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Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'nomme, au travers
des ages, I’lhomme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base :
nourriture, abris, vétements (Gurib-Fakim, 2006). Le monde des végétaux est plein de
ressources et de vertus d'ou I'homme puise non seulement sa nourriture mais aussi des
substances actives qui procurent souvent un bienfait a son organisme parfois affecté de
troubles insidieux (Baba-Aissa, 2000). L’utilisation thérapeutique des extraordinaires
vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies de I’homme est trés an-

cienne et évolue avec I’histoire de I’humanité (Gurib-Fakim, 2006).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux meédi-
caments , elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médica-
ments (Maurice, 1997).

Cette matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des inté-
réts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharma-
cie; Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phéno-
liques, les tannins, les terpenes et les flavonoides (Bahorun et al., 1996).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes mé-
dicinales qui constituent le couvert végétal, on trouve assez des especes de la famille
des Asclepiadeceae qui sont également largement distribuées dans les régions méditer-
ranéennes , parmi les espéces de cette famille, Pergularia tomentosa est une plante uti-
lisee en médicine traditionnelles contre les dermatoses et les angines (Ould EI Hadj et
al., 2003), les spasmes et les diarrhées (Al-Qura’n, 2005) ainsi que le diabéte (Kemas-
si et al., 2014).

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le
stress oxydant apparaissent avec 1’dge car le vieillissement diminue les défenses an-
tioxydantes augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (Girodon et al.,
2010). Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces derniéres années l'at-
tention s'est portée sur l'activité antioxydante en raison du role qu'elle joue dans la pré-
vention des maladies chroniques telles que les pathologies du coeur, le cancer, le dia-
béte, I'hypertension, et la maladie d'alzheimer en combattant le stress oxydant (Med-
dour et al., 2013).



Les plantes produisent également des composés organiques ayant une activité
antimicrobienne. Ces composés présentent un intérét parce que la résistance aux anti-
biotiques est devenue un probléeme de santé publique dans le monde entier notamment
en termes de maladies d'origine alimentaire et les infections nosocomiales (Anderson
etal., 2001).

L’objectif de notre travail a été entrepris afin de réalises d'une études phytochi-
mique , ainsi que d’évaluer les activités antioxydante et antibactérienne des extraits

éthanoliques de la partie sous terraine de Pergularia tomentosa L.

Cette étude comporte deux parties:

La premiére partie est consacré a une synthése bibliographique, qui constitué de
deux chapitres I'un sur les métabolites secondaires et l'autre sur la plante étudiée (Per-
gularia tomentosa) .

La seconde partie concerne la partie expérimentale, qui comporte :

» Les tests phytochimiques de racine de la plante.

L’extraction des polyphénols par macération.
Dosage des phénols totaux, des flavonoides.

Evaluation de I’activité antioxydante, parle piégeage du radical libre DPPH.

YV V V V

Evaluation de P’activité antimicrobienne.

Enfin, nous présenterons les résultats obtenus et leur discussion. Une conclusion

résumera ’ensemble du travail réalisé.
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Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides). Les plantes produisent, en
plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la photosyn-
these, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés méta-
bolites secondaires (Mohammedi, 2013). Ils sont d’une variété structurale extraordinaire
mais elles sont produites en faible quantité. Ces molécules marquent de maniere originale,
une espéece, une famille ou un genre de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie
chimique (Hadjer, 2017).

I. Classification des métabolites secondaires
On les classe en trois catégories principales selon leur structure :

v" Les polyphénols, ou composé phénoliques
v' Les terpenoides
v" Les alcaloides (Bellaw, 2012).

I.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires carac-
térisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou
engagés avec un glucide. lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs
(racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) (Figure 1) (Bouchouka,
2016).

Figure 1: Structure d’unité de base des polyphénols (Ghnimi, 2015).

Ces molécules jouent un réle majeur au niveau de la croissance des végétaux et dans

la lutte contre des agents pathogenes et des infections. La couleur des fruits, des fleurs et



des feuilles est une des caractéristiques d’une sous-classe des flavonoides (El-gharras,
2009).

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composes natu-
rels, sont divisés en plusieurs catégories : 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 con-
sidérables (Dacosta, 2003).

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur
la santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses patholo-
gies comme le cancer (Brown et al., 1998), les maladies dégéneratives et cardio-vasculaires
(Pagangaetal., 1999). Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale
riches en composes phénoliques constitue désormais une des principales recommandations
en santé publique. Parmi les antioxydants végétaux, les composés phénoliques apparaissent
parmi les plus efficaces quant a leurs effets protecteurs dans 1’organisme (Gee et Johnson,
2001).

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢é au moins un groupe-
ment hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...)
(Bruneton, 1999). Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre

d’atomes de carbone dans le squelette de base (Tableau 1) (Dacosta, 2003).
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Chapitre 1. Les métabolites secondaires

Tableau 1: Classification des polyphénols (Pincemail et al., 2002).
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1.1.1. Classification des composés phénoliques
A. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des phénols végétaux, représen-
tant plus de la moitié des huit milles composés phénoliques naturels. Les flavonoides sont
des composes de faible poids moléculaire qui consistent en 15 atomes carboniques, disposés
sous la configuration : C6-C3- C6 (Figure 2) (Balasundram et al., 2006). Les flavonoides
sont composes généralement de deux cycles benzéniques (cycles A et B) liés par un hétéro-
cycle contenant un oxygéne (cycle C) (Tsao et Deng, 2004).

Figure 2: Structure de base d’un flavonoide (Missaoui, 2018).

Des variations dans des modéles de substitution dans le cycle C a pour résultat les
principales classes de flavonoides, c.a.d. les flavones, les flavonols, les flavanes, les flava-
nones, et les anthocyanidines, dans lesquelles : les flavones et les flavonols sont les plus
répandues et structuralement diverses (Tableau 2). Des substituants des cycles A et B don-
nent naissance a des composés différents a I’intérieur de chaque classe de flavonoides. Ces
substitutions peuvent impliquer 1’oxygénation, I’alkylation, la glycosylation, ’acylation et

la sulfatation (Balasundram et al., 2006).

e Propriétés physico-chimiques des flavonoides
Les hétérosides de flavonoides sont en général solubles dans I'eau et les alcools. Les
génines sont pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires. L’extraction
par maceration est réalisée habituellement a l'aide du méthanol ou éthanol ou de mélanges

méthanol-eau ou d’éthanol-eau parfois d'acétonitrile-eau. (Sarni-Manchado et al., 2006).
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Chapitre 1. Les métabolites secondaires

Tableau 2: présente quelques classes distinctes des flavonoides (Bougandoura, 2011).

Sous-Classe Formule Source Propriétés
- Raisins ]
-Antioxydants naturels
Flavanols - Thé
- Anticancéreuses.
- Cacao
- Neutralisation des radi-
- Orange caux libres
Flavanones , .
- Citron - Le prévention des cancers
de la peau.
-Phytoestragéniques
Isoflavones - Soja
-Source de phytoestragene
- Myrtille -Antiseptiques urinaires
] -Présente comme des couleurs
Anthocyane - Aubergine ) )
brillant dans les fruits
- Prume.

et legumes.

e Activités biologiques des flavonoides

Comme cela a été démontré par de nombreux travaux, les flavonoides sont des mo-

lécules de défense contre les organismes pathogenes, leurs propriétés ont été exploitées pour

leur un potentiel en thérapeutique contre les microorganismes. On leur reconnait des activi-

tés antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses. Ils

ont également des actions positives sur le diabéte, les maladies d'Alzheimer et de Parkinson
(Saffidine, 2015).




B. Lignanes

Sont un groupe de phytonutriments largement distribués dans le régne végétal
(Imran et al., 2015). Ce sont des composeés diméres formés par le couplage de deux frag-
ments (C6-C3) monomeéres dérivées de la voie des phénylpropanoides (Figure 3) (Gilani
et Anderson, 2002).

Les lignanes phénoliques se trouvent dans la plupart des plantes riches en fibres,
ycompris les graines de citrouille, graines de sésame, les céréales, les fruits et les légumes
(Imran et al., 2015). En fonction de la structure, les lignanes peuvent étre classés en cing
familles de composés : lignanes, néolignanes, sesquilignanes, dineolignanes, norlignans et

des lignanes hybrides (Calvo-Flores et al., 2015).

CH3

Figure 3: Structure de lignane (Jost et Jost-Tse, 2016).
C. Saponines

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires, abondam-
ment trouveés dans certaines familles du regne vegétal. Ils sont principalement produits par
les plantes supérieures, mais aussi par des animaux marins inférieurs et quelques bactéries.
Leur nom provient du latin sapo signifiant "savon" en raison de leurs propriétés a former
des solutions moussantes en présence d'eau. Ce sont des hétérosides de poids moléculaire
élevé qui se composent d’une partie lipophile, I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydro-
phile osidique. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs
molécules explique leur comportement moussant en solution aqueuse (Amira et Hiba,
2019).



Les saponines irritent les muqueuses, produisent un relachement intestinal, accrois-
sent les sécrétions muqueuses bronchiques (elles sont expectorantes) : fleur de molene, ra-
cine de réglisse et de saponaire. Elles sont employées comme diurétiques et désinfectantes
des voies urinaires (pédoncule foliaire de I’herniaire, feuille du boulot, racine de la bugrane).
La célébré racine de ginseng (Panax ginseng), originaire de chine, de Corée et des régions
les plus orientales de ’ancienne Union saviétique, est également riche en saponines (Blot

et Bernard, 2012).
D. Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres proteines (Bouchouka, 2016).

Les tanins sont présents dans une variété de plantes utilisées dans 1’alimentation no-
tamment les ceréales et les legumineuses (haricot secs, petit poids) et les fruits comme

orange, péche, poire, kaki, fraise et les raisins (Peronny, 2005).

Sur le plan structural, les tanins sont devisées en deux groupes : les tanins hydroly-
sables et tanins condensés (Figure 4) (Haslam, 1989 ; Clifford et Scalbert, 2000 ; Santos-
buelga et Scalbert, 2000).

OH
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(a) (b)

Figure 4 : Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin hydrolysables

(Favier, 2003).



E. Stilbéne

Les membres de cette famille possedent la structure C6-C2-C6 comme les flavo-
noides, ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque
par les microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des

stilbénes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Figure 5) (Crozier et al., 2006).

A ’ , ‘ o R3=RS=R4'=OH, R¥™=H Transresvératrol
| © B3RS, R3'=H  Pinosylvine
R3=R5=R3’=R4’=0H Picéatannol

Figure 5: Structure des stilbenes (Saffidine, 2015).

F. . Coumarines

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent
une odeur caracteristique semblable a celle du foin fraichement fauché (Figure 6). A I’ex-
ception des algues, ces composes sont les constituants caractéristiques du régne végétal
chlorophyllien. Les familles les plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées,
Apiécées et Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment
dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant
leur concentration et aussi selon I’espece. Dans la cellule végétale elles sont principalement
présentes sous forme glycosylée, Cette glycosylation est une forme de stockage permettant
d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des phy-
toalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter
contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries. Les coumarines peu-
vent également se trouver dans le regne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du cas-

tor) et chez certains microorganismes (Hofmann, 2003).
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Figure 6: structure de base des coumarines (Macheix et al, 2005).

Les coumarines sont sous forme de cristaux orthorhombiques de couleur blanche ou
jaunatre. Elles sont assez solubles dans les alcools et les solvants organiques (dioxyde
d’éthyle ou les solvants chlorés). Les coumarines hydroxylées (umbelliférones) possedent
une intense fluorescence bleue en lumiere UV. Leur spectre UV est également caractéris-

tique et sert a leur identification (Feryel, 2015).
1.1.2. Roles des composés phénoliques

a. Raole physiologique

Des travaux plus anciens ont montré que les phenols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaires, différenciation, organogenese, dormance
des bourgeons, floraison et tubérisation (Albert, 1998).

Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et des feuilles. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles d'assurer la protection des tissus contre les
effets nocifs des rayonnements UV. lls sont impliqués dans la réaction de défense du palmier
dattier contre le bayoud, maladie infectieuse due a un champignon telle que Fusarium

oxysporum (Hadi, 2004)

b. Role technologique

Les polyphénols interviennent dans la qualité alimentaire des fruits. Les anthocyanes
et certains flavonoides participent a la coloration des fruits murs, ils conferent aux fruits et
Iégumes leurs teinte rouge ou bleuté, ils sont aussi responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux. L'astringence et I'amertume des nourritures et des bois-

sons dépendent de leurs teneurs (Lugasi et al., 2003).
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c. ROole biologique

e Activité antioxydante

Les polyphénols et, en particulier, les flavonoides sont de puissants inhibiteurs
de I’oxydation. Le role protecteur de divers composés phénoliques vis-a-vis de la pe-
roxydation lipidique a fait I’objet de nombreuse études (Chan et al., 2014 ; Tatraaljai
et al., 2014 ; Wu et al., 2015). Les antioxydants naturels comme les composés phéno-
liques, et particulierement les acides phénoliques et les flavonoides peuvent empécher
I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant plus rapidement que ce dernier. (Guinebert

et al., 2005).
e Activité antimicrobienne

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement due a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hy-
droxyles sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers
les microorganismes, avec I’évidence que le taux d’hydroxylation est directement propor-
tionnel a la toxicité (Cowan, 1999). Il a éte aussi rapporté que plus les composés phéno-

liques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert, 1991).

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins ont regu plus d’attention dd a leur large
spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, a leur capacité
de supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la
formation de biofilms, la réduction de I’adhésion aux ligands de 1’hote et la neutralisation

des toxines bactériennes ainsi qu’a leur capacité d’établir une synergie avec certains anti-

biotiques (Daglia, 2011).
1.1.3. Biosynthése des composés phénoliques
a. Voie de I’acide shikimique

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont a 1’origine de
la formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux. Ils sont formés, a

partir de sucres simples issus du métabolisme primaire, par la voie bien connue de I’acide
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shikimique, conduisant a la formation de phénylalanine qui, par désamination, donne le preé-
curseur immédiat des phénols, 1’acide cinnamique. L’acide cinnamique est rapidement
transformé en acide p-coumarique par I’addition d’un radical hydroxyle. La tyrosine est

également désaminée en acide p-coumarique (Chalal et al., 2012).

b. Voie de ’acétate

C’est une voie a part de I’acétate qui conduit a des poly-cétoesters de longueur va-
riable. Les polyacétates qui engendrent, par cyclisation, des composés souvent polycy-
cliques : isocoumarines, xanthones, quinones etc. La pluralité structurale des composés phé-
nolique est due a cette double origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité trés
fréquente, d’une participation simultanée du shikimate et de I’acétate a 1’élaboration de

composés d’origine mixte (exemple : flavonoides) (Boubekri, 2014).

1.2. Terpenoides

Les terpénes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité
simple a cing atomes de carbone (Figure 7). Leur grande diversité trouve son origine dans
le nombre d’unités de base qui composent la chaine ainsi que dans les divers modes d’as-
semblage. La formation de structures cyclique, 1’addition de fonctions comprenant de 1’oxy-
gene et la conjugaison avec des sucres ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structures

complexes (Hopkins, 2003).

Figure 7: Structure de la molécule d’isopréne (Calsamiglla et al., 2007).
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1.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentielle-
ment des plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote dans leur structure chimique,
avec un degré variable de caractére basique. Depuis I’identification du premier alcaloide en
1806, plus de dix mille alcaloides ont isolés des plantes (Boutaghane, 2013). Les alcaloides
ayant des masses moléculaires tres variables de 100 a 900 g/mol. La plupart des bases non
oxygénées sont liquides a température ordinaire celles qui comportent dans leur formule de

I’oxygéne sont des solides cristallisables, rarement colorés (Rakotonanahary, 2012).

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon

l'espéce de la plante, ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans

les feuilles (Mauro, 2006).

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acides aminés tels que le tryptophane, la
lysine, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés en amines et

couplés a d’autres squelettes carbonés (Figure 8) (Cyril, 2001).

(o] /H (o] /CH3
H3C\N N H\N N
A L2 B

I )
I
CH3 CHs

Theophylline Theobromine

Figure 8: Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, 2009).
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Chapitre 1.

Pergularia




I1.1. Présentation de famille des Asclépiadacées

Importante famille tropicale, qui est peu représentée au Sahara septentrional mais
compte déja une dizaine d'espéces dans le Sahara central. Ce sont des plantes vivaces, de
port tres variable, a feuilles simples généralement opposeées, parfois par trois, a tissu sécré-
tant un latex ; les fleurs sont réguliéres de type 5 mais présentent des particularités de struc-
ture curieuses. Les filets des étamines portent du coté externe des appendices de forme va-
riée, le plus souvent en languette, dont I'ensemble est appelée couronne, les étamines elles-
mémes sont soudées en partie a la région stigmatique de I'ovaire et I'ensemble forme un
organe spécial appelé gynostége. Le pollen n'est pas pulvérulent mais aggloméré sous forme
de masses correspondant chacune au contenu d'une loge d'anthére et que I'on appelle polli-
nies ; il est transporté par les insectes grace a des dispositifs spéciaux. L'ensemble de ces
caracteres rappelle beaucoup ce que l'on observe chez les Orchidées. Le pistil comprend
deux carpelles qui sont libres ou presque libres dans leur partie ovarienne et soudes entre
eux au niveau du style et du gynostége; ce dernier se termine par un plateau pentagonal situé
au centre méme de la fleur. Au cours de la maturation, les carpelles se separent compléte-
ment et le fruit comprend un ou deux follicules, suivant que les deux carpelles se dévelop-
pent ou que l'un des deux avorte ; les graines sont nombreuses et généralement pourvues
d'une aigrette de poils (Bouhamdi, 2012).

La famille des asclépiades, Asclepiadeceae, comprend 200 genres et 2500 especes
d'arbustes et d'herbes vivaces répartis dans les régions tropicales et les regions tempérées du
monde, principalement dans la région du Sahara. P. tomentosa fait partie de la famille des
Asclepiadeceae. Il est couramment utilisé dans la médecine traditionnelle a de nombreuses
fins (Al-mekhlafi et Masoud, 2017).

11.2. Généralité sur Pergularia tomentosa L.

11.2.1. Position systématique de Pergularia tomentosa

Regne : Plante
Embranchement Spermaphytes
Classe : Dicotylédones
Sous Classe : Rosidae
Ordre : Gentianales
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Famille : Asclepiadeceae

Genre : Pergularia

Espece :  Pergularia tomentosa L. (Dahane et Rouissat,
2017)

11.2.2. Description botanique de Pergularia tomentosa

C’est une plante herbacée ou semi-ligneuse, arbrisseau vivace pouvant dépasser 1m
de hauteur. Les jeunes rameaux volubiles s'enroulent fréquemment autour des plus anciens
lui donnant un aspect touffu, contenant :

e Un latex : blanc, corrosif qui peut endommager la peau.

e La tige : couverte de courts poils verdatres, grimpante ou volubile, tomenteuse a
I'état jeune ;

e Les feuilles : Opposées, vert amande, ovales ou arrondies, en cceur a la base, carac-
térisée par I’absence des stipules et pétiole de 0,5 a 1,5cm de long ;

e L’inflorescence : En grappes abondantes au bout de longs pédoncules ;

e Les fruits : Composés de deux follicules, portent de petites pointes ;

e Les fleurs : bisexuées, réguliéres, parfumées ; 5-meres. Sépales et pétales plus ou
moins soudés a la base. Corolle rotacée ou campanulacée, doublée d'une para co-
rolle a 5 piéces, en général d'origine staminale. Etamines 5 a anthéres sessiles, en
général adhérentes au stigmate, souvent déhiscentes en pollinies.

e Lesgraines : ovoides, aplaties, de 7-9 mm environ 6 mm, bords pales, a poils courts
denses, munies d'une touffe de poils a une extrémite, d'environ 3 cm de long

e Période de végétation : Floraison en printemps (Figure 9) (Almi, 2016).
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Partie 1 bibliographique Chapitre 1. Pergularia tomentosa L.

Figure 9: Fleurs, feuilles et fruits de Pergularia tomentosa L. (Al-mekhlafi et Masoud,
2017).

11.2.3. Appellation
Pergularia vient du latin "Pergula” qui signifie « vigne » en raison de la capacité de
la plante a s'accrocher. Tomentosa signifie poilu : la plante est couverte de petits poils qui
lui donnent sa couleur verdatre. Pergularia tomentosa L. (Figure 10). Cette espéce est éga-
lement connue sous une dénomination synonyme : Daemia cordata.
Tomentosa signifie poilu : la plante est couverte de petits poils qui lui donnent sa
couleur verdatre, et possede de nombreux noms folkloriques :
Arabe : ghoulga, demya, leben el hamir et tellakh
Targui : tashkat, dellakal, tellakh, sellaha
Francais : Pergulaire
Anglais : Pergularia (Rebouh et Belkirat, 2016 ; Lahmar et al., 2017).
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Figure 10: Pergularia tomentosa L. (Alghanem et EI-Amier, 2017).
11.2.4. Distribution géographique

Pergularia tomentosa est une plante vivace des pays secs. Elle pousse sur les sols
généralement sableux et couvre de vastes régions allant du sud Algérien jusqu'en Afrique
du nord. Sa présence est relevée dans quatre compartiments phytogéographiques qui vont
du climat sud-sahélien au climat nord-sahélien. Elle fleurit en saison seche, sa souche vivace

pousse en saison des pluies et donne une plante feuillue. (Bouhamdi, 2012).

11.2.5. Utilisation populaire

Cette plante est employée dans les remedes traditionnels en tant qu'un antirhumatis-
mal, laxatif, abortif et traitement des certaines maladies de peau, asthme et bronchite. Cette
plante également utilisée pour le traitement des frissons, des helminthiases, des allergies et
de la constipation. Dans certains cas, on a signalé que le Pergularia tomentosaa été employé
pour I'enlevement de laine de la peau de certains animaux en particulier mouton (Hosseini
etal., 2017).

En Algérie les feuilles et les fleurs sont utilisées comme traitement des angines,

teigne, dermatose et hypoglycémiant (Ould EI Hadj et al., 2003).



11.2.6. Usage Medicinal

Les parties les plus utilisables sont : Le latex, les feuilles et les racines qui sont ge-
néralement recueillie dans le printemps, sont préparés comme une infusion, décoction,
poudre et mélangé avec d'autres plantes, et pris par voie orale ou utilisé a I'extérieur (Al-
mekhlafi et Masoud, 2017).

e Cette plante est utilisée pour le tannage, écrasée et étalée sur la peau. Elle fait tomber
les poils rapidement. A cet effet on pile la plante et on étend la pate ainsi obtenue sur
la peau : apres quelques heures de contact un simple grattage fait tomber tres facile-
ment les poils.

e Enapplication, le lait contenu dans la plante fait sortir les épines de la peau.

e Cette plante est peu consommee a I'état vert parce qu'elle entraine des intoxications.

e L'augmentation de potassium alimentaire diminue la pression artérielle chez I'nhnomme
et réduit le risque d'accident vasculaire cérébral. Ainsi, le maintien d'un apport élevé
en potassium peut étre atteint en consommant les tiges et les racines de P. tomentosa
(Hassan et al., 2007).

11.2.7. Les travaux antérieurs

11.2.7.1. Composition biochimique du Pergularia tomentosa
Les études phytochimiques menée sur le Pergularia tomentosa montrent la présence

de métabolites primaires et secondaires.

a. Métabolites primaires
Sont directement impliqués dans les processus indispensables au développement
normal et & la reproduction de la cellule de ’organisme : les glucides, les lipides, les pro-
téines (Tableau 3) (Rebouh et Belkirat, 2016).
Tableau 3: Composition en métabolites primaires des différentes parties de Pergularia to-

mentosa (Hassan et al., 2007)

Organe végétal Lipides (%) Protéines (%) Glucides (%)
Feuilles 6,83+ 0,76 6,39 + 0,17 53,27 £ 1,75
Tiges 2,17 +0,76 4,74 + 0,14 56,92 + 1,27
Racines 2,67 +0,29 3,35+ 0,48 61,31 + 2,84
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b. Métabolites secondaires

Pergularia tomentosa est connu par son contenu en molécules biologiquement ac-
tives tels que les polyphénols : flavonoides, tanins, glycosides cardiaques, les glycosides

cyanogenes, des saponines (Tableau 4) (Hassan et al., 2007).

Tableau 4: composition en métabolites secondaires des différents organes de P. tomen-
tosa. (Rebouh et Belkirat, 2016).

Organe végétale Meétabolites secondaires
Feuilles Alcaloides, glycosides cardiaques et glycosides cyanogénes.
Tiges Saponines, flavonoides, tanins et glycosides cyanogeénes.
Racines Glycosides cardiagques, saponines et tanins.

c. Composition minérale de Pergularia tomentosa
La composition minérale de la plante montre une grande quantité de phosphore et
de potassium dans les racines et les tiges. Des teneurs importantes de sodium, de magnesium
et de calcium sont relevées dans les extraits des feuilles. Le magnésium est un micronutri-
ment antioxydant et sa présence peut stimuler le systeme immunitaire et aider a éliminer les
carences en Mg qui pourraient entrainer de graves troubles métaboligues.
Cependant, il convient de noter que calcium en conjonction avec magnésium, chlore

et les protéines sont impliqués dans la formation de I’os (Tableau 5) (Hassan et al., 2007).

Tableau 5 : Composition minérale de Pergularia tomentosa (Hassan et al., 2007).

Organe : : ” :
Phosphore Potassium Sodium Magnésium Calcium

Végetal
Feuilles 1,85+ 0,05 2,97 £ 0,210 4,13+0,31 0,32 £ 0,06 0,25 +0,010

Racines 7,07 £ 0,06 215,0 + 10,00 2,03+0,15 0,15+ 0,030 0,16 £ 0,01
Tiges 8,13 +£ 0,06 167,30 + 5,03 2,33 +£0,15 0,25 + 0,008 0,08 + 0,003

Fruits / 384,8 56,2 77,29 ppm 477,6 ppm




11.2.7.2. Activités pharmacologiques de Pergularia tomentosa

a. Activité anti oxydante
Les magnésiums sont des micronutriments antioxydants et leur présence pourrait
donc stimuler le systéme immunitaire, et aider a éliminer les carences en magnésium qui
pourraient conduire a de graves troubles métaboliques et de compromettre la santé de l'or-
ganisme (Bouhamdi, 2012).

b. Anti tumorale
Les effets inhibiteurs de ghalakinoside sur les taux d'acide urique, Ca2+, GGT, ALP
et la LDH sont en faveur de son potentiel anti-tumoral (Al-Said et al., 1989). Des glycosides
cardénolides isolée des racines de P. tomentosa ont été testés dans unessai in vitro d'inhibi-
tion de la croissance de souches cancéreuses. Cela comprenait six différentes lignées cellu-
laires humaines de cancer, et pour leur capacité a inhiber la Na + /K +, activité ATPase, en
plus des modifications morphologiques induites dans des lignées cellulaires de cancer hu-

main (Piacente et al., 2009).

c. Antidermatophytique
La présence des tanins, flavonoides, alcaloides, saponines, glycosides, saponingly-
cosides, cardiacglycosides, anthraquinones et stéroides dans composition de P.tomentosa
peut étre responsable de l'activité antidermatophytique présentees par les plantes contre la
plupart des dermatophytes testés (Shinkafi, 2013).

d. Activité antimicrobienne
Les extraits aqueux et a plusieurs solvants organiques des feuilles, des tiges et des
racines ont montré une activité antifongique contre une série de champignons pathogeénes,
tout comme une activité protectrice des organes chez le crapaud Bufo regularis infecté par
Aspergillus niger. Des effets bactéricides et moluscicides ont également été répertoriés. Les
extraits méthanoliques des parties aériennes, de méme que les isolats de coroglaucigénine,
de 16 a- acétoxycalotropine et de calactine, ont eu une activité de dissuasif alimentaire sur

lalégionnaire Spodopteralitoralis (Bekheet et al., 2011).
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e. Molluscicide
L'activité molluscicide de deux cardénolides extraite a partir de Pergularia tomen-
tosa, a été évaluée par rapport a l'escargot terrestre Monacha obstructa (Férussac), ces ré-
sultats expliquent I’utilisations possibles de cette plante contenant des cardénolides, comme

molluscicide (Hussein et al., 1999).

f. Larvicide
Les alcaloides (extraits de la partie aérienne) ont un effet larvicide considérable avec
un taux de mortalité dépendant de la dose. D'autre part, ils sont également décrits comme
antifeeding, causant la perte de poids des larves avec une réduction de la teneur en protéines
et en glucides. Ces résultats indiquent que P. tomentosa peut étre un agent prometteur natu-

rel pour le contréle des larves de criquets (Rebouh et Belkirat, 2016).

g. Toxicité

L'extrait de cette plante a révele des propriétés pharmacologiques et activités biolo-
giques. Lorsque l'extrait teste pour toxicité, le composé ghalakinoside a montré la toxicite
la plus élevee suivie de la calactine, la médiane de les doses létales étaient respectivement
de 4,6 mg/ kg et 5 mg / kg .( Hifnawy MS et al ,2014)

Un hétéroside du type pergularine a eu un effet similaire sur le tissu musculaire, mais
a augmenté la contraction cardiaque (Neuzinger, 1996).
Pergularia tomentosa est considérée comme une plante toxique réputée nocive pour la gros-

sesse (Hammiche et al., 2013).
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Notre travail a porté sur I’étude phytochimique de partie sous terraine de Pergularia
tomentosa L., et I’évaluation de leurs activités antioxydante et antibactériennes. Cette étude
a été réalisée au niveau du laboratoire de toxicologie, Département de biologie cellulaire et

moléculaire, Faculté des sciences de la nature et de la vie, université EI-Oued.

I.1. Matériel
1.1.1. Matériel biologique
1.1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal, exploité dans cette étude, est constitué de racines de Pergularia
tomentosa L. (Figure 11), qui ont été récoltées au mois d'Avril 2017 dans la région de Mé-
guibra a El-oued (sud-est d'Algérie). La reconnaissance botanique de la plante a éte faite par
Monsieur Eddoud Amar du département des sciences biologiques de l'université Kasdi Mer-
bah de Ouargla.

Les racines sont nettoyées, séchées a I’air libre, a température ambiante et a I’abri
de la lumiere pendant 20 jours, puis broyées a I’aide d’un broyeur électrique et conservées

a sec dans des boites en verre, a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

Figure 11 : Poudre des racines de Pergularia tomentosa L.
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1.1.1.2. Microorganismes testées

Les souches microbiennes utilisées dans cette recherche pour I’activité antimicro-

bienne sont des souches référencées, Ces souches obtenues de I’Institut de Pasteur en Algé-

rie pour les bactéries, et les souches fongiques provenant du laboratoire des Produits Bioac-

tifs et la Valorisation de la Biomasse de I'ENS Alger. Sont conservées dans le réfrigérateur

dans des tubes a visses contenant milieu nutritive jusqu'a I’utilisation (Tableau 6).

Tableau 6 : Les souches microbiennes testées

Souches
Escherichia coli
ATCC 8737
Gram
Négatif
. Salmonella typhimurium
Bacteries
ATCC 14028
Staphylococcus aureus
Gram ATCC 6538
positif

Caracteéristiques

Une bactérie caractérisée par une sporu-
lation non facultative anaérobie, elle est
pathogene pour I’homme car respon-
sables d’affections variées allant d’une
simple diarrhée a des infections systé-
miques parfois mortelles (Duniere et al.,
2012).

Bacille a Gram negatif, anaérobie facul-
tatif, habituellement mobiles grace a une
ciliature péritriche, mais des mutants
immobiles peuvent exister (Bourgeois
et Mescle, 1996). Les Salmonelles sont
en général considérées comme patho-
genes bien que leur virulence et leur
pouvoir pathogéne varient énormément
(Rodier, 2009).

Cocci a Gram positif, immobiles et dis-
posées en amas, responsables d’infections
graves communautaires et nosocomiales,
d’infect ions des plaies et infection pul-

monaires (Berreghioua, 2016).
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Champignon

Bacillus subtils
ATCC 6633

Aspergillus carbonarius
M 333

Aspergillus parasiticus
CBS 100926

Largement présente dans la nature, elle
fait également partie de la flore intesti-
nale microbienne, et peut étre utilisé
sans aucun probléeme dans les labora-
toires d’analyse (Danja, 2016).

Il possede un thalle & mycélium cloi-
sonné portant de nombreux conidio-
phores dressés, non ramifiés, terminés en
vésicule. Les conidies sont de couleur
noir e et présentent une forme verru-
queuse de diameétre 7-9 um. A. carbona-
rius presente de sclérotes de couleur

jaune grisatre. (Atoui, 2006)

L’espéce est en commun une croissance
rapide aux deux temperatures 25 et 37°C,
et la couleur de leurs conidies est vert-
jaune clair (Nguyen, 2007). Aspergillus
parasiticus se caractérise par un thalle
vert jaune sombre, colonies au revers in-
colore a beige clair. Le conidiophore de
taille de 250-500 um de couleur marron
pale a paroi échinulée. (Pitt et Hocking,
1997).
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1.1.2. Matériels non biologiques
L’ensemble de matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude est résumé
dans le tableau (7) suivant :
Tableau 7 : Liste des matériels non biologiques utilisé pendant le travail.

Appareils Réactifs et produits chimiques

Ethanol absolu,
Méthanol,
Acide gallique,
Quercétine,
Réactif de Folin-Ciocalteau,

Bain Marie, Réactifs de Dragendorff et de Mayer,
Agitateur magnétique, Milieu Muller-Hinton,
Rota-vapeur, Acide chlorhydrique concentre,
Hotte chimique, Milieu Gélose sabouroud,
Etuve, Solution aqueuse de (FeCls),
Autoclave, Liqueur Fehling,
Spectrophotomeétre. Tournures de magnesium,

Trichlorure d'aluminium (AICls) 2%,
L’eau physiologique,
Diméthyle sulfoxyde (DMSO),
2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH),

Acide ascorbique (Vitamine C).

1.1.3. Milieux de culture
On utilise gélose Mueller Hinton (milieux de culture pour les bactéries), Sabouraud
(milieux de culture pour la levure) pour I’étude de la sensibilité des souches bactériennes a

différentes concentrations d’extrait éthanolique.

1.2. Méthodes
Les différentes étapes réalisées pendant notre travail sont résumées dans le dia-

gramme suivant (Figure 12).
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-
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Récolte,
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‘ LLa poudre végétale des racines ‘
| et

Par macération

Détermination des rendements.

Dosage des polyphénols totaux
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Phytochimique. Dosage des flavonoides:

Evaluation de l’activité antioxydante.

Evaluation de l’activité antibacté-

Figure 12 : Schéma général des différentes étapes du travail.
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1.2.1. Extraction des composés phénoliques

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser sé-
journer la matiere végétale (broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes ac-
tifs (composés phénoliques et flavonoides). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon
le protocole décrit par Vuorela, (2005) avec quelques modifications au niveau de 1’étape
dilapidation.

Les racines séchées et broyées (30 g) sont soumises a une extraction par macérations
successives utilisant (300 ml) de solution hydro-alcoolique (éthanol-eau : 80/20). Les ra-
cines sont macérées pendant 24 heures sous agitation magnétique, a la température ambiante
du laboratoire (environ 20 °C) et a I’abri de la lumiére. L’extraction est répétée trois fois
pour chaque plante. Aprés chaque macération, I’ensemble est filtré sur du papier filtre afin
de séparer le marc du filtrat.

Les filtrats sont évaporeés grace a un évaporateur rotatif pour obtenir des extraits secs
(Figure 13).

30g Poudre

+300 ml de

Macération a la tempeé- solution hy-

rature ambiante et a dro-alcoo-

I'ombre 24h (Répétée lique (étha-
trois fois) nol-eau :

80/20).
b

4

Extrait éthanolique

Figure 13 : Protocole d’extraction des composés phénolique
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Nous pouvons déterminer le rendement des extraits secs des racines de Pergularia

tomentosa en calculant le rapport suivant :

Rendement (%) = ((P1-P2) / P3) 100

% P1: poids du ballon aprés évaporation ;
% P2 : poids du ballon (vide) avant évaporation ;

% P3: poids de la matiére végétale.
1.2.2. Analyse qualitative
Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(les alcaloides, flavonoides...etc.) dans notre plante. Le matériel végétal pulvérise est épuisé
successivement par maceération. Les tests phytochimiques pour polyphénols les tanins, les

alcaloides, les flavonoides, les saponosides, et sucres réducteurs.

1.2.2.1. Polyphénols
Dans un tube a essai, on ajoute I’extrait avec et 2 ml d’une solution aqueuse de

(FeCls) a 2% La présence des phénols indiqueé par une coloration noire (Zerargui, 2015).

1.2.2.2. Tanins

Dans un tube a essai, introduire 5ml d'extrait a analyser et ajouter 1ml d'une solution
aqueuse de FeClz a 2%, la présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou
bleu (Deramchi, 2015).

1.2.2.3. Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu
par quelques gouttes de HCI et ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer dans le premier
tube et quelques gouttes de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un préci-

pité blanc ou brun, respectivement révéle la présence d’alcaloides (Paris et Moyse., 1969).

1.2.2.4. Flavonoides
I ml de I’extrait a été traité par quelques gouttes d'acide chlorhydrique concentré HCI
et quelques tournures de magnésium, l'apparition d'une coloration rouge, orange ou jaune

indique la présence des flavonoides (Zerriouh, 2015).

1.2.2.5. Saponosides

Dans un tube a essai, introduire 2ml de I'extrait a analyser, ajouter 2ml d'eau distillée
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chaude, agiter pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hau-
teur supérieure a 1 cm d'un mousse indique la présence de saponines (Yadav et Agarwala,
2011).

1.2.2.6. Sucres réducteurs

On ajoute 1 ml de liqueur Fehling a 5 ml d’extrait, puis on chauffe les tubes conte-
nant les mélanges au bain marie a 40°C. Un test positif est indiqué par ’apparition d’une
couleur rouge brique (Mechernene, 2014).

1.2.3. Analyse quantitative

1.2.3.1. Dosage de polyphénols totaux

La concentration en polyphénols a été déterminée par spectrophotométrie selon la
méthode de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1974). Ce réactif de couleur jaune est cons-
titué par un mélange d’acide phospho-tungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque
les poly-phénols sont oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Cioclateau en un complexe
ayant une couleur bleue constitué¢ d’oxyde de tungsteéne et de molybdene. L’intensité de la
couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot et Char-
pentier, 2006).

On met 100 pl d’extrait ou de I’acide gallique sont mélangés avec 500 pl du réactif
Folin-Ciocalteau et 400 pl de Na,COz a 7,5 % (m/v). Le mélange est agité et incubé a 1’obs-
curité et a température ambiante pendant dix minutes et I’absorbance est mesurée a 760 nm
par un spectrophotométre UV (Perkin Elmer). Les résultats sont exprimés en mg équivalent
acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g E). En utilisant la courbe d’étalonnage de

I’acide gallique comme référence.

1.2.3.2. Dosage de flavonoides

Le dosage des flavonoides contenus dans les extraits de Pergularia tomentosa a été
effectué par une méthode basée sur la formation de complexe entre les composés phéno-
liques et le trichlorure d'aluminium AICIs; (méthode colorimétrique) (Bahorun et al., 1996).
Les complexes produits sont de couleur jaune absorbent dans le visible a 430 nm. Le flavo-
noide utilisé comme référence dans cette méthode est la quercétine.

On met 1 ml d’extrait ou de quercétine, avec 1 ml d’AlClz a 2%, puis le mélange est
vigoureusement agité, I’ensemble est incubé a I’ombre a la température ambiante pendant
10 minutes, I’absorbance est lue a 430 nm. La quantification des flavonoides se fait en fonc-

tion d’une courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoide standard quercétine (0- 0,05
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mg/ml), et sont exprimées en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait
(mg EQ/g E).
1.2.4. Activités biologiques

La présente étude, s’intéresse particulierement a I’activité antioxydante et antibac-
térienne d’extrait de racines de Pergularia tomentosa.
1.2.4.1. Activité antioxydante (test DPPH)

Afin d'étudier l'activité anti radicalaire de notre extrait, nous avons utilisé la méthode
basée sur le DPPH (diphénylpicrylhydrazyl) comme un radical relativement stable, selon le
protocole décrit par Bouhamdi, (2012). Le DPPH est caractérisé par une couleur violéte
dont l'intensité est mesurée a 517 nm. En présence d'un donneur d’hydrogéne. Le DPPH est

réduit a la forme non radicalaire de couleur jaune pale (forme d'hydrazine) (Figure 14).

YIOLET

Figure 14 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe (Fettah, 2019)

a. Préparation de délutions d’extrait
Des dilutions dans méthanol va préparer a partir de I’extrait brute (solution mere 10

mg/ml) pour différentes concentrations de 8mg/ml, 6 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1mg/ml.

b. Mode opératoire
e Nous avons préparé une solution de DPPH (0,024 mg/ml) par solubilisation de
2.4 mg de DPPH dans 100ml de méthanol.
e Les tubes de dosages contiennent 50ul de différentes concentrations de l'extrait
ou de I’acide ascorbique et 1,950 ml de solution de DPPH.

e Les tubes control contiennent a la place de l'extrait 50pl de méthanol et 1,950
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ml de la solution éthanolique du DPPH fraichement préparée.
e Le mélange est laissé a I'obscurité a la température ambiante pendant 30 minutes
et mesuree a 517 nm.
c. Expression des résultats

L’activité antiradicalaire est estimée selon I’équation suivante :

[ Activité antiradicalaire% = [(Abs contrble - Abs échantillon) / Abs contréle] x 100 ]

L’étude de la variation de ’activité antiradicalaire en fonction de la concentration
des extraits, permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition

(IC50), une faible valeur de la IC50 correspondant a une grande efficacité de 1’extrait.

Le calcul des IC50 a été realisé graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des frac-
tions testées. La valeur de la 1C50 est exprimée en mg/ml (3 répétitions pour chaque con-

centration).

1.2.4.2. Activité antimicrobienne

Evaluation I’activité antimicrobienne de différents concentration (20 mg/ml ; 10
mg/ml ; 5 mg/ml et 1 mg/ml) d’extrait éthanolique selon la méthode de diffusion en milieu
gélosé (antibiogramme) (Treki et al., 2009 ; Bssaibis et al., 2009). Cette technique repose
sur I'apparition d'un zone d'inhibition autour du disque contenant l'extrait de la plante dans
le milieu de culture de 4 souches bactérienne et deux souches fongiques : Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Bacillus subtils, Aspergillus car-

bonarius et Aspergillus parasiticus.

a. Préparation des dilutions des extraits (concentration)
Différentes concentrations (20mg/ml ; 10mg/ml ; 5mg/ml et 1mg/ml) d’extrait étha-

nolique de Pergularia tomentosa ont été préparé par DMSO (Meddour et al., 2013).

b. Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir de papier d'wattman N°3, avec un diamétre de 6
mm. Ensuite ils sont mis dans un tube a essai, et stérilisés a l'autoclave et conservés jusqu'a
l'utilisation. (Hadji et Tarfaya, 2019)
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C.

Préparation le milieu de la culture
On met la stérilisation et la surfusion de milieu de culture (Muller Hinton pour les

bactéries et Sabouraud pour les champignons) a l'aide d'autoclave pendant 15 min a 121°C,

puis on le verser dans les boites de Pétri a 4 mm de hauteur et on laisse quelques minutes

jusqu'a la solidification (Harrar, 2012).

d.
4

Inoculum

A partir d'une culture pure des bactéries ou des champignons a tester sur milieu
d'isolement, racler par une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfai-
tement identiques.

Décharger l'anse dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 %, bien homogénéiser
la suspension bactérienne.

L'ensemencement doit se faire en moins en quelques min apres la préparation de

I'inoculum (Amatiste et al., 2014).

Ensemencement

La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzéne ;

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbrienne (il évite la contami-
nation du manipulateur et de la paillasse) ;

L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum ;

Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas ;
Répéter lI'opération deux fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant
I'écouvillon sur la périphérie de la gélose ;

Les disques sont disposés sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince stérilisée au
bec benzéne

Pour contrble négatif on met une boite de pétri 6 disques (3 disques de DMSO)
(Meddour et al., 2013).

Incubation et lecture

Aprés incubation 18-24 heures a 37°C pour les bactéries et 72 h a 37°C pour les

souches fongiques, dans I'étuve, Les résultats sont observés, en mesurant les diametres d’in-
hibition en mm (Figure 15) (Boudjouref, 2011).
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Figure 15 : Protocole d’évaluation de l'activité antimicrobienne.
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Dans notre étude, nous avons déterminés le rendement d’extraction des composés
phénoliques a partir de partie sous terraine de la plante Pergularia tomentosa L.(Ascle-
piadaceae) par macération, le dosage des composés phénoliques totaux (PPT), flavo-
noides totaux (FVT) ont également été mesurés. Pour compléter I'analyse phytochimique
d’extrait éthanolique nous avons évalué la capacité antioxydante in vitro par test DPPH

et Iactivité antimicrobienne sur cis souches.

11.1. Rendement d’extraction des composés phénoliques
L’extrait phénolique de la partie sous terraine par macération présentent un aspect
pate jaune marron, le rendement est calculé par rapport au poids de la matiere séche du

Pergularia tomentosa est d’ordre de 9,78 %.

Selon Abid et Touahria, (2018) le rendement de I’extrait éthanolique de feuille
et de tige de Pergularia tomentosa a concentration donne un résultat 8,64 % et 1,70%
respectivement. Ces résultats sont faibles par apport notre rendement.

Dans une étude concernant d’autres especes (Bryoniadioica) de la famille cucur-
bitaceae menée par Mechernene, (2014) le rendement d'extrait méthanolique de partie
sous terraine est 9,59%, cette valeur est relativement similaire a notre résultat.

Les rendements varient d’une méthode d’extraction a une autre et d’une partie de
la plante a une autre. Cette différence est expliquée par la diffusion du solvant dans la
poudre des plantes dans 1’étape de macération et probablement a la nature et la polarité
des solvants utilisés pour I’extraction (Naczk et Shahidi, 2004 ; Barroso et al., 2014).En
général, les rendements les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires tels que
I'eau, le méthanol et I'éthanol (Markom et al., 2007; lloki-Assanga et al., 2015).

11.2. Tests phytochimique

Les résultats de la mise en évidence de quelques métabolites secondaires dans

I’extrait éthanolique telle que polyphénols, flavonoides, alcaloides, sucres réducteurs ta-

nins et saponines se traduisent dans le Tableau (08)ci-dessous :
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Tableau 8:Résultats des tests phytochimiques d'extraits éthanolique

Métabolites testés Résultats
polyphénols +
Alcaloides +
Flavonoides +
Tanins -
Saponosides -
Sucres réducteurs -

(+) : présence(-) : absence

L’examen phytochimique réalisé sur la partie sous terraine de Pergularia tomen-
tosa, a révéle la présence des polyphénols, les alcaloides, et des flavonoides. Cependant,
nous observons I’absence des tanins, les saponosides et les sucre réducteurs. L'ensemble
des groupes chimiques ainsi identifiés, ayant des propriétés pharmacologiques diverses
(Ouedraogo, 2001). Ce qui justifier l'utilisation multiple de Pergularia tomentosa en-
tradi-thérapeutique.

Une analyse phytochimique qui permet de déterminer qualitativement les com-
posés non nutritifs mais biologiquement actifs qui conferent la saveur, la couleur et
d'autres caractéristiques a la plante. C'est pour cela les plantes des zones arides produisent
plusieurs types de métabolites secondaires afin de se défendre et pouvoir subsister aux
contraintes imposées par le climat et le milieu (Rira, 2006).

Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a 1’action de ses constituants
phytochimiques. Ils sont produits comme métabolites secondaires, en réponse au stress
environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant
des maladies chez les végétaux (Mohammedi, 2013).

En effet, les flavonoides possédent des réles trés importants dans les plantes, dont

elles protégent les plantes contre le stress hydrique et génére une tolérance des plantes
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aux métaux lourds présente dans les sols. Hors la plante, les flavonoides possédent plu-
sieurs effets pharmacologiques. Les flavonoides protégent les aliments d’origine végé-
tale de 1’oxydation, ce sont des antioxydants réputés pour leur action anti radiculaire
(Makhloufi, 2010).

En paralléle, La présence des alcaloides peut expliquer des activités biologiques
diverses (Milcent et chau, 2003). Ils jouent a faibles doses, le role d'anesthésique locaux,
d'analgésique, d'antibiotiques, d'antiparasitaires, d'antipaludique, d'anti-tumoraux
(Chenni, 2010).

11.3. Dosage des composées phénoliques
11.3.1. La teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotomé-
trique adaptée de Wong et al., (2006) avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAG/g E). Cette teneur est calculée en utilisant ’équation de la régression linéaire

d’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode (Figurel6).
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Figure 16:Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux

A partir de la courbe d’étalonnage (Figure 16), la concentration des polyphénols
totaux de I’extrait éthanolique de Pergularia tomentosa par macération est égale 4.208 +
0.210 mg EAG/g E.
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Les résultats de dosage de polyphénols montrent que I’extrait éthanolique est peu
riche en polyphénols (4,208 £ 0,210 mg EAG/g E). Cette résultat est inférieur de celle
publié par Lahmer et Messai (2017) sur I'extrait méthanolique de racines de Zizyphus
lotu (famille de Rhamnacées) (26,989 + 2,0168 ug EAG/mg E)

Par contre la teneur en polyphénols des travaux de Abidet Touahria, (2018) sur
des extraits butanol tiges et extrait aqueuse de feuille de Pergularia tomentosa sont de
l'ordre de 0,124+ 0,001 mg EAG/g et 2,599 + 0,491 mg EAG/g respectivement, et selon
Allal, (2016) Periploca Angustifolia (Asclepiadeceae) récoltée en Tunisie a une valeur
de l'ordre de 2,64 + 0.74 mg EAG/g, ces valeurs sont inférieures a ceux trouvé dans notre

échantillon.

Le choix du systéme de solvant d’extraction est trés important dans la détermina-
tion des teneurs en polyphénols totaux(Tirichine, 2010).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le developpe-
ment de la plante. Ceci peut étre lie aux conditions climatiques hostiles (la température
élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité) qui stimulent la biosynthese des métabo-
lites secondaires tels que les polyphénols. En effet, la teneur phénolique d'une plante
dépend d'un certain nombre de facteurs intrinseques (génétiques) et extrinseques (condi-
tions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de
stockage) (Falleh et al., 2008), aussi dépendent a l'organe analyse, et les conditions
d'échantillonnage (Schlesier et al., 2002), les différentes maladies qui peuvent affecter
la plante (Park et Cha, 2003).

L'augmentation de la température favorise I'extraction en améliorant a la fois la
solubilité du corps dissous et le coefficient de diffusion. Cependant, une température trop
élevée, peut également induire la dégradation de quelques composés phénoliques (Ya-
Qin et al., 2008).

Néanmoins, plusieurs chercheurs ont attiré 1’attention a la possibilité de I’oxyda-
tion des composés phénoliques si le temps d’extraction est long, ce qui peut mener a
I’inverse des résultats escomptés (teneurs tres basses) (Nazck et Shahidi, 2004 ; Nazck
et Shahidi, 2006 ; Chirinos et al., 2007 ; Druzynska et al., 2007; Yap et al., 2009).
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11.3.2. La teneur des Flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’alumi-
nium (AICIz) (Bahorun et al.,1996). L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde
de 430 nm. La courbe d’étalonnage de quercétine représentés dans figure 17, ayant

I’équation :

y=2.21x +0.5746
R?=0.9773 PRI >

Absorbance a 430 nm
O O O O O o o o o
N O T T

o

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Quercétine (mg/ml)

Figure 17:Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.

A partir de la courbe d’étalonnage de quercétine, les résultats de la teneur en fla-
vonoide de la partie sous terraine du Pergularia tomentosa montrent quelles flavonoides

a savoir une moyenne de 0.411 + 0.110 mg EQ /g E.

Les résultats de dosage de flavonoides montrent que 1’extrait éthanolique est pos-
sede une gquantité important en flavonoides (0,411 + 0,110 mg EQ /g E). Cette quantité
est inférieure a celle de racine de la plante Pituranthos Scopatius de famille Apiacées
(0,84 £ 0,01mg EQ/g E) (Adida et al., 2015).

En paralléle, notre résultat est en accord avec les résultats publiés par Bou-
hamdi,(2012)et Rebouh et Belkhirat, (2016), des extraits de partie arienne et souter-
raine de Pergularia tomentosa (91,74 mg /100mg MS, 0,01 mg /g MS respectivement).

D’aprés Lu et al. (2006) et Vanamala et al. (2006), et Klimczak et al.(2007), la
variabilité des teneurs en flavonoides dans I’orange de la plante est influencée par plu-

sieurs facteurs dont I’origine génétique, le degré de maturation, le mode de conservation.
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La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a la solu-
bilité qui dépend non seulement de la polarité du solvant d'extraction mais aussi du
nombre et de la position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et de
la glycosylation (Mohammedi et Atik, 2011 ; lloki-Assanga et al. 2015).

I1.4. Evaluation I'activité antioxydante

Afin d’étudier I’activité antiradicalaire de notre extrait, nous avons utilisé la mé-
thode basée sur le DPPH« (2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl) comme un radical relative-
ment stable, qui posséde une bande d’absorbance a 517 nm. La capacité antioxydante de
I’extrait de la plante étudiée a été déterminée et comparées aux activités des composes
des étalons, les pourcentages d’inhibitions de I’acide gallique, 1’acide ascorbique et I’ex-
trait sont présenteés dans les figures 18,19et 20 respectivement.
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Figure 18: Résultats d’inhibition de DPPH par I’acide gallique.
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Figure 19 : Résultats d’inhibition de DPPH par I’acide ascorbique.
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Figure 20:Résultats d’inhibition de DPPH par I’extrait éthanolique de Pergularia-

tomentosa
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Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de concentration
inhibitrice de 50 % des radicaux (IC50), sont présentés dans la figure (21).

A des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés, 1’acide gal-
lique et ’acide ascorbique, ils ont montré une activité antiradicalaire trés puissante avec
des IC50 de I’ordre de 0,054 + 0,010 mg/ml et 0,11 + 0,001 mg/ml respectivement, et
’activité antioxydant de notre extrait est faible avec IC50 de I’ordre de 31,545 + 2,742
mg/ml.

N
o

31.54

N w w
(2} o (%2

IC50 (mg/ml)
S

15
10
5
0.054 0.11
0 —
Acide gallique Acide ascorbique extrait éthanolique de P.

tomentosa

Figure 21: Résultats de concentrations inhibitrices 50 % de DPPH

Ces résultats sont en accord avec celui trouvés par Rufai et al.(2015) sur la méme
plante et de méme partie étudier de I'ordre 39.06 mg/ml.

Dapres Tlili, (2015) I'extrait éthanolique de feuille de P.tomentosa possede un
IC50 de l'ordre de 9,81+0,06 mg/ml., cette valeur est relativement inferieur par rapport a
notre résultat.

Notre extrait montré une activité antioxydante plus faible que I’extrait méthano-
ligue de Periploca Angustifolia (Apocynacées) et Psoralea Bituminosa L (Fabaceae).
avec une valeur d’IC50 est de 11,4 mg/ml et 3,23 mg/ml respectivement (Allal, 2016 ;
Dghim,2013).
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On peut suggérer que le pouvoir antioxydant observé est di a la différence dans
la constitution chimique de cette plante, elle-méme variable en fonction des conditions
du biotope, et la quantité des composés bioactifs de la méme plante dépend de plusieurs
facteurs parmi eux le facteur de la région géographique qui, associée aux conditions cli-
matiques comme la température et l'altitude, influent sur la composition chimique des
constituants actifs et sur la capacité antioxydante des plantes (khadri et al., 2008; Tlili,
2015) .

Cette différence peut étre expliqué parle potentiel antioxydant des extraits dépend
non seulement de la concentration des polyphénols mais aussi de leur structure ; c’est le
concept de la« relation structure-activité » et de leur qualité de ces composés polyphéno-
ligues (Rached, 2009).

Le potentiel antioxydant des polyphénols est désormais munis d’un grand intérét
da a son effet chimio-protecteur contre les maladies dégénératives telles que les maladies
neurologiques et cardiovasculaires ainsi qu’a son effet inhibiteur de la peroxydation lipi-
dique des denrées alimentaires (Bubonja-Sonje et al. 2011).

Le radical libre stable (DPPH) est largement utilisé pour le dosage de l'activité
d'élimination des radicaux des extraits de plantes (Khasawneh et al., 2011). Cette acti-
vité peut dépendre de nombreux facteurs tels que la composition en lipides, la concen-
tration en antioxydants et le type de plante. La capacité antioxydante des échantillons de
Pergularia tomentosa dépendrait fortement de la composition de ces extraits et des con-
ditions de manipulation appliquées lors des tests in vitro(Lahmar et al., 2017).

L'IC50 de cette activité antioxydante constatée, sont dues a une production des
métabolites secondaires (Gagandeep, 2006). Considérant que Les flavonoides et les
acides phénoliques sont plus efficaces dans le piégeage des radicaux libres aprés ’ex-
traction par les solvants modérés ou hydrophiles (Albano et Miguel, 2010). En générale
les plantes médicinales usitées dans les pharmacopeées traditionnelles possedent des pro-
priétés antioxydantes (Speroni et al., 2000).

A partir de ces comparaisons, nous avons conclure que I’activité antioxydante de
I'extraits de racine de P. tomentosa peut étre attribuée principalement a la teneur en com-
posés phénoliques, en raison de leurs groupes hydroxyle, et / ou aux flavonoides qui
réagissent avec le radical DPPH lors du don d’atomes d’hydrogéne aux radicaux libres

(Calliste et al., 2001), alors qu’il est extrémement positif. La corrélation entre le contenu
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hénolique total et I'activité antioxydante a été établie dans le cas de nombreuses especes
végétales (Juan et Chou, 2010; Khasawneh et al., 2011). Cette corrélation et la valeur
d'IC50 est due & la présence des flavonoides, Ces derniers possedent des propriétés an-
tioxydants puissantes. Le nombre et/ ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux
de ces molécules, les substitutions sur les cycles B et A avec la présence de la double
liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C renforcent I’activité

antioxydante des flavonoides (Cai et al., 2006).

I1.5. Evaluation Activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien d’extrait isolé de Pergularia
tomentosa par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, Mueller-
Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour le champignon.

L’activité antimicrobienne d’extrait a été estimée en termes de diamétre de la
zone d'inhibition (mm) autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de cis
germes pathogénes qui sont : E. coli, Bacillus subtils, Salmonella typhimurium, Staphy-
lococcus aureus, Aspergillus carbonarius et Aspergillus parasiticus.

Le DMSO a été testé comme solvant (contrdle négative), les résultats montrent
que le solvant est approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des toutes
souches microbiennes.

Les souches testées ont montre des sensibilités différentes aux antibiotiques stan-
dards Utilisés : Gen120 et Pen 10.

11.5.1. Pouvoir antibactérienne

Le choix des souches bactériennes testées dans la présente étude était basé sur le
caractere de multi résistance envers les antibiotiques classiques et I’agent pathogéne le
plus fréquemment impliqué dans les infections humaines, d’origines bactériennes (Kay-

ser et al., 2005). Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau(09).

D'aprées ces résultats, on observe aucun effet de notre extrait de Pergularia to-
mentosa contre les souches bactérienne Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmo-
nella typhimurium et Bacillus subtils. Tandis que les antibiotiques Gen120 et Pen 10 qui
présentent des effets antibactériens puissants avec des zones d'inhibitions de 32,66 et 6

respectivement.
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Tableau 09 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne (mm) obte-

nus par différentes concentrations dans I’extrait.

Concentration  Escherichia  Staphylococcus  Salmonella Bacillus
(mg/ml) coli(mm) aureus(mm) typhi(mm) subtils(mm)

1 6 6 6 6
5 6 6 6 6
10 6 6 6 6
20 6 6 6 6

Gen (120) 32,66 2 28,66% 1,33 26+ 1,66 27,33t 1
Pen (10) 6 10,33+ 1,66 8+ 1,33 6
DMSO 6 6 6 6

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que aucun effet inhibiteur de 1’ex-
trait éthanolique de racine du P.tomentosa sur la croissance bactérienne, et révelent quels
antibiotiques de références (Gen120 et Pen 10) ayant un pouvoir antibactérienne remar-
quable.

Ces résultats sont en accord avec les résultats de Dangoggo et al., (2002) sur le
racine de méme plante.

Il a été rapporté par Rebouh et Belkhirat (2016) que I’extrait de partie aérienne
et souterraine de P.tomentosa présent un effet remarquable par apport ’effet de notre
extrait sur Staphylococcus aureus, Escherichia coli.

La différence dans la structure de la paroi bactérienne joue un réle important dans
la susceptibilité des bactéries (Shan et al., 2007 ; Tian et al., 2009). Plusieurs travaux
ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram positives aux extraits de
plantes par rapport aux bactéries Gram négatives (Turkmen et al., 2006 ; Hayouni et
al., 2007 ; Falleh et al., 2008). Les bactéries Gram négatives possedent une membrane
externe constituée principalement de lipopolysaccharides (LPS) et des protéines majori-

taires appelées porines. Cette membrane est imperméable a la plupart des molécules. Ce-
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pendant, I'inhibition de la croissance des bactéries Gram négatives a été rapportée, parti-
culiérement en combinaison avec les facteurs qui peuvent influencer I’intégrité de la cel-
lule et/ou la perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et les con-
centrations accrues en NaCl (Georgantelis et al., 2007).

De plus, selon Shan et al. (2007), la membrane des bactéries Gram négatives est
associée a des enzymes dans I'espace péri plasmique qui sont capable de détruire les
molécules intruses. En effet les extrémités lipophiles des acides lipoteichoiques de la
paroi des bactéries Gram positives facilitent la pénétration des composés hydrophobes
(Boussaada et al., 2008), tels que les tannins qui peuvent atteindre la membrane cyto-
plasmique, et perturbent la force motrice de protons, le transport actif et la coagulation
du contenu cellulaire (Tian et al.,2009).

Le diametre de la zone d'inhibition dépend principalement de nombreux facteurs,
par exemple : capacité de diffusion de substances (présentes dans les extraits) dans le
milieu de gélose, pouvoir antimicrobien des substances diffusées, la croissance et activité
métabolique des micro-organismes dans le milieu (Bandeira, 2006), en plus en fonction
de la date de la récolte il aura des variations tres importantes dans la composition chi-
mique et de I'activité (Athamena, 2009).

Les différentes classes de polyphénols essentiellement comme les tanins et les
flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les micro-organismes
(Harrar, 2012), les terpenes et stéroides et les composés phénoliques décelés sont deux
classes de métabolites secondaires qui constituent des agents de lutte chimique contre les
pathogenes tels les bactéries et les champignons (Bruneton,2009). L’effet antimicrobien
de ces phénols peut étre expliqué par la multiplication des modes d'actions tels que: I'inhi-
bition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire
a la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, I’inhibition du
métabolisme microbien (Daglia, 2011), dégradation de la paroi cellulaire, perturbation
de la membrane cytoplasmique, ce qui cause une fuite des composants cellulaires, 1’in-
fluence de la synthése de 'ADN et I'ARN (Zhang et al., 2009), des protéines des lipides,
et la fonction mitochondriale (Balentine et al., 2006), ainsi que la formation des com-
plexes avec la paroi (Gangoué, 2007). Et l'induire d'une fuite d’ions de potassium au

niveau de la membrane et par voie de conséquences des lésions irréversibles au niveau
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de cette membrane. Cette perméabilité au potassium est un effet précurseur de leur mort
(Rhayour, 2002).
11.5.2. Pouvoir antifongique

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau(10)

Tableau 10 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance fongique (mm)

obtenus par différentes concentrations d’extrait.

Concentration (mg/ml) Aspergillus carbonarius  Aspergillus parasiticus
(mm) (mm)

1 7,16 + 0,55 6

5 7,33+ 0,44 6

10 8,66 * 0,44 6

20 10+ 0,66 6

Gen (120) 29,66 + 1,33 6

Pen (10) 6 5
DMSO 6 "

D'apres ces résultats, on observe aucun effet de notre extrait de P. tomentosa sur
Aspergillus parasiticus et un effet moyen contre Aspergillus carbonarius avec une
maximale zone d'inhibition égale 10 + 0,66 mm a concentration 20 mg/ml, et que le
concentration 1 mg/ml présent une minimale zone d'inhibition de 1’ordre de 7,16 = 0,55
mm (Figure 22et 23).

Si lon compare nos résultat avec d'autre plante étudiers parJohn et al. (2018),sur
le racine de Heliopsis Longipes (Asteraceae) a une activité antifongique remarquable par
nos résultat avec une zone d'inhibition (7.24 + 0.13 ) sur le Aspergillus parasiticus mais

d'autre souche aucun des études précédentes .
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Figure 22 :L'effet d'extrait de P. tomentosa sur la souche Aspergillus carbonarius.
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Figure 23 : Effet de I’extrait de P.tomentosa sur la Aspergillus carbonarius
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Pour Hadji et al. (2016) cette activité des extraits des plantes peut étre expliquée
par 'effet des métabolites secondaires que contiennent ces plantes testées. Par consé-
quent, I’activité biologique d’une plante naturelle est en relation directe et en corrélation
avec sa composition chimique.

Le pouvoir antifongique mis en évidence pourrait étre expliqué par les composés
naturels appelés métabolites secondaires que contiennent ces plantes. 1l est assez difficile
dattribuer I'effet antifongique a un seul métabolite que contient un extrait. Cet effet in-
hibiteur dépend de la substance ou des substances a caractére antifongique présentes dans
chaque extrait. Les extraits contiennent toujours un mélange de plusieurs composes chi-
miques. En plus des composés phytochimiques majoritaires d’une plante, des éléments
mineurs peuvent apporter une contribution significative a l'activité antifongique. Ces
substances agissent simultanement ou différemment, empruntent des voies semblables
ou differentes, agissent ensemble ou indépendamment sur une ou plusieurs cibles, con-

duisant ainsi a une activité antifongique efficace (Mohammedi, 2013).
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Le présent travail a pour ’objectif d’effectuer une étude phytochimique et d’évaluer
I’activité antioxydante et antimicrobienne de 1’espéce Pergularia tomentosa L., plante
Algérienne utilisée en médecine traditionnelle, appartenant a la famille Asclepiadeceae.

Les tests phytochimiques réalisés sur ’extrait éthanolique des racines de la plante
Pergularia tomentosa, a permis d’identifier plusieurs métabolites secondaires
(polyphénols, flavonoides, alcaloides).

Le dosage des polyphénols totaux a I’aide de la méthode du Folin Ciocalteu a révélé
une teneur de 4,208 + 0,210 mg EAG/mg d’extrait, et la teneur en flavonoides par la
méthode d’AIClz nous méne a conclure que I’extrait éthanolique de cette plante contient
0,411 £ 0 ;110 mg EQ/g d’extrait.

Dans la partie biologique de notre travail, nous avons évalué I’activité antioxydante
de I’extrait éthanolique par la méthode du DPPH, a I’issue de cette étude, il en ressort que
cette extrait posséde un pouvoir antioxydant faible. Cette activité est liée en grande partie
a la composition de ’extrait et sa richesse en composés phénoliques en particulier les
flavonoides.

L’activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique des racines de la plante
Pergularia tomentosa a été évaluée sur quartes souches bactériennes (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtillus, Salmonella typhimurium), selon la méthode de
diffusion sur disque. Les résultats ont montré que 1’extrait n’a pas d’activité contre toutes
les souches.

Pour le test antifongique in vitro, les résultats obtenus ont montré que 1’extrait
éthanolique du Pergularia tomentosa a exercé un effet antifongique sur le Aspergillus
carbonarius a des concentrations différentes.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une petite partie
de la recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives, nous
envisageons comme perspective d’utiliser des méthodes modernes pour 1’extraction des
principes actifs, et de valoriser leur présence par des techniques précises comme la CPG-
SM, la RMN et I’'HPLC.
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Résumé

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de molécules
biologiquement actives. Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer 1’activité antimicrobienne
et antioxydante de I'extrait préparé a partir des racines du Pergularia tomentosa, cet extrait ont
été obtenus par macération dans un solvant polaire : I'éthanol. Le rendement respectif est :
9,78%.

L’analyse qualitative d'extrait par les tests préliminaires, a révélé la présence des
composés phénoliques, des alcaloides et des flavonoides dans I'extrait, ceci est confirmé par
une analyse quantitative basée sur le dosage des composés phénoliques et des flavonoides dont
les valeurs sont : pour les composés phénoliques (égale 4,208 + 0,210 mg EAG/g. d’extrait) et

les flavonoides (0,411 £ 0,110 mg EQ /g d’extrait) dans 1’extrait éthanolique.

L’activité antioxydante a été établie par la méthode de DPPH in vitro, les resultats
obtenus démontrent la présence des principes actifs antioxydants dans 1’extrait avec un ICso
d’ordre de 31,54 £ 2,74 mg/ml.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne d'extraits a révélé aucune activité contre les
souches (E. coli, Bacillus subtils, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, et
Aspergillus parasiticus) avec un effet remarquable contre le souche fongique Aspergillus

carbonarius dont la zone d’inhibition est de 10 + 0,66 mm.

Mots clés : Pergularia tomentosa, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante et

activité antimicrobienne.



Abstract

Natural extracts from plants contain a variety of biologically active molecules. In this
context we tried to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of the extract prepared
from the roots of Pergularia tomentosa, this extract was obtained by maceration in a polar

solvent: ethanol. The respective yield is: 9.78%.

The qualitative analysis of extract by preliminary tests, revealed the presence of phenolic
compounds, alkaloids and flavonoids. This is confirmed by a quantitative analysis based on the
dosage of phenolic compounds and flavonoids whose values are : for phenolic compounds
(4.208 £ 0.210 mg EAG / g. of extract) and flavonoids (0.411 £ 0.110 mg EQ / g of extract) in

the ethanolic extract.

The antioxidant activity was established by the method of DPPH in vitro, the results
obtained demonstrate the presence of the antioxidant active ingredients in the extract with the
ICso value of 31.54 + 2,74 mg/ml.

Evaluation of the antimicrobial activity of extract revealed no activity against strains (E.
coli, Bacillus subtils, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, and Aspergillus
parasiticus) with a remarkable effect against the fungal strain Aspergillus carbonarius whose

area inhibition is 10 + 0.66 mm.

Key words: Pergularia tomentosa, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant

activity and antimicrobial activity.
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