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Résumé

Dans le cadre de la recherche de nouveaux agetdsyatants et antibactériens a partir des
sources naturelles, nous avons étudié les proprigéioxydantes et antibactériennes des
extraits polyphénoliques et polysaccharidiqgues d&rdntes parties de la plantaster
squamatus.L’activité antioxydante des extraits a été évalpée le test au DPPH. Les
résultats ont montré que tous les extraits étataptbles de piéger le radical DPPH dont
'extrait aqueux des feuilles et I'extrait polysaecidique des fleurs possedent le pouvoir
antioxydant le plus puissant avec unsdQle 67,14+1,02 et 115,51+1,11 pg/mL,
respectivement. L'évaluation de l'activité antitlaetnne des extraits par la technique de
diffusion a généralement indiqué une tres faibleskglité des souches testées aux extraits
agueux. Ainsi, la techniqgue de microdilution a miéngue linhibition de la croissance

bactérienne par les extraits aqueux se fait selamade bactériostatique.

Les mots clés Aster squamatygpolyphénols, polysaccharides, antioxydant, antdséen.



Abstract

As part of the search for antioxidant and antib@at@gents from natural sources, we studied
the antioxidant and polysassharide extracts frdifierént parts ofAster squamatuglant. The
antioxidant activity of the extracts was evaluabgdthe DPPH test. The results showed that
all the extracts were able to trap the DPPH radwfalvhich the aqueous extract of the leaves
and the polysaccharide extract of the flowers hheanost powerful antioxidant activity with
an 1Gyo of 67.14 £1.02 and 115.5#1.11 pg/mL, respectively. The evaluation of the
antibacterial activity of the extracts by the d#ifon technique generally indicated a very low
sensitivity of the tested strains to the aqueousaets. In addition, the microdilution
technique has shown that the inhibition of bactegrawth by aqueous extracts was done
through a bacteriostatic mode.

Keywords: Aster squamatygolyphenols, polysaccharides, antioxidant, actiyaal.
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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuisitjaité pour soulager et traiter certaines maladies
infectieuses chez 'lhomme&évier et al., 2019) Les plantes médicinales restent encore le premier
réservoir de nouveaux meédicaments, elles sont @érés#s comme source de matiére premiere
essentielle pour la découverte de nouvelles maécnkcessaires a la mise au point de futurs
médicaments(Maurice, 1995) Les produits naturels des plantes offrent uneveltel source
d’activités biologiques qui ont un grand impact Bs& maladies et la santé humafXavier et al.,
2019)

En 29 siécle, plus de 80% de la population Africaindisdi des médicaments fabriqués
principalement a partir de matériel végétal cultdens son environnement. Exister a I'échelle
mondiale, prés de 25% des prescriptions sont a dasplantes, 60 a 70% des médicaments

antibactériens et anticancéreux sont des substaat@®lleqRates, 2001).

L’Algérie, pays connu par ces ressesrnaturelles, dispose d’'une flore singulierement
riche et variée. On compte environ 3000 espécda plantes dont 15% endémiques et appartenant
a plusieurs familles botaniqudSaussen & Leroy, 1982) En effet, l'utilisation des plantes
meédicinales et aromatiques pour l'industrie cosquitiet pharmaceutique, reste un domaine vierge
en Algérie (Reguieg, 2011)Cependant, en tant que source de medicament, desepl restent

encore sous exploitées surtout dans le domaing iiéckobiologie médical@Cowan, 1999).

Dans ce contexte, nous avons choisi une planta enlille Asteraceae appeléster squamatus
(Spreng.) Hieron, collectée de la région d’'Oum elusghi, pour étudier ses propriétés anti-

oxydantes et antibactériennes de ses substan@esives, polyphénols et polysaccharides.

Ce mémoire est divisé en deux parties : la prempendie est une étude bibliographique qui
regroupe deux chapitres dont le premier concerserdermations sur les agents antibactériens et
les antioxydants, et le deuxiéme chapitre regralgseinformations sur la planfester squamatus

(Spreng.) Hieron

Cependant, la deuxieme partie est réservée a géexghérimentale subdivisée en deux
chapitres : le premier décrit les matériels etrethodes utilisées pour réaliser ce travail et le

deuxieme chapitre présente les résultats obterlaarstdiscussions.

Enfin une conclusion générale qui résume I'enserdéterésultats obtenus.
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1. Les infections bactériennes

Une infection bactérienne est un ensemble de tesuipli résultent de la pénétration d’'une bactérie
pathogene dans un organisme. Elle peut étre :

- Locale lorsqu’elle se manifeste uniquement au nivaales germes ont pénétré.

- Générale lorsqu’'un germe franchit les barrieresospp par l'organisme a son entrée
(peau ; muqueuse) ou au niveau des ganglions @tpans le sang et se disséminé par
celui —ci dans tous I'organisme.

- Focale c’est I'infection en foyer dans les tissusboganes ou les germes sont apportés par la
circulation sanguin€Pocidolo et al .,1989 ; Marc et al., 2001).

2. Les agents antibactériens

Un agent antibactérien est un agent capable deigekes bactéries ou supprimer leur croissance ou

leur capacité a reproduighao, 2011)
3. Les antibiotiques

On appelle antibiotique toute substance naturébdegine biologique élaborée par un organisme
vivant, substance chimique produite par synthésesuhstance semi synthétique obtenue par
modification chimique d’'une molécule de base ndieireles antibiotiques ont la propriété
d’interférer directement avec la prolifération aeisroorganismes a des concentrations tolérées
par I'hnéte(Auckenthaler, 1995)

3.1La classification des antibiotiques

Pour pouvoir mieux connaitre les antibiotiques ajurils soient utilisés a bon escient ils sont

classés selon plusieurs critéres :
» Selon leur origine (Souleymane, 2007)

Les antibiotiques d’origine biologique: ils sont obtenus a partir d’autres micro-orgar@s, parmi
eux, on peut citer les tétracyclines, Igdactamines, les oligosaccharides ou aminosides, le

macrolides, les polypeptides...etc.

Les antibiotiques d’origine synthétique: ils sont obtenus par synthése pure ou en asgarides
produits de synthése ou a des produits biologignenobtenus comme les sulfamides, les

qguinolones...etc.
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» Selon leur spectre d’activité (Cavollo & Merens, Q08)
Large spectre :actifs sur la majorité des bactéries a Gram pagitifégatif.
Spectre limité : actifs sur les bactéries a Gram positif et queldpaeséries a Grams négatifs.

Spectre étroit : comme les antibiotiques antituberculeux.

> Selon leurs modes d’action

En fonction des cibles bactériennes comme la p#omembrane cytoplasmique, la synthése

protéique, la synthése d’acides nucléig{Mshammedi, 2012).

» Selon leur structure chimique
Les molécules qui présentent une structure chimaguéase identique sont regroupées dans une
méme famille, bien que certaines ne comportenbjsadu’un ou deux représentantSouleymane,
2007)

» Selon l'activité antibactérienne

Lorsqu’on met les bactéries en contact d’'un antidpie, on observe des phénomenes qui different
selon la concentration en antibiotiq(feouleymane, 2007)En pratique l'action d’'un antibiotique
sur une souche bactérienne peut étre caractéras@epx parametres :

- La CMI concentration minimale inhibitrice de la s®ance bactérienne.
- La CMB concentration minimale bactéricide laissantnombre de survivants inférieur ou

égale a 0.01 % de l'inoculum bactérien de départ.
Ces concentrations sont déterminées par des métledgilution et des méthodes de diffusion
Selon les effets obtenus vivo, on peut classer les antibiotiques en deux catggor

» Les antibiotiques bactéricides ce sont les antibiotiques dont la CMB peut étre
atteinte dans I'organisme avec des posologies lesuéles antibiotiques bactéricides
sont : les betalactamines, les aminosides, legppphides, les quinolones.

* Les antibiotiques bactériostatiques ils inhibent la croissance des bactéries et la
défense de I'organisme se charge de la destrudtiaeste des germes. Ce sont : les

cyclines, les macrolides, les phénicolés...etc.
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3.2Mode action

Les antibiotiques agissent a I'échelon moléculaare niveau d'une ou de plusieurs étapes
métaboliques indispensables a la vie de la bac{Btisor & Veron, 1989). lls agissent par :

toxicité sélective au niveau de la synthese de debipbactérienne, membrane cytoplasmique,
synthese des protéines et acides nucléiques; ouinpgbition compétitive : dans ce cas

I'antibiotique est un analogue structural, il ifiéee avec une fonction essentielle a la bactérie.

@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique
/.—{7;/ - — — — — :\\\
Ve /4 N
r 4 // \
_J, ‘/‘v/ '\‘
L 7 18
\\ . /)

@ Inhibition do la

synthése protéique @ Inhibition de la
synthéseo do I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 1 : Les modes d’actions des ATEekhri, 2011)

3.3 Les résistances bactériennes aux antibiotiques

Les résistances aux antibiotiques c’est principal@ndéveloppées durant les 50 derniéres années
par l'utilisation rependue et fréequente des antiQiees favorisant une pression de sélection
(Matyara et al., 2008)

Plusieurs mécanismes de résistances ont été néigadance chez les bacilles gram négatif qui sont
par ailleurs responsables de la majorité des imiesthospitalieres (60%) et sont de plus en

plus multi-résistantéBolla et al., 2011).

Un microorganisme est considéré résidtastjue sa concentration minimale inhibitrice est
plus élevée que celle qui inhibe le développementadmajorité des autres souches des mémes
espéeces. Une souche est dite résistante lorsquadantration d’antibiotique qu’elle est capable de
supporter est plus élevée que la concentration 'gnepeut atteindrein vivo a la suite d’un

traitement(Avorn et al, 2001).
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(1} Diminution de la pénétration de I'antibiotique dans la bactérie.
{2) U'antibiotique peut &tre inactivé par I'action d'une enzyme.
(3] La modification de la cible empéche la fixation de I"antibiotique.

(4} La protection de la cible empéche la fixation de I’antibiotique.
{5) Les systémes d'efflux provoquent une élimination de I'antibiotique hors de la cellule.

Figure 2 : les différents mécanismes de la résistance aubi@tiques(Pascale, 2014)

3.4 Les types de résistances

La progression de la résistance bactérienne dilxiaimgues cause des infections difficiles a &ait

et pose un probléme de santé publique. Les bast@sistantes sont souvent la cause des infections
nosocomiales aggravant le pronostic des maladekngent leur hospitalisation et augmentent les
couts de traitement(Viesser et al., 1998). On distingue deux types de résistance

bactérienne : naturelle et acquise.
» Larésistance naturelle

La résistance intrinséque ou naturelle ou inselitgildt un caractere qui touche toutes les bactérie
de la méme espéce ou de méme genre bactérieresEable, transmise a la descendance (elle a
pour support génétique le chromosome bactérien$ el n’est pas ou peu transmissible sur un
mode horizontal (d’'une bactérie a une autre au skime méme espéce ou entre especes
différente$ (Casfm, 2009).

» Larésistance acquise

g
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La résistance bactérienne acquise a un antibioggtiein phénomene qui apparait au niveau des
souches d’'une espece donnée, normalement sensii®eé antibiotique. C’est I'acquisition d’un
facteur génétique qui se traduit par une réduddi®ha sensibilité a la molécule qui lui était fatal
Elle peut donc se faire soit par mutation chromagom soit par acquisition des genes transférés

d’un autre microorganism@lahdi, 2008).

Conjugatson AR f& > %

Transduction E%

Mutation F%

Figure 3: Les différents mécanismes d’acquisition de tasise chez les bactéri@duller, 2017)

4. Les antioxydants

Un antioxydant est par définition une espece chimiglus ou moins complexe diminuant le stress

oxydant au sein de lI'organisme. Un antioxydant plaric : (i) prévenir la synthése de radicaux

libres en inhibant linitiation des chaines réantielles décrites ci-dessus ou (ii) désactiver

directement les ROS. Les antioxydants peuventaissés selon leurs modes d’actions : systemes
enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes, atbeis de métaux et piégeurs de radicaux
libres.(Desmier, 2016).

4.1 Classification des antioxydants

4.1.1 Les antioxydants non-enzymatiques
Ce sont des antioxydants naturels capables de rprées dommages oxydatifs. lls peuvent se
comporter comme des piégeurs des radicaux libretepanterventions directes sur les molécules
pro-oxydantes ou indirectement, en chélatant lesamé de transition(Bensizerare &
Boulakhoua, 2014).0On peut citer les vitamines, dont deux présentest effets antioxydants

importants, comme les vitamines C efSharifi-Rad et al., 2020).

> Les vitamines
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La vitamine A : La vitamine A est une vitamine liposoluble que l'atrouve en grande quantité
dans l'organisme surtout au niveau du foie. Onirdisie deux groupes, a savoir les rétinoides

(rétinol, trétinoine....) et les provitamines A (gmiipalement les- et - caroténe).
Méme en I'absence de liaison OHSlearotene est un bon antioxydant naturel.

Le B-carotene peut agir comme un inhibiteur de la patation lipidique uniguement a une faible

pression partielle enfQHigdon, 2004 ; Desmier, 2016).

\\\K\MH,\\\E

Figure 4 : Structure chimique d&caroténgDesmier, 2016)

La vitamine C : La vitamine Cou l'acide ascorbique est soluble da®u et c’est I'antioxydante

naturel le plus puissant. Il pieége les radicauxsdarphase aqueuse.

Les aliments les plus riches en vitamine ¢ sonfrigiss comme les orangéBabre et al., 2015 ;
Desmier, 2016).

OH
o o}

. OH
HO OH

Figure 5: Structure chimique de vitamine(Desmier, 2016)

La vitamine E : Le terme « vitamine E » comprend deux classes snsemble des tocophérois (

, B-, v-, ous-tocophérol) et des tocotrienols-(B-, y-, ous-tocoprienal).

Ella agit comme antioxydant contre les ROS (enlfgdeade la vitamine C et du glutathion) et plus

particulierement dans I'inhibition de la peroxyaatiipidique.

La vitamine E est retrouvée dans les huiles végetBesmier, 2016)
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R, Ry=R;=Me c-tocophérol
HO Ry=Me, H; =H p-tocophércl

| S i Ry=H, Rz =Me ptocophérol
/l Wn\/\)\/\yl\ Ry=R>=H d-tocophérol
Rs 0°;

Figure 6: Structure chimique de vitamine(Besmier, 2016)

> Polyphénols

Les polyphénols, sont des composés phytochimiqogshydroxylés qui sont synthétisés par les

plantes et qui ont de nombreux avantages poumig $ammaine. Les polyphénols ont la capacité de
piéger et de récupérer les radicaux libres en riisan d’'ions hydrogenes pour stabiliser les

radicaux libregArts & Hollman, 2005).

OH

Figure 7 : Structure chimique du phéng@esmier, 2016)

4.1.2 Les antioxydants enzymatiques
Comprend également le superoxyde dismutase, |éasatat le glutathion peroxyda@@esmier,
2016).D’aprés Halliwell(2006) ces enzymes antioxydantes permettent I'éliminaties radicaux
libres, selonles réaction suivantes :

Superoxydedismutase

20, + 2H" »H-02 + O
Catalase

2 HoO2 »2H,0 + O
Glutathione peroxvda

H202 +2 GSH » 2D + GSSG
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1. Généralités
Les Asteraceae, un mot créé par le botarista lvanovi¢ Martinov en 1820(Quezel & Santa,

1963).Ce nom désignait en latin et en grec diverses gdathdnt les fleurs sont en forme d’étoile. |l

vient du grec aster qui signifie éto{leouplan, 2012).

La famille des Astéracées représente environ 1@%a tlore globale dans le monf¢akajima
& Semir, 2001),est nommeée d’apres le gemkster. On parlait jadis des « composées », du fait de
la structure particuliere de leur inflorescencecapitule formé de nombreuse fleurs juxtaposées sur
un réceptacle constitué par I'extrémité élargiepdwaloncule. C’estla plus importante famille de
plantes a fleurs, constituée de plus de 1500 genr2s000 espéeces dont 750 endémidtieskati,
2011 ; couplan, 2012)

Cette famille présente des caracteres morphologiiuers : herbes annuelles ou vivaces, plus
rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantggelques fois, plantes charny&aiichard,

2002).Bien que généralement ce soit des plantes herbadéesles isoléefKurt et al., 2001) .

La famille Asteraceae est riche en composés natdieers. On y trouve des terpenoides, des
flavonoides et des alcaloid@sarborne & Swain, 1969) C’est une famille trés riche en lactones
(Harborne & Swain, 1969).

Il est relativement facile de résumer la répantitggographique des Astéracées, la famille se

retrouve sur tous les continents sauf I’Antarcti(fudia et al., 2016).
2. Présentation deAster squamatus

Le genreAstercomprend environ 500 espéeces originairs d’Ameridde especes distribuées dans
la Chine et d’autre sont originaire d’Europe, dé&set Afrique du su@Oren-shamir et al., 2000 ;
Liu et al., 2010).

Aster squamatugst une grande Asteraeae annuelle d’automne, HibdoC’'est une grande
plante aérée a fleurs minuscules dont I'allure pydale est caractéristique. Cette plante d’origine
Américaine a été observée la premiére fois en cgueagn 1929.

Plante a floraison automnal@ster squamatuse rencontre dans les jachéres humides. On la
trouve également dans les rizeres, mais elle @eteen compétition avec la culture puisqu’elle se

développe surtout en bordure des parcéRPescal et al., 2006).
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Figure 8: Aster squamatus (Spreng.) Hier¢Rascal et al ., 2006)

3. Classification

Régne :plantae
Embranchement : Angiosprmae
Classe :Dicotylédonae

Sous classe Astérale

Orde : Astérale

Famille : Asteraceae

Tribu : Asteraceae

Sous-tribu : Asterinae

Genre : Aster

Espece Aster squamatus (Spreng) Hieron

4. Description botanique

C’est une plante fréquente, annuelle, de exondédub®m, dressée, sa longueur est comprise entre
30 cm a 1m, avec fleur blanche et allure pyrami@@escal et al., 2006)Les feuilles supérieures
sont obovales et les feuilles inférieures sontdatdes(Quezel & Santa, 1963)Les capitules sont
petits (6-7 mm de diam). Les tiges sont tres fingoeigeatre de 40 & 80 cm. Les akénes sont

fusiforme et trés petits (2 mm enyQuezel & Santa, 1963).
5. La composition chimique

Les études sur la composition chimique de la pl#nsguamatussont limités. Cependant, les
tavaux trouvés dans la litérature ont montré gseifges et les racine A squamatusontiennent

des stéroides, des trigones, des flavonoides, lsols et des substances contenant des groupes
amines et des taninSperotto et al. (2002pnt indiqué la présenced’acides caféique, cinnaenéju

E
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sinapique dans la décoction des feuilles, des tgjedes racines. Ainskelon les études de

Boulebrachene et al. (2021)es feuillesd’A. squamatusont riches en flavonoides et polyphénols.
6. Utilisation en médecine traditionnelle

Les espéces du genbessteront été également utilisées en médicine traditibarahinoise pour le

traitement des morsures de serpent, fievre, rhangine et pigre d’abeilleCorea et al., 2004).

La plante médicinaléAster squamatugst couramment utilisée dans le sud du Brésil cemm
antinéoplasique, cicatrisant et antidiarrhéigMeneghetti et al ., 2001)Cette plante a été utilisée
aussi en médecine traditionelle pour traiter lanbhite chronique, la coqueluche et la pneumonie
(Lanzotti, 2005).

7. Effets biologiques

Selon les études et les recherches menées pandesheurs sur la plantester squamatyscette
derniere contient plusieurs propriétés biologiqueastableau 1résume les effets biologiques de

cette plante.
Tableau 1: Les activités biologiques de la platster squamatus

Les effets Les parties  Type d’extrait Réferance

Activité antibactérienne Feuilles Fractions acétate Boulechfar et al., 2014
d’éthyle etn-butanol

Activité antioxydant Feuilles Extraits éthanoliqueGhedini et al., 2002
Fractions acétate (Boulechfar et al., 2014

d’éthyle etn-butanol
Extraits éthanolique Boulebrachene et al.,

et acétonique 2021
Réduction de la propulsior Feuilles, Extrait aqueux et Sperotto et al., 2002
gasto-intestinale tiges, racine  ethanolique
Activité photoprotectrice Feuilles Extraits éthigoe  Boulebrachene et al.,
et acétonique 2021
Inibition de la sécrétion de Partie Fraction butanolique Ghedini & Almeida,
I'acide gastrique. aérienne 2007

Effet cicatrisant.

Effet antinéoplasique.

11
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Effet anti diarrhéique.

Anti ulcérogéne

Feuilles

Fraction éthanol,
chloroforme et éther
de pétrole

Ghedini et al., 2002
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1. Récolte de la plante

La plante Aster squamatus été récoltée de la région d’Oum el Bouaghi dinadu mois de
septembre 2019 (stade de floraison). Aprés séathage un endroit sec a I'abri des rayons solaires,
afin de préserver au maximum lintégrité des mdsua plante a été divisée en 3 parties (feulilles
fleurs et tiges) puis les différentes parties dpt @upées en petits morceaux et broyées dans un

moulin électrique puis pesées.
2. Extraction
2.1 Extraction des polyphénols

L’extraction a été effectué par macération a chd@lfij de poudre végétale est laisé maceérer
pendant 3jours dans l'eau distillée bouillie. Lacération a été répétée plusieur fois jusqu’a
'épuisement du matériel végétal. Ensuite, lesagts sont filtrés et et soumis & une évaporation
dans un étuve a 37° Ces extraits obtenus ont ét¢é nommés EAFE pourrBgxaqueux des

feuilles, EAFL pour I'extrait aqueux des fleurs, EApour I'extrait aqueux des tiges.
2.2Extraction des polysaccharides

L’extraction des polysaccharides hydrosolubleséae#tectuée selon le protocole Biwhib et al.
(2022)avec quelques modifications. Brievement, 10g dmladre végétale a été macéré dans I'eau
distillée a température de 50°C pendant 1h. Lega®its a été répétée 3 fois, puis le mélange a été
filtré. Ensuite, les polysaccharides hydrosolulnets été précipité par 02 volumes d’éthanol 96% a
4°C pendant 24h. Puis, le mélange a été centritug®00 rpm pendant 20 minutes et le cultot
obtenu a été lavé 02 fois par I'ethanol absoluxirat obtenu a été ensuite séché et la poudre
séchée représente I'extrait brut des polysaccharigelrosolubles. Les extraits obtenus ont été
nommés EPFE pour I'extrait polysaccharidique @eslles, EPFL pour I'extrait polysaccharidique

des fleurs, EPT pour I'extrait polysaccharidiqus tiges.
3. Analyse quantitative des extraitsd’Aster squamats (Spreng.) Hieron
3.1 Dosage des polyphénols totaux des extraits

Le dosage des polyphénols totaux de nos extraitsusg a été effectué selon la méthode du réactif

colorimétrique Folin-Ciocalteu d’écrite p@rong et al.(2006)

» Mode opératoire
Il consiste a mélanger 200 mL de chaque extrab (@g d'extraits dilué dans 1 mL

méthanol, les tiges 1 mg dilué dans 1 mL) avec Hbalréactif de Folin-Ciocalteu (10 fois
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diluée dans l'eaudistillé). Les solutions ont é@angées et incubées pendant 4 minutes.
Aprés l'incubation, 800 pL de la solution de cardiende sodium N&Os (75 g/L) a été
ajoutée. Le développement d’'une couleur bleueldsno apres incubation a I'obscurité et a
température ambiante pendant 2h. Apres incubatl@bhsorbance est mesuré par
spectrophotomeétre a 765 nm. Le blanc de la réactooontenant pas des polyphénols est
réalisé et considéré comme le point 0 en mg /mL.

» Expression des résultats

La concentration en polyphénols totaux est calcal@artir de I'équation de régression linéaire
de la gamme d’étalonnage, établie avec le stanétaidn I'acide gallique (10- 200ug /mL) et
exprimée en microgrammes d’'équivalents d’'acideiqgadl par milligramme d’extraits (ug
EAG/mg E).

3.2 Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AlLIcité parDjeridane et al.(2006)est utilisée pour

guantifier les flavonoides dans nos extraits.
» Mode opératoire

1 mL de chaque extrait et du standard (dissous ldamsthanol) avec les dilutions convenables a

été ajouté a un volume égal d’'une solution d’All % dans le méthanol).

Le mélange a été vigoureusement agité etdidlamce a été 430 nm a été lue aprés 10 minutes

d’incubation.
» Expression des résultats

La concentration en flavonoides totaux est caécal@artir de I'équation de régression linéaire
de la gamme d'étalonnage, établie avec le standaatbn la quercétine et exprimée

en microgrammes d’équivalents quercétine par madiigne d’extrait (2.5- 30 ug EAG/mg E).

4. Activités biologiques
4.1 Activité antioxydante(Test au DPPH)

Le test consiste a mettre le radical DPPH (de cowélette), en présence des molécules dites
antioxydantes a fin de mesurer leur capacité aéthire. La forme réduite (diphényl-picryl-

hydrazine:de couleur jaunéganchez-Moreno, 2002).
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- O

Forme radicalaire DPPH- Forme non radicalaire DPPH
Figure 9 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du testiRidtre I'espece radicalaire

DPPH et un antioxydante (AHMolyneux, 2004)

L’activité antiradicalaire de nos extrait a étéedétinée spectrophotométriquement par le test du
DPPH selon le protocole de BIqiE958)

» Mode opératoire

4mg de DPPH sont dissout dans un volume de 10@mié&thanol. Ensuite, 1600 uL du DPPH ont
été ajouté a 400uL de chaque extrait. Le mélang& asigoureusement agité et I'absorbance a

517nm a été lue apres 30 minutes d’incubation.
» L'expression des résultats

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qutiviigé antiradicalaire qui est estimée selon la

formule suivante :
% d’activité antiradicalaire = [(f&A1)/Ag] X100
Ao Absorbance du Blanc
A1: Absorbance de I'extrait

Ou, en calculant I'lg qui est la concentration en extrait nécessaire péduite 50% du radical
DPPH.
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4.2 L’'Activité antibactérienne
4.2.1 Les microorganismes tests

L’activité antibacteriennein-vitro des extraits a été évaluée sur quatre bactéges :ch
Gram positif Bacillus spet Staphylococcus aureus ATCC 25928deux souches a Gram négatif
(Klebsiella pneumoniae ATCC 7006@8 Pseudomonas aeruginosa ATCC27893es souches

bactériennes sont cultivées sur un bouillon néigttincubées a 37°C pendant 24 heures.
4.2.2 Préparation des solutions des extraits

Les extraits ont été dilués avec le milieu de calen raison de 10 mg/mL pour etudier leur effet
sur Bacillus spet Klebsiella pneumoniae ATCC 700638 20 mg/mL pour etudier leur effet sur
Staphylococcus aureus ATCC 25%®seudomonas aeruginosa ATCC 27853.

4.2.3 La méthode de diffusion

La méthode de diffusion est utilisée pour détermiagotentiel antibactérien des extrgNdurray

et al., 1995. La turbidité de la suspensiona été ajustée pactsométre (D.O = 0.10 a 600 nm).
Ensuite 100 mL de la suspention ont été étaléasaulface entiere de la gélose MH. Des disques
stériles de papier wattman N°3 ont été déposésest@nta I'aide d’'une pince sur la surface de la
gélose MH puis a l'aide d’une micropipette on dépssr chaque disque 15 pL d’extrait. Les boites
de pétri sont ensuite incubées a 4°C pendant 1h lp@ser diffuser les extraits, puis les boites
sonts incubées a 37°C pendant 24h. Ertapénéme ([BTRg) est utilisé comme standard
antibactérien. L'activité antibactérienne a étéedd@inée en mesurant le diamétre de la zone

d’inhibition autour des disques.
4.2.4 La Méthode de microdilution

La méthode de microdilution en milieux liquide & éttilisée pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrrices (CMI) et les concentratiomsinimales bactéricides (CMB) selon le
protocole deKoneman et al. (1997)avec légére modification. Les extraits ont étéudildans le
milieu de culture pour obtenir une concentratiorale de 4, 2, 1, 0.5, 0.25 et 0.031ug/uL dans des
tubes. Le volume totale était de 1000 puL dans obagbe. 12.5 pL de chaque suspention ont été
inoculés dans chaque tube. Le contenu des tultésmaédangé et ils ont été incubés a 37°C pendant
24 h La valeur de CMI a été définie comme la cotregion la plus faible de I'extrait qui a inhibé la
croissance bactérienne. La CMB a été déterminéoas-aultivant 5 puL des dilutions de chaque

tube transparent sur un milieu de croissance saiden incubant pentant 24 h a 37°C. La
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concentration la plus faible qui n'a pas montréca@ssances bactériennes a été définie comme la

valeur CMB. Les resultats sont exprimés en pg/uL.
5. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triplésse€sultats sont exprimés en moyenne + écartype.
Les résultats sont analysés par une analyse denearunidirectionnelle (ANOVA) suivie d'un test
de Tukey a l'aide de GraphPad Prism (version 6.0.&% résultats sont considérés comme

significativement différentes a p<0.05.
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1. Etude phytochimique

1.1 Teneur en composés phénoliques

La quantification des polyphénols a été faite ercfimn d’une courbe d’étalonnage linéaire réalisée

par un standard étalon acide gallique a différentexentrations et exprimée en microgrammes

d’équivalents d’acide gallique par milligramme dieit (Lg EAG/mg d’extraitYFigure 10). Les

guantités des polyphénols correspondantes de ti@texnt été déterminées par I'équation :

Y= 0,0052X+ 0,1196

=
N

y =0,0052x + 0,1196
R2=10,9485

Absorbance a 765 nm
o o o o =
N N (o] (0] = N
€«
€

o
C

0 50 100 150
Concentration (ug/mL)

Figure 10 : courbe d’étalonnage de I'acide gallique

Les résultats du dosage des polyphénols totawemies dans légure 11 indiquent qu'il

existe une différence significativé® € 0.05) entre EAFE et EAT, par contre il n'y a pas une
différence significativeR > 0.05) entre les EAFE et EAFL et entre EAFL et EAT. AinSAFE

représente la teneur la plus élevée en polyphénvas une valeur de 854%,77 ug EAG/mg E.
Tandis que EAFL vient en®2®position avec une teneur de 704284,21 pg EAG/mg E et EAT en

3*Meposition avec une teneur de 2478 pg EAG/mg E.

C’est résultats confirment la richesse des feudl&ster squamatusn substances polyphénoliques.
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1004

804

EAFE EAFL EAT

Teneur en polyphénols (ug EAG/mg d'E)

Figure 11: Teneur en composés phénoliques des extraituiagieela planté. Squamatus.
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestdifférences statistiquement significatives p
0.05. Les barres verticales représentent I'écart tiggd=E : extrait aqueux des feuilles, EAFL :

extrait aqueux des fleurs, EAT : extrait aqueux togss.

Différents résultats ont été indiqués dans larkitifre. L'étude menée p&avipati et al.
(2012 sur l'extrait aqueux des feuilles de l'espese tataricus L amontré une teneur en
polyphénols totaux de I'ordre de 150,27 mg/g qui est inférieure par rapport a nosltdsu Les
travaux deBoulechfar et al. (2014) sur les fractiom-BuOH et AcOEt de I'extrait méthanolique
des feuilles dA. squamatuysont indiqguédes teneurs de l'ordre de 19882 pug EAG/mg E et
8,86+ 1,31 ug EAG/mg E, obtenues par des fractioBiOH et AcOEt, respectivement, et qui
sont aussi inférieures par rapport a nos rés@ependantBoulebrachene et al. (2021ont trouvé
des teneurs de 402:10,89 et 464,929,333 ug EAG/mg E, obtenues par des deux extraits
éthanolique et acétonique, respectivement ; c'alvs sont supérieures en comparaison avec nos
résultats.

En général, les méthodes d’extractions utiliséegadture du solvant ainsi que le matériel
végétal utilis§Hayouni et al., 2007)et les conditions de stockgEalleh et al., 2008 ; Podsedek,

2007)influence la teneur en polyphénols d’un extrait.
1.2 Teneur en flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides totaest réalisée par la méthode

spectrophotométrique au trichlorure d’Aluminium CA). La quantité des flavonoides dans les
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extraits aqueux a été déterminée a partir de lagbeodiétalonnage de la quercétine exprimée en ug
EQ/mg d’extrait(Figure 12).

Les quantités des flavonoides correspondantesslextiaits ont été déterminées par I'équation :

Y= 0.031X+0.090

1.2

y =0.0313x + 0.0904
R2=0.9681 g

Absorbance a 430 nm

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentration (pg/mL)

Figure 12: Courbe d'étalonnage de la quercétine

Les résultats du dosage flavonoides totaux préselaigs Idigure 13 indiquent qu’il existe
différence significative (g 0.05) entre EAFE et les autres extraits, par contreyilanpas une
différence significative (p 0.05) entre EAFL et EAT. Ainsi, EAFL représente la tenéumlus
élevee en flavonoides avec une teneur detf)1& pg EQ/mg E, suivi par EAT avec une teneur de

I'ordre de 4,4&0,50 pg EQ/mg E. Et enfin, EAFE avec une tene,88+0,44 ug EQ/mg E.
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Figure 13: Teneur en flavonoides totaux des extraits dedatpA. Squamatus.
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestdifférences statistiquement significatives p
0.05. Les barres verticales représentent I'écart tiggd=E : extrait aqueux des feuilles, EAFL :

extrait aqueux des fleurs, EAT : extrait aqueux togss.

Nos résultats sont inférieurs a ceuxRBvipati et al. (2012)qui indiquent que les extraits
aqueuxA. tataricus L, présentent une teneurs de 33,888 mg/g d’extrait équivalent quercétine.
L’etude deBoulechfar et al. (2014)sur I'extraitn-BuOH et ACOEt de I'espec& . squamatus.
montré des teneurs en flavonoides totaux de koddr 58,535,10 ug EAG/mg E et 47.#12,82
ng EAG/g mg E, respectivement, et qui sont inféaewa nos résultat. Cependant, nos résultats sont
proche a ceux trouvées faoulebrachene et al. (2021yui ont montré des teneurs en flavonoides
totaux de I'orde de 10,450,29 et 9,3%0,97 ug EAG/mg E pour I'extrait éthanolique et tax
acétonique, respectivement. Les differences rendargntres nos résultats et ceux des autres
auteurs peuvent s’expliquer par le solvant utiliaés I'extraction. Il est a noter que la conceitrat
des flavonoides dans les extraits des plantes dégeria polarité des solvants utilisée dans la

préparation des extrai(Marco, 1968).
2. Evaluation de I'activité antioxydante
2.1 Extraits polyphénoliques

L’activité antioxydante des extraits polyphénoligue été évaluée par le test au DPPH. Ce test a
permis de déterminer la capacité de nos extraiisudraliser le radical libre DPPH présent dans le

milieu réactionnel. L’'activité antioxydante desrais a été évaluée par le calcul de valeys toi
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indique la concentration nécessaire de I'extraithéber 50% du radical libre DPPH. Il est & noter
gue plus la concentration de I'extrait est petiles I'extrait est un bon antioxydantglaghzzi et
al., 2016).

100-

0
o
1

»
o
1

H
o
1

Activité antioxydante (%)
N
<

o

3125 6.25 125 25 50 100 200
Concentration (png/mL)

Figure 14 : Histogramme comparatif de I'activité antioxydaneevitamine C.
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestifférences statistiquement significatives p

0.05. Les barres verticales représentent I'écart type.

D’aprés ledigures 14 et 15 nous remargquons que l'activité antioxydante deitemine C
et les extraits aqueux (polyphénoliques) augmewmte #augmentation de la concentration et que

les trois extraits étaient capables de piégerdeahDPPH.

=
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Figure 15 :I'activité antioxydante des extraits aqueuxAdeSquamatus
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestifférences statistiquement significatives p
0.05. Les barres verticales représentent I'écart tiggd-E : extrait aqueux des feuilles, EAFL :

extrait aqueux des fleurs, EAT : extrait aqueux tog=s.

A une concentration finale (400 pg/mL), les exfaint montré une maximale activité
contre le DPPH avec des valeurs de 81,07+0.46% H#sFE, 68,62+1,19% par EAFL, et
39,89+1,00% par EAT.

Tableau 02 :Résultats de I'lgo du pouvoir antioxydant des extraits aqueuik.ddquamatust de

la vitamine C.
EAFE 67,14+1,02
EAFL 257, 7H8,66
EAT > 400
Vitamine C 3,53+0,47

Abréviations : EAFE : extrait aqueux feuilles, EAFlextrait aqueux fleurs, EAT : extrait aqueux sigkeslettres différentes
indiquent des différences statistiquement sigrifies p< 0.05. Les barres verticales représentent I'écart.type

a
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En plus, les résultats présentés danwlideau 02 montrent que les valeurs didgvarient
entre les extraits. Baseé sur ces valeurs, lesiexpauvent étre classés selon leur efficacitéredet
radical DPPH comme suit : Vitamine C > EAFE > EAFEAT.

Parmi les extraits aqueux, EAFE a montré le pousntroxydante le plus puissant et ceci

peut étre s’expliquer par sa forte teneur en painpls.

En comparaison avec les travaux intérieurs, nosilteds sont inférieurs a ceux de
Boulechfar et al. (2014)qui ont montré des Kgde I'ordre de 351,06 ug/mL et 571,44 pg/mL des
fractionsn-BuOH et AcOEt, respectivement. Par contre, nogltas sont supérieurs a ceux trouvés
par Boulebrachene et al. (2021yui ont étudié les extraits brutsAdsquamatugt ont indiqué des
ICs0 de I'ordre de 42,740,88 pg/mL et 40,8%7,87 ug/mL pour I'extrait éthanolique et I'extrait
acétonique. Nos résultats sont aussi supérieugsyatoouves dans I'étude &Ravipati et al. (2012)
sur l'extrait éthanolique de I'especk.tataricus et qui ont montré une Hg de l'ordre de
49,93+2,02ug/mL.

2.2 Extraits polysaccharidiques

L’activité antioxydante des extraits polysacchayigis de différente partie de la plante

squamatus été evaluée in vitro par le test au DPPH.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquond apisvité antioxydantes des extraits est
lite a la concentration de I'extrait. Plus la corication de I'extrait est élevée, plus I'activité
augmentdFigure 16).

A une concentration de 100 pg/mL, les extraitsmoahtré une maximale activité contre le
DPPH avec des valeurs de 488%,12 % par EPFE, 45,960,87% par EPFL, et
32,10t1,38% par EPT.
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Figure 16 : L'activité antioxydant des extraits polysacchasidé?. squamatus.
Les colonnes avec des lettres différentes indigdestifférences statistiquement significatives
p<0.05. Les barres verticales représentent I'édgpe. EAFE : extrait aqueux des feuilles, EAFL :

extrait aqueux des fleurs, EAT : extrait aqueux togss.

D’aprés les résultats présentés dandaldeau 03, les valeurs d’l varient entre les
extraits. Basé sur ces valeurs, les extraits pdiates classés selon leur efficacité contre lecaddi
DPPH comme suit : Vitamine C > EPFL > EPFE > EPT.

Tableau 3: Reésultats d'lG du pouvoir antioxydant des extraits polysacchgtids dA.

squamatus
Extrait ICs0 (Mg/mL)
EPFE 139,24#13,12
EPFL 115,581,122
EPT >100

Abréviations : EPFE : extrait polysaccharidique @mslles, EPFL : extrait polysaccharidique desife EPT : extrait
polysaccharidique des tiges. Les lettres ideniguéiquent qu'il n'y a pas une différence sigrative p> 0.05.
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Il n’existe pas des travaux précedants sur |'effeiioxidant des extraits polysaccharidiques
de la plantéA. squamatusu sur les autres espéce du gekster Cependant, il existe des travaux
sur les plantes de la famille Asteracdaeet al. (2017) par exemple, ont trouvé une valeur ddC
de 3,72 mg/mL en étudiant I'effet antioxydant desilfes deLepidiummeyenice qui supérieur a

nos résultats.

Il est rapporté que de nombreux facteurs influent Bactivité antioxydante des
polysaccharides, y compris la composition en mordsaide, le poids moléculaire et la
conformation de la chaine. De ce fait, en raisos dieerses caracteristiques structurelles, les
polysaccharides de diverses origines présententagtieité antioxydante différentéLi et al.,
2017).

Il est aussi proposé que le mécanisme antioxydassilple des polysaccharides peut
impliquer le don d’hydrogene afin de briser la cleades réactions et la capacité de piégeage des
radicaux libres résultant de I'abstraction de I'pgkne anomérique des unités monosaccharidiques

internes de polysaccharid@san et al., 2015)

3. L’activité antibactérienne
3.1 Méthode de diffusion

L’activité antibacteriennén vitro des extraitsaqueux a été évaluée par la méthodéfdsion sur
guatre bactéries : deux a Gram poshBia¢illus spet Staphylococcus aureusTCC 25923 et deux
souches a Gram négatilébsiella pneumonia@TCC 700603 ePseudomonas aeruginosd CC
27853). La sensibilité des bactéries vis-a-visebdasaits et les diameétres des zones d’inhibitiant so

présentés daries figures 17et 18 etles tableaux 4 et 5

Tableau 4 :La sensibilité des souches bactériennes vis-gsigxtraits aqueuXA. squamatus

Eaits
EAFE EAFL EAT
Souches
Bacillus sp - - -
Staphylococcus aureudsTCC 25923 + - +
Klebsiella pneumonia@TCC 700603 - - -
Pseudomonas aeruginosd CC 27853 + + -

Abréviations : EAFE : extrait aqueux feuilles, EAFkxtrait aqueux fleurs, EAT : extrait aqueux sigeon sensible(-) ;
sensible(+).
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D’apresle tableau 4 les extraits EAFE et EAFL ont réagi positivemeant la souche
bactérienneStaphylococcus aureusTCC 25923, tandis que EAFE et EAT ont réagi puesitient
sur la souche bactérienreseudomonas aeruginosd CC 27853. Par contre, tous les extraits ont
réagi négativement sur les souches bactérienng&s tdsec les souches bactérienBesillus spet
Klebsiella pneumoniaddTCC 700603 Ceci peut etre s’expliqué par I'utilisation d’uneitfle
concentration des extraits en comparaison a celiéisé contreStaphylococcus aureusTCC
25923 etPseudomonas aeruginosd CC 27853.

Figure 18: Effet des extraits aqueuxAl’ squamatusur les bactéries tests
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D’aprésles figures 17et 18 et le tableau § la plus grande zone d’inhibition est obtenue par
EAT contreStaphylococcus auredsTCC 25923 avec un diametre de 6,86+0,41 mm, tamaksla
plus petite zone d’inhibition est obtenue par EAtlr la souch@®seudomonas aeruginosd CC
27853 avec un diametre de 5,38+0,19 mm. Cependacotin effet n'est exercé par les extraits sur
Bacillus spetKlebsiella pneumonia@TCC 700603.

Tableau 5 : Diametre des zones d'inhibition de la croissanaetdrienne obtenu par les extraits
agueux dA. squamatust Ertapéneme.

Diamétre de zone d’inhibition (mm)

Extraits
EAFE EAFL EAT Ertapéneme
Souches

Bacillus sp - - - 28,810,29
Staphylococcus  auret

6,67+0,96 - 6,86+0,41 29,12+5,19
ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa

5,68+0,41 5,380,19 - 26,740,14
ATCC 27853
Klebsiella pneumoniz

- - - 23,43t0,45

ATCC 700603

Abréviations : EAFE : extrait aqueux feuilles, EAFkxtrait aqueux fleurs, EAT : extrait aqueux §igé) aucun effet

En comparaison avec les travaux antérieurs, nagtas sont inférieurs par rapport a ceux
de Boulechfar et al. (2014)qui ont a trouve, a une concentration de 8mg/mL eldgits des
feuilles d’A. squamatusdes diamétres allant du 11,91+0,52 a 16,83+2iF6Ssaphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus sp, Pseudomonas aeruginogaf CC 27853 et Klebsiella
pneumoniae ATCC 70060R0s résultat sont aussi inférieurs par rappaeux trouvé paBelloufi
& Gamra (2022) qui ont trouvé un diametre de zone d’inhibition e mm exercé par I'extrait
Dichlométhane de la partie aériennélghochaeris lavigata var hipponendimmille Astéraceae)

sur la souche bactérienne staphylococcus aureus.
3.2 Méthode de Microdilution

Les CMI et CMB ont été déterminées par la méthaglenctrodilution. Les résultats sont indiqués

dansla figure 19 etle tableau 6
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Klebsiella Pneumoniad TCC 700603 Pseudomonas aeruginosaTCC 27853

Figure 19: Détermination de CMB

Tableau 6: Les concentrations minimales inhibitrices ettbacides des extraits
Les souches EAFE EAFL EAT
CMI CMB CMI CMB CMI CMB

(hg/mL) (ug/pl) (ng/mL) (ng/pL) (ng/mL)  (ug/ul)
Bactéries a Gram positif

Bacillus sp 0,25 >2 2 >2 1 >2
Staphylococcus aureuATCC 4 >4 2 >4 2 >4
25923

Bactéries a Gram négatif

Klebsiella pneumonia@TCC 2 >2 2 >2 2 >2
700603

Pseudomonas aeruginosa 2 >4 2 >4 2 >4
ATCC 27853

Abréviations : CMI : concentration minimale inhitide, CMB : concentration minimale bactéricide, BEAFextrait

aqueux feuilles, EAFL : extrait aqueux fleurs, EA@xtrait aqueux tiges.
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Généralement, les CMI des extraits varient en28 6,4 pg/uL. La plus petite CMI de 0,25
Mo/l a été observée avec EAFE Bacillus sp La plus grande CMI de 4 pug/uL a été enregistrée
par EAFE suiStaphylococcus aureusTCC 25923. Cependant, on n’a pas pu déterminealieur
de la CMB aprés sous-cultivation des tubes a des. @dci peut étre s’expliquer par I'effet
bactériostatique des extraits.

En comparaison avec les travaux ménés sur leseglatd la famille Asteracealigono
Mballa et al.(2020)ont indiqué des valeurs de CMB de I'extrait aquelaxla planteVernonia
confertade I'ordre de 100 mg/mL et superieur a 200 mg/mlk Staphylococcus aureust

Pseudomonas aeruginosaspectivement.




Conclusion

La connaissance et l'usage des plantes médicir@astituent un vrai patrimoine pour |'étre
humain. Leur importance dans le domaine de la gamdéque a connu un regain d’intérét durant
ces derniéres années grace aux thérapeutiquedegqufEbcurent. Cette diversité, en propriétés
biologiques, est liée certainement aux vertus geraiques attribuées a une gamme extraordinaire
de molécules bioactives, synthétisées par la plaomtene des agents thérapeutiques. Ces molécules
naturelles sont trés recherchées en phytothéraplesveffets secondaires des médicaments et les
séquelles néfastes des antioxydants de synthese.

Dans le but de la valorisation de la flore Algénennous nous sommes intéressées a

I'évaluation de I'activité antioxydante et antit&anne des extraits de la plaAtgter squamatus.

La quantification par des méthodes spectrophotoguéts nous a permis de déterminer les
teneurs en substances bioactives. Les résultaasudnous ont révélé que la teneur la plus élevée
en polyphénols et flavonoides totaux est obtenulggmextraits aqueux des feuilles et des fleurs,

respectivement.

Le test de l'activité antioxydante des extraitsypbEnoliques et polysaccharidiques a réevélée
la capacité de tous les extraits a piéger le ra@iP&#H, dont I'extrait polyphénolique des feuilles

montreé I'activité la plus puissante.

Concernant l'activité antibactérienne, les souctestées sont avérées moins sensibles a

I'effet des extraits.

En général, 'ensemble des résultats obtenu a pedmiconfirmer la richesse de la plaAser

squamatuen molécules bioactives ayant surtout des pr@wightioxydantes.
En fin comme perspective on propose de

v' Evaluer I'activité antioxydante des extraits deplante par plusieurs tests pour confirmer
leur capacité a piéger les différents radicauet pouvoir réducteur.

v Etudier d’autre activités biologiques « antifongiquantidiabétique ; anticancéreuse ; anti-
inflammatoire... »

v' Faire d’autre tesh vitro.
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