température
ambiante pour le développement des bactéries. Les résultats sont enregistrés dans le tableau
ci-dessous :

Tableau 07: Diamétres des zones d'inhibition (en mm) lors des tests d'antimicrobienne sur

l'extrait d’Ammodaucus leucotrichus

Extraits Extrait EtPe Extrait DchM Extrait MeOh
Souches (mm) (mm) (mm)
Escherichia coli 8,33+0,57 8,66+2,08 7,33+1,15
(ATCC 25922)
Klebsiella pneumoniae 9,33%£1,15 943,46 6,66+0,57
(ATCC 13886)
Pseudomonas aeruginosa 9,33%+2,51 8+1,73 7,66x1,15
(ATCC 27853)
Staphylococcus aureus 8,66+0,57 8,33+0,57 6,66+0,57
(ATCC 25923)
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D’apres (le tableau 07) nous remarquons que les extraits, EtPe, DchM, et MeOh

d’Ammodaucus leucotrichus a inhibé modérément la croissance de toutes les souches
microbiennes testées celles Gram positif:(S. aureus ATCC 25923) et les bactéries Gram

négatif (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, et K. pneumoniae ATCC 13886).
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11.2. Discussion

Les résultats du rendement a montré une différence dans ce rendement des différents
extraits; celui d’extrait méthanolique était del1,19 % qui est en accord avec celui obtenus par
El haci et al. (2018) avec taux de 10,02+0,49%.Quant a I’extrait d’éther de pétrole, le
rendement obtenu est 2,412% ; qui est proche de celui obtenu par Belhani et Habbaz (2019)
avec taux de 1,78%.

Les différences de rendements peuvent étre expliquées par I’état physiologique des
plantes, ou par les différences des conditions expérimentales au laboratoire: type d’extraction
(décoction, infusion ou par macération,...), (Ebringerova et al., 2003), et peut étre affecté
également par plusieurs facteurs tels que la polarité du solvant, le pH, la température, le temps
d’extraction et la composition d’échantillon (Doet al., 2013). Toutefois, il est difficile de
comparer les résultats du rendement avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que
relatif et dépend de la méthode et les conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée

(Bouzid. 2009).

Les tests phytochimiques présentent une idée générale sur la composition chimique
trouvée dans la plante étudiée. Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que les

extraits d’Ammodaucus leucotrichus sont plus ou moins riches en métabolites secondaires.

Cependant, selon Sabaa et al. (2017) les tests phytochimique préliminaires effectués
sur les fruits d’Ammodaucus, ont permis de mettre en évidence les différents groupes
phytochimiques présents dans la plante, Tels que des alcaloides, des saponines et des
composés réducteurs dans les graines d’Ammodaucus leucotrichus. Aussi, Belhani et
Habbaz, (2019) ont mis en évidence la présence des stéroides et I’absence des alcaloides dans

les extraits au méthanol et a I’éther de pétrole des graines d’Ammodaucus leucotrichus.

Apres avoir utilisé la méthode de Folin-Ciocalteu pour le dosage des polyphénol, les
résultats de la présente étude ne sont pas en accord avec ceux de Bouchouka (2016), et
Kerarsi et Soudani, (2015), qui ont trouvé une teneur faible en polyphénols de I’extrait
méthanolique d’Ammodaucus leucotrichus est égale a (4,16 mg EAG/g) et (1,675 mg EAG/g)
respectivement, et encore avec El haci et al. (2018) qui ont trouvé un taux plus élevé en
polyphénols totaux (118,69+8,5 mg EAG/Q) .

La teneur d’extrait EtPe dans notre étude est (12,69+2,65 ng E AG/mg), par contre
Belhani et Habbaz. (2019) ont trouvé (3,67 mg EAG/qg).
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Ces variations de la teneur en polyphénols totaux peuvent étre expliquées par la plus
grande solubilité des polyphenols dans les solvants utilisés lors du processus d'extraction.
D’ailleurs, la polarit¢é du solvant est un facteur important dans la solubilité accrue des
polyphénols (Naczk et Shahidi, 2006). L’augmentation ou la diminution de la température
d’extraction pourrait aussi modifier la structure de la matrice végétale, et par conséquent de

faciliter le processus d’extraction (Alessandro, 2013)

Les résultat obtenus dans nos expérimentation sur les extraits de flavonoides des
parties aériennes d’Ammodaucus leucotrichus est sont inférieur a celui obtenu par (Louail et
al., 2020) qui ont mentionné une teneur en flavonoides estimée a 66.65 mg QE/g dans un
extrait méthanolique, alors que Belbachir et Mezaouli (2021), ont montré que 1’extrait

méthanolique a présenté une teneur de 0.11 mg EC/g MS.

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité
des solvants utilisés dans la préparation d’extrait (Stankovi¢, 2011). Le type de standard
utilisé (quercetine, rutine) peut aussi changer les résultats (Djeridane et al., 2010).

Dans la littérature, il y a peu des études qui ont été faites sur Ammodaucus

leucotrichus, et celles effectuées n’ont pas déterminé la teneur en tanins totaux.

Les conditions environnementales peuvent affecter la teneur des tanins, ainsi que
dépend a la dérivabilité, est susceptible d’étre influencé par le mode de culture, le stade
phrénologique, la nature du sol (les sols arides sont sablonneux, infertiles et pauvres en
éléments nutritifs), le climat au moment du prélevement (température), de méme que par la
constitution de 1’échantillon (proportion tiges-feuilles-fleurs). Le traitement de ces
prélévements en vue de I’expérimentation (mode de séchage, de broyage et de stockage) est

aussi susceptible de faire varier les résultats (Rira, 2006).

Un antioxydant est toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible concentration
par rapport a celle du substrat oxydable, de retarde significativement ou prévient 1’oxydation
de ce substrat (Timbo, 2003). Le pouvoir antioxydant de D’extrait d’Ammodaucus
leucotrichus a été évalué par le dosage du pourcentage d’inhibition de 1’oxydation du DPPH,

pouvoir réducteur du fer, et la méthode de phosphomolybdate.

Le radical DPPH, est 1’'un des substrats les plus utilisés pour I’évaluation rapide et
directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité sous forme radicalaire et de la

simplicité de cette analyse (Kerarsi et Soudani., 2015).
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L’activité antioxydante la plus élevée de test DPPH était pour EtPe avec une IC 50
égale a 33,39+1,37ug/ml), suivie par DchM avec une IC 50 égale 34,04+0,67 pg/ml et en
dernier était I’extrait MeOh 50,84+1,29 ng EAA/ mg ES) c’est le plus faible.

Les résultats de Louail et al, (2020) montrent que les différences de composition
chimique des extraits ont un effet significatif sur la capacité inhibitrice des radicaux libres.
Plusieurs études ont indiqué que l'activité antioxydante des plantes aux propriétés médicinales
est due a la présence de composés naturels tels que les composes phénoliques (Manssouri et
al., 2016)

L'ajout de Fe " aux extraits & pouvoir réducteur conduit & la formation du complexe
bleu de Prusse de la perle intense Fe** (Fe** (CN))*, qui a un fort maximum d'absorbance &
650 nm. Plus l'intensité du complexe de bleu de Prusse est élevée, plus la capacité réductrice
de I'échantillon d'essai est forte (Ahmed et al., 2012).Le taux d’inhibition de I’extrait
méthanolique est égale a (61,9« 0,7ug EAA/ mg ES), ce résultat est différent que celui trouvé
par (Bouchouka, 2012), pour la méme espece d’Ammodaucus leucotrichus qui est 09,04 +
0,09 mg EAA/g MS.

La capacité antioxydante totale par le test de phosphomolybdate est basée sur la
réduction de Mo (VI) en Mo (V) en présence des composés antioxydantes et la formation d’un
complexe phosphate/Mo (V) d’une couleur verte (Nithiananthan et al., 2012). Le résultat
montre que la capacité antioxydante par le phosphomolybdate de notre extrait : méthanolique,
dichloromethanique, et étherpétrolique posséde une capacité antioxydante importante de
l'ordre de 420,83%£34,53 QgEAA/MgMS; 453,5+16,09 UgEAA/MgMS; et 373,83+62,68
MgEAA/mgMS respectivement.

D’aprés Bouchouka, (2012), le potentiel d’activité antioxydante d’un extrait dépend
de sa teneur en composés phénoliques. L’activité antioxydante mesurée par le test est
influencée par la nature chimique des composés présents dans les extraits. Cette derniere est
en relation étroite avec la polarité¢ des solvants utilisés pour 1’extraction des substances

bioactives du mateériel végétal (Belhani et Habbaz, 2019)

Un grand nombre de plantes, aromatiques, des plantes épices et autres, possédent des
propriétés biologiques trés importantes, qui trouvent des applications dans divers domaines

tels que la médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture (Bahorun, 1998).

Les diametres des zones d'inhibition étaient compris entre 7 mm et 9 mm. Ces résultats

sont différents a ceux trouvés par Belhani et Habbaz, (2019) qui ont étudié l'activité de
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I'extrait des parties aériennes d’Ammodaucus leucotrichus contre E. coli, S. aureus et K.
pneumoniae. Ils ont montré que 1’extraits d’éther de pétrole ont un effet antimicrobien sur E.
coli (8 mm) comparable a celui de ce travail (8,33 mm), par contre ’activité sur les autre
souches bactériennes S. aureus et K. pneumoniae, étaient 16 mm et 12 mm respectivement.
Toutefois ’extrait méthanolique a donné une activité¢ plus ou moins importante contre les
bactéries testées avec des zones d’inhibition 12 mm pour E. coli, 22 mm pour S. aureus, et 8

mm pour K. pneumoniae.

Plusieurs classes de polyphénols tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les
tanins servent de mécanisme de défense des plantes contre les micro-organismes, insectes et
herbivores. En fait, le site et le nombre de groupes hydroxyle sur les composants phénoliques

augmentaient la toxicité contre les micro-organismes (Falleh et al., 2008).
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en thérapeutique a travers le monde est tres
ancienne et cela malgré les progres de la médecine moderne; plus de 80 % de la population
mondiale ont recours & la médecine dite traditionnelle pour faire face a ses problemes de
santé, cela s’explique par le fait que de nombreuses maladies sont traitées de maniere
satisfaisante et a moindre colt par les plantes; Ces derniéres doivent leur pouvoir
thérapeutique aux substances actives qu’elles renferment.

Ammodaucus leucotrichus est une plante saharienne de la famille des Apiacées, révéle
une large utilisation en medecine traditionnelle, et posséde plusieurs propriétés biologiques.

Ce travail a été porté sur d’étude quantitatives et semi qualitatives des composées
phénoliques et d'évaluer les activités antioxydantes et antimicrobiennes des extraits
d’Ammodaucus | leucotrichus.

L’extraction par la méthode de macération en utilisant des trois solvants a donné des
extrait d’éther de pétrole, dichloromethane et méthanolique avec des rendements 2,412%,
1,495%, 11,186% respectivement. La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la
méthode de Folin Ciocalteu, les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique donne
la teneur la plus ¢élevée (46,78+1,75 pg E AG/mg), suivi par I’extrait de dichlorométhane
(35,84+1,39 png E AG/mg) et ’extrait d’éther de pétrole (12,69+2,65 pg E AG/mg). Aussi La
teneur en flavonoides pour les différents extraits a été estimée par la méthode colorimétrique
de trichlorure d’aluminium (AICI3) et en tanins totaux, nous avons remarqué que l’extrait
méthanolique d” Ammodaucus leucotrichus présente les taux les plus élevés

L’effet des extraits phénoliques sur le pouvoir antioxydant in vitro par les trois
méthodes utilisées (molybdate, DPPH et FRAP) ont montré que tous les extraits d’
Ammodaucus leucotrichus possedent une activité antioxydante trés importante.

Cette étude a révélé également que tous les extraits d’Ammodaucus leucotrichus ont
une efficacité contre toutes les souches bactériennes testées.

Comme perspectives on propose de :

e  Utiliser d’autres méthodes d'extractions des métabolites secondaires et obtenir un extrait
tres pur de tester ses activités biologiques.

e Cette étude pourrait étre approfondie par d’autres études pharmacologiques qui doivent
étre menées afin de découvrir des medicaments anti-inflammatoires et anti-oxydantes
efficaces.

o Il serait important d’approfondir les recherches sur une large gamme de souches

microbiennes et d’identifier les constituants actifs responsables de 1’activité antibactérienne.
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Annexes

ANNEXE | : Dosage des composées phénoliques et flavonoides

Figure 1: Dosage de polyphénol totaux (acide gallique)

Figure 2: Dosage de flavonoide (quercetine)
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ANNEXE 11 : Tests antioxydants

Figure 1: Réduction de radical libre (DPPH)

Figure 3: Pouvoir réducteur de I’ion férique (FRAP)
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Annexes

ANNEXE 111 : Les types des appareils utilisés au cours de I’expérimentation

Agitateur magnétique Balance de précision

Evaporateur rotatif (Blchi Bain marie Etuve

Rotavapeur R- 200)

Spectrophotometre Autoclave Etuve de 37 peur les
bactérie
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