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Résumé

Dans la présente étude nous avons évalué ’activité antibactérienne de la plante Buxus dioica
L. vis-a-vis des entérobactéries productrices de [-lactamase ainsi que son activité
antioxydante. Trois extraits ont été¢ préparés : méthanolique, hexanolique et butanolique. Le
dosage des composés phénoliques a été déterminé par le réactif de Folin-Ciocalteu et celui des
flavonoides par la méthode de nitrates d'aluminium I’activité antibactérienne a ét¢ évaluée par
la technique de diffusion sur milieu solide et a été¢ confirmée par la CMI en milieu liquide.
L’activité antioxydante a été démontrée en utilisant les tests DPPH, ABTS, FRAP et
phénanthroline. L'extrait butanolique a enregistré le rendement d’extraction le plus élevé-
(14 %), en revanche, 1’extrait hexanolique est le plus riche en polyphénols (221,35+3,05 ng
GAE/ml), alors que I’extrait méthanolique est le plus riche en flavonoides (98,75+5,00 ng
QE/ml). La majorité¢ des souches testées étaient sensibles a en moins un extrait avec des
diamétres de zones d’inhibition variant entre 8mm (souches sensibles) et 30mm (souche
extrémement sensible). Les CMI obtenues sont de 0,78 mg/ml a >100 mg/ml pour les souches
résistantes. Les trois extraits sont dotés d’un effet bactéricide (CMB/CMI<4) et d’une activité

antioxydante supérieure a celle des standards utilisés (Trolox, et acide ascorbique).

Mots clés : Activité antibactérienne, Activité antioxydante, Buxus L., CMI Polyphénols,

Flavonoides.



Abstract

In the present study, we evaluated the antibacterial activity of Buxus dioica L. against -
lactamase-producing enterobacteria, as well as its antioxidant activity. Three extracts were
prepared: methanolic, hexanolic, and butanolic. The quantification of phenolic compounds
was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, while flavonoids were measured by the
aluminum nitrate method. Antibacterial activity was assessed using the disk diffusion method
on solid medium and confirmed by Minimum Inhibitory Concentration (MIC) in liquid
medium. Antioxidant activity was demonstrated using DPPH, ABTS, FRAP, and
phenanthroline assays. The butanolic extract exhibited the highest extraction yield (14%).
Conversely, the hexanolic extract showed the highest concentration of polyphenols
(221.35+3.05 ng GAE/ml), whereas the methanolic extract was the richest in flavonoids
(98.75+£5.00 pg QE/ml). Most of the tested strains were susceptible to at least one extract,
with inhibition zone diameters ranging from 8 mm (for sensitive strains) to 30 mm (for
extremely sensitive strain). MIC values ranged from 0.78 mg/ml to >100 mg/ml for resistant
strains. All the three extracts demonstrated bactericidal effect (MBC/MIC<4) and significant

antioxidant activity compared with the tested standards (Trolox and ascorbic acid).

Keywords: Antibacterial activity, Antioxidant activity, Buxus dioica L., MIC, Polyphenols,

Flavonoids.
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Introduction

Depuis pres de 7 000 ans, les populations humaines ont utilisé les plantes médicinales a
des fins thérapeutiques, une pratique qui se refléte également chez certains animaux
(Velmud et Bortoluzzi,2022). En raison de leurs propriétés antibactériennes, antifongiques,
anticancéreuses, antiseptiques et anti-inflammatoires, les plantes médicinales ont non
seulement joué un réle crucial dans 1'évolution des civilisations, mais elles ont aussi été la
base des pratiques systématiques de la médecine traditionnelle a travers le monde pendant
plusieurs siecles pour lutter contre diverses affections (Clair ef al., 2023) .Aujourd’hui,
environ 35 000 espéces de plantes sont exploitées dans le monde pour leurs propriétés
médicinales (Marmitt et Shahrajabian, 2021).

Les plantes médicinales sont de plus en plus connues pour leur pouvoir de compléter les
antibiotiques pour renforcer le systéme immunitaire et lutter contre les infections bactériennes.
La recherche met en évidence les divers métabolites secondaires présents dans les plantes
médicinales, tels que les alcaloides, les tanins et les polyphénols, qui possedent des propriétés
antimicrobiennes et peuvent servir de sources alternatives d'agents modifiant la résistance
(Rios et Recio, 2005).

Les entérobactéries, une famille de bactéries gram-négatives incluant des pathogenes
bien connus comme Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, sont courantes et peuvent
affecter divers systemes du corps humain. Elles peuvent induire plusieurs types d'infections,
principalement les infections urinaires, mais aussi des infections respiratoires, des infections
de la peau et des tissus mous, et des septicémies (Abdel Hadi ez al., 2024) . L’une des plus
grandes menaces auxquelles le monde fait face aujourd’hui est le probleme de la
multirésistance de ces agents, qui est souvent a l'origine de mécanismes enzymatiques,
notamment la production de [-lactamases. Ces enzymes inactivent plusieurs types
d'antibiotiques de la famille des béta-lactamines, rendant ainsi ces micro-organismes
résistants a de nombreux traitements aux antibiotiques (Perez-Llarena et Bou, 2009).

L'Algérie est dotée d'une flore diversifiée, avec environ 6,3 % des especes végétales
connues étant des taxons endémiques stricts, particulierement concentrés dans les régions
montagneuses du nord (Belik et Mekhoukh , 2023).Cette riche végétation comprend diverses
plantes qui ont démontré des activités antimicrobienne significatives, notamment contre des

entérobactéries comme Escherichia coli (Taibi et al., 2021).

La plante Buxus dioica L. a déja été étudiée en Algérie et a démontré une efficacité

antibactérienne contre des souches de référence : Escherichia coli ATCC25922, Listeria
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monocytogenes ATCC19115, Staphylococcus aureus ATCC25923, et Klebsiella pneumoniae.
Elle est aussi ainsi qu'une excellentes propriétés antioxydante (Zehouf et Zaoui, 2020). En
revanche, elle n’a jamais été testée sur des entérobactéries cliniques pathogénes
multirésistantes.

C’est dans ce cadre que s’inscrit cette étude, dont I’objectif principal est d’évaluer
I’activité antibactérienne de trois extraits des feuilles de la plante Buxus dioica L.
méthanolique, hexanolique et butanolique, contre des entérobactéries cliniques pathogenes
multirésistantes et productrices de béta-lactamase ainsi que de confirmer leur activité
antioxydante via quatre tests (DPPH, ABTS, FRAP et Phénanthroline) .

Pour cela notre travail a été structuré en quatre parties :

e La premicre partie est consacrée a la synthése bibliographique ou sont exposées des
généralités sur les plantes médicinales et sur ’espece Buxus dioica L. , les activités
biologiques de la plante et enfin la résistance des antibiotiques.

e La deuxiéme partie expose I’ensemble des méthodes expérimentales mises en ceuvre
pour I’extraction des principes actifs des feuilles de plante, dosage des polyphénols et
des flavonoides et évaluation de I’activité bactérienne et antioxydante des extrais.

e La troisieme partie relate et discute les résultats obtenus au cours de cette étude.

e La quatrieme partie synthétise les conclusions tirées de notre recherche et met en avant

les perspectives futures.
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1  Généralités sur la plante
1.1 Les plantes médicinales

Les plantes médicinales, connues pour leurs propriétés bénéfiques pour la santé, sont
utilisées de diverses manicres telles que la décoction, la macération et l'infusion, en utilisant
différentes parties de la plante telles que la racine, la feuille ou la fleur (Ravichandran et al.,
2023) ,leur utilisation remonte a prés de 7000 ans, et méme certains animaux les consomment a des
fins thérapeutiques. Environ 35 000 especes de plantes sont exploitées a travers le monde pour leurs

vertus médicinales.

Aujourd’hui, les traitements a base de plantes médicinales reviennent au premier plan, car
I’efficacité des médicaments conventionnels décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu
adaptés aux médicaments et résistent de plus en plus. Le cofit est faible par rapport aux traitements

standardisés et qu’elle est donc plus accessible au pays du tiers monde (Chaughule et Barve, 2023).

1.2 La phytothérapie

La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits des plantes, comme la plupart
de ces derniers possédent des effets thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs
naturels (polyphénols, flavonoides...) qui agissent directement sur I’organisme. On les utilise en
médecine classique aussi bien qu’en phytothérapie elles présentent des avantages dont les
médicaments sont souvent dépourvus (Begum et al., 2023) .

En Algérie, on a longtemps eu recours a la médecine traditionnelle grace a la richesse et la
diversité de sa flore qui compte environ 3000 especes, appartenant a plusieurs familles botaniques
(Bouzabata,2016).Ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les é&tres
humains telle que la plante de Buxus dioica L.

1.3 Distribution géographique de la plante Buxus dioica L.

Buxus dioica L.également connue sous le nom de Katam (Figure 1), est originaire du
Yémen et d'Asie occidentale, ou elle est largement répandue. En Europe, elle s'étend du sud de la
Scandinavie jusqu'au nord de I'Espagne et de I'ltalie. Elle est également présente dans certaines

parties de 1'Asie, telles que la Turquie et le Caucase. En Algérie, on la trouve principalement dans
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les régions montagneuses et forestiéres du nord du pays, notamment dans les massifs de I'Atlas et

les régions cotieres du Tell ( Guillot et al., 2008).

Figure 1:Buxus dioica L.

1.4 Classification botanique de la plante Buxus dioica L.

Elle appartient a la famille des Buxacées (Tableau 1), qui compte 6 genres répartis en 123

especes différentes (Shipunov et al., 2020).

Tableau 1: Classification botanique du genre Buxus

Regne Plante

Embranchement Spermatophyta (Angiospermae)
Classe Dicotylédones

Ordre Celastrales

Famille Buxaceae

Genre Buxus

1.5. Caractéristiques de la plante

Les buis sont principalement des arbustes (ou de petits arbres) a feuillage persistant,
mesurant de 2 a 12 métres de haut, avec des dimensions pouvant atteindre une quinzaine de meétres.
Leur feuillage coriace d'un vert foncé brillant est opposé et écussonné sur les rameaux. Ces plantes
sont arrondies ou ovales a lancéolées. Elles mesurent entre 1,5 et 11 centimeétres de long sur 0,3et 5

centimétres de large. Elles ont un contour entier et une nervation pennée, courtement pétiolée (Site

1).
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1.5 Propriétés biologiques de la plante

Le Buxus dioica L. a présente une robustesse remarquable face aux environnements
difficiles, y compris les sols peu fertiles et arides, et il peut s'adapter a une gamme variée de climats.
Les fleurs du buis sont petites, discrétes et généralement unisexuées, attirant les insectes
pollinisateurs pour assurer la reproduction. Néanmoins, les feuilles persistantes du buis contiennent
des alcaloides, et de la buxine, qui peuvent étre toxiques pour certains animaux en cas de
consommation excessive. Par ailleurs, le buis est vulnérable aux maladies fongiques telles que le
dépérissement du buis, ce qui peut compromettre sa santé et sa croissance, et elle est permet de
foncer les teintes obtenues avec le henné et de donner de 1’éclat aux cheveux, il a la particularité de
couvrir les cheveux blancs ( Kaur,2020).

1.6 Composition chimique de la plante

Le Buxus dioica L. renferme une variété de composés chimiques tels que des alcaloides, des
flavonoides, des terpénoides et des phénols. Ces composés, comprenant la cyclovirobuxine D, la
cyclovirobuxine E, la buxamine B, la buxine C et la buxine D, sont responsables des nombreuses
propriétés pharmacologiques et médicinales de la plante. Parmi celles-ci, on compte des effets anti-
inflammatoires, antioxydants et antiparasitaires. La combinaison de ces divers composés confére au
Buxus dioica L. un potentiel thérapeutique prometteur, en tant que plante d'intérét pour la médecine

traditionnelle et la recherche pharmaceutique (Ginko et al ., 2023).

2 Principes actifs

Des recherches modernes ont montré que l'action des plantes médicinales est due a quelques
constituants ¢laborés par la plante que nous appelons « principes actifs », appelés aussi métabolites
secondaires. Avec des fonctions différentes, les principes actifs peuvent étre un moyen de défense
contre des parasites ou des micro-organismes pathogénes ou une technique pour empécher la
croissance d’autres plantes a proximité et donc lui assurer une bonne nutrition, comme moyen de
croissance ou pour le renouvellement de 1’espece (site2).

La concentration en principes actifs d’une plante varie en fonction de I’age du végétal, de la
saison, du climat et de I’environnement en général (sécheresse, pollution, etc.). C’est pourquoi il est
important de bien connaitre le meilleur moment de I’année, et méme du jour (matin, journée, soir,
nuit), pour récolter la plante. Parmi ces principes actifs les phénols et les flavonoides constituent la

5
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plus grande famille des métabolites secondaires synthétisés par les plantes (Reverchon et Baldino,
2023).
2.1 Polyphénols
Ce sont des métabolites secondaires présents dans les différentes parties des plantes, des
molécules bioactives ayant la capacité de piéger les radicaux libres (Figure2). Quand ils sont
ingérés dans les aliments, ils renforcent les défenses naturelles qui protégent les cellules et les
tissus contre le stress oxydant (Bel§éak-Cvitanovi¢€ ef al., 2018). IIs sont capables d’empécher

les dommages oxydants par différents mécanismes d’action (Sule ef al., 2022).
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HOY
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Figure 2: Structure chimique des différentes classes de polyphénols

2.2 Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de polyphénols trés abondante dans le régne végétale
(Figure3). Ils sont des pigments végétaux de qui sont responsables de la coloration des fleurs et des
fruits. Ils donnent souvent une coloration jaune. Les flavonoides ont la capacité de neutraliser les
radicaux libres qui provoquent un stress oxydatif, endommagent nos cellules et accéleérent leur
vieillissement. Ajouté a cela ses effets antioxydants qui aident notre corps a combattre les
molécules potentiellement dangereuses, la consommation réguliére des aliments riches en
flavonoides, c’est offrir a notre corps une possibilité de lutter naturellement contre les maladies
cardiovasculaires, réduire la possibilit¢ de développer du diabéte et ralentir considérablement le
vieillissement de notre peau (Ajila et Prasada,2008). D’autres études ont montré que les

flavonoides sont des bons inhibiteurs d’enzymes responsables de la production des radicaux libres
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comme la xanthine oxydase qui est une source biologique importante du radical superoxyde

(Linani et al., 2023).

FLAVAN-1 4-DIOL FLAVAN-3-0O1 ANTHOCYANIDOL ou
ANTHOCY ANIDINE

FLAVANONS AURONE CHALCONE

DIHY DROCHALCONE

Figure 3:structure chimique des différentes classes de flavonoides

3 Activités biologiques
3.1 Activité antimicrobienne

Les extraits de Buxus dioica L. peuvent renfermer divers composés tels que des alcaloides,
des flavonoides, des tannins et d'autres substances phénoliques reconnues pour leurs effets
antibactériens. Ces composés pourraient potentiellement entraver la croissance des bactéries
pathogenes, y compris celles responsables des infections urinaires telles que Escherichia coli, ainsi
que des infections diarrhéiques telles que celles causées par Salmonella spp. et Shigella spp. Ces
caractéristiques font du Buxus dioica L. une source prometteuse de nouveaux agents antimicrobiens
pour le traitement de ces types d'infections (Volpe et al., 2023).

3.2 Activité antioxydante

Du fait de leur haute réactivité, les especes oxygénées réactives (EOR) telles que des
radicaux libres, sont responsables de nombreux dommages vis-a-vis des constituants cellulaires.
Cette production d'espéces déléteres est généralement équilibrée par leur consommation a vitesse
¢gale par le systéme antioxydant endogeéne. La rupture de 1'équilibre entre espéces pro- et
antioxydant est désignée par le terme de stress oxydant. Les antioxydants sont des molécules ayant
la capacité de neutraliser des radicaux libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Ce sont
des composés qui inhibent ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la
propagation des chaines de réactions oxydatives (Kiran ef al., 2023).Les antioxydants qu’ils

naturels ou synthétiques, sont utilisés pour prévenir de nombreuses maladies (cardiovasculaires et
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neurodégénératives, inflammation, diabete...) ainsi que le vieillissement, dus a la formation

exagérée des radicaux libres.

4 Antibiotiques

Les antibiotiques, qu'ils soient naturels ou synthétiques, sont des composés chimiques
utilisés pour combattre les infections bactériennes. Les antibiotiques naturels sont dérivés de
sources telles que les plantes, les animaux et les micro-organismes, tandis que les antibiotiques
synthétiques sont produits chimiquement en laboratoire (Zhai et al., 2023). Ils peuvent soit tuer les
bactéries (antibiotiques bactéricides) soit inhiber leur croissance (antibiotiques bactériostatiques)
(Sannidhan et al., 2023)

4.1 Classification des antibiotiques

La classification par famille regroupe les antibiotiques par leur structure chimique leur mode

d’action, leur spectre antibactérien, leur pharmacocinétique et leurs effets secondaires. Les familles

d’antibiotiques sont représentées dans le tableau 2 :

Tableau 2: Familles d’antibiotiques et leur spectre d’action (Site3)

Famille Antibiotique Gram + Gram-
B lactamines Benzylpénicilline + _
Oxaciline + _

Ampicilline + +

Imipénéme + +

Aminosides Gentamicine + +
Tobramycine + +

Phénicolés Chloramphénicole + +
Tétracycline Doxycycline + +
Macrolides Eeythromycine + B
Glycopeptide Vancomycine + B
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Quinolones Acide nalidixique +

Autres Acide fusidique +

4.2 Les pB-lactamines

Elles constituent la famille la plus riche de molécules a activité antimicrobienne. Elles sont
caractérisées par une fonction amine cyclique (le noyau béta-lactame qui est responsable de
I’activité antimicrobienne). Ce sont des antibiotiques bactéricides qui inhibent la synthése de la
paroi bactérienne chez les bactéries en voie de multiplication. Les béta-lactamines sont fixées de
maniére covalente sur les transpeptidases et les transcarboxypeptidases (enzymes associées a la
membrane cytoplasmique) a cause de leur analogie structurale avec le substrat naturel 1’acyl-D-
alanyl-D-alanine. La conséquence de cette fixation est le blocage de toute activité de ces enzymes

(Aguilar,2016). La structure des B-lactamines indiquées dans la figure 4 :
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o

Figure 4:1a structure des B-lactamines (site 4)

4.3 Résistance bactérienne

> P-lactamases et défis de Santé

Parmi les mécanismes impliqués dans la résistance bactérienne aux [-lactamines, la
production d’enzymes inactivatrices qui constitue le plus important mécanisme de résistance
notamment chez les bacilles a Gram négatif (BGN). Parmi ces enzymes inactivatrices, les [-
lactamases, (Poole,2004).Ces derniéres sont des enzymes produites par les entérobactéries qui

dégradent les antibiotiques B-lactamines et les rendant inefficaces. Elles hydrolysent le noyau B-
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lactamine responsable de 1’activité antibactérienne. La diminution de la stabilité des B-lactamines en
présence des P-lactamases limite donc leur efficacité dans le traitement des maladies infectieuses.

(Shungube et al., 2023).

L'augmentation du nombre de bactéries résistantes aux antibiotiques, surtout en milieu
hospitalier, et a 1'émergence de nouvelles résistances. Il s'agit d'un probléme de santé publique
extrémement préoccupant. Ce phénomene touche les établissements de soins aigus et chroniques et
on assiste en particulier & une augmentation des bactéries productrices de B-lactamases a spectre

¢tendu(BLSE ) (Sreeja et al.,2017).
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I1. Materiel et Méthodes

1 Présentation du site d’accueil

Notre travail a été réalisé au niveau de trois sites d’accueil pendant une période qui
s’étale du mois de février jusqu’a la fin du mois de mai. L’extraction des composés
polyphénoliques a été effectué au laboratoire de chimie de la faculté de technologie de
I’université du 20 aott 1955, Skikda. L’activité antibactérienne des extraits a été testée au
laboratoire de bactériologie de I’hdpital de Tamalous. Le dosage des polyphénols ainsi que
I’activité¢ antioxydante des extraits ont été réalisées au laboratoire de pharmacologie et

toxicologie du Centre de Recherche en Biotechnologique, Constantine (CRBt).

1.1 Plante testée

La matiere végétale utilisée comme matiére premiere dans notre étude est constituée
des feuilles de la plante Buxus dioica L. connue par le nom de « KATAM ». La récolte a été
effectuée a la région de Gergoura située a la commune de Beni zide, la daira de Collo, le mois
de janvier 2024 (Figure 5).Les feuilles sont séchées a l'air libre et a l'abri du soleil dans une
chambre ouverte pendant une durée de 15 a 20 jours. Les feuilles séchées sont par la suite
broyées avec un broyeur électrique afin d’obtenir une poudre trés fine. La poudre est

conservée dans des sachets en plastique a 1’abri de I’humidité (Figure 6).
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Figure 5: Position géographique de la zone de récolte (Site5)
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1.2 Souches bactériennes

Nous avons testé 1’effet antibactérien des composes phénoliques des feuilles de la plante
Buxus dioica L. sur 17 souches entérobactéries : 15 souches pathogenes et deux souches de
référence : Escherichia. Coli ATCC 25922 et Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 obtenues
de I’institut Pasteur, Algérie (Tableau 3). Les souches pathogenes ont été fournies par la
doctorante Bouguizi A. Le syst¢tme VITEK 2® Compact (BioMérieux) a ét¢ employé pour
vérifier leur identification ainsi que pour confirmer leur résistance aux antibiotiques de la

classe des B-lactamines (Tableau 4).

Tableau 3:Origine des prélévements des souches bactériennes pathogénes

Espece Code | Origine
Escherichia coli 924 Urine
Escherichia coli 21 Urine
Klebsiella 32 Pus
pneumoniae
Klebsiella 353 Pus
pneumoniae
Escherichia coli 579 Urine
Escherichia coli 660 Pus
Escherichia coli 730 Urine
Klebsiella 340 Urine
pneumoniae
Klebsiella 31 Pus
pneumoniae
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Klebsiella 100 Urine
pneumoniae

Klebsiella 107 Urine
pneumoniae

Klebsiella 192 Urine
pneumoniae

Klebsiella 237 Pus
pneumoniae

Klebsiella 39 Urine
pneumoniae

Escherichia coli 38 Urine

Tableau 4:Profil de résistance aux antibiotiques des souches bactérienne pathogéne

Code | Espéce AMP AUG CZ | FOX |CTX |IMP | GE | CIP | SXT
N

924 | Escherichia R R R R R R S R R
coli

21 Escherichia R R R R R I S R R
coli

32 Klebsiella R R R R R R R R R
phneumoniae

353 | Klebsiella R R R R R R R R R
phneumoniae

579 | Escherichia R R R R R | S R R
coli

660 | Escherichia R R R R R R S R S
coli

730 | Escherichia R R R R R R S R S
coli

340 | Klebsiella R R R R R R R R R
prneumoniae

31 Klebsiella R R R R R R R R R
pneumoniae

100 | Klebsiella R R R R R R S R S
phneumoniae

107 | Klebsiella R R R R R R R R R

13
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phneumoniae

192

Klebsiella R R R
pneumoniae

237

Klebsiella R R R
phneumoniae

Klebsiella R R R
pneumoniae

Escherichia R R R
coli

R=Résistante S=Sensible I= Intermédiaire

1.3 Matériel du laboratoire

Le Matériel du laboratoire utilisé dans ce travail est mentionné dans le tableau 5

Tableau 5: liste du Matériel utilisé

Matériel

Utilisation

-Balance de précision

-Agitateur électrique

-Entonnoir, Papier filtre

-Rota-vapeur

-La hotte de protection et le bec bunsen

-Etuve

-Bain marie, Autoclave.

-Spectrophotometre

-Microplaques 96 puits, Micropipette 100 pl

-Mesurer des poids

-L’agitation

-La filtration

-Evaporer le solvant

-Assurer la stérilisation de la zone de travail
-Incubation des cultures bactériennes
stérilisation du

-Fusion des géloses et

matériel
-Permet de mesurer la densité de 'inoculum

-Réaliser CMI CMB et le dosage des
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500 pl et 1000 pl.
-Ecouvillons, pipettes Pasteur
-Des disques en papier filtre

-Lecteur microplaques

polyphénoles et flavonoide

-Ensemencement

-Tester 1’activité antimicrobienne

-Lecture des microplaques

Verrerie

Utilisation

-Ampoule a décanter
-Boite de Pétri en verre
-Eprouvette gradué
-Boite de Pétri

-Tubes a essai

-Décantation des solvants

-Conservation des extraits

-Mésuser les volumes des solutions

-Faire les cultures bactériennes

-Réalisation des dilutions

1.4 Produits chimiques, solvants et milieu de culture

Les produits chimiques, les solvants ainsi que les milieux de culture utilisés au cours

de cette étude sont indiqués dans le tableau 6.

Tableau 6: Produits chimiques, solvants et milieux de culture

Produit

Utilisation

-Méthanol,butanol ,hexane

-Diméthyle sulfoxyde DMSO,’eau distillée et
le méthanol

-L’eau physiologique

-L’eau distillée

-Solvants qui permettent 1’extraction des
polyphénols

-Dilution des extraits
- Préparation des solutions bactériennes

- Etalonnage du spectrophotométre.

-Bouillon et Gélose Muller Hinton, Gélose
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-Milieux de culture non sélectifs Nutritive

-CR (Filon-ciocalteu réactif), Acide gallique, | -Dosage des polyphénols
NaxCos de 7.5% (Carbonate de sodium).

-Dosage des flavonoides

-Nitrate d’aluminium a 10% (A(No3)
3,9H-0),1 M Potassium acétate
(CH300K), Quercétin

-Tester I’activité antioxydante

-DPPH,Atocopherol, BHA,BHT,Quercetine
/catéchine, Phenanthroline,Ferrie chloride
FeCl3,MeOH,TCA,K3Fe(CN)g,FeClz,Phos
phate buffer,K,S>05,ABTS

2 Extraction des principes actifs

Les principes actifs ont ét¢ extraits des feuilles de la plante Buxus dioica L. selon la

méthode de (Upson et al., 2000) avec quelques modifications

2.1 Extraction solide /liquide (macération)
La macération, également appelée extraction solide-liquide, implique de laisser la
maticre végétale (broyat) sé¢journer dans le méthanol aqueux afin d'extraire les principes actifs

(composés phénoliques et flavonoides) (Mukhametov ef al.,2023). Elle consiste a :

-Peser 10 g de poudre de la plante Buxus dioica L.

-Ajouter 150 ml de méthanol 70%

-Mettre sur I’agitateur et recouvrir avec un papier aluminium,laissé macérer 24 h
-Filtrer le macérat sur papier filtre Whatman n°1

-Faire passer le filtrat au rota-vapeur rotatif a 60 °C pour obtenir 1'extrait hydrométhanolique

(Figure 7).

2.2 Extraction liquide /liquide (fractionnement)

L'objectif de cette étape est d'obtenir les molécules polaires en utilisant I'hexane et le

butanol comme des solvants :

-Diluer I’extrait hydrométhanolique obtenu dans 50ml d’eau distillée tiede.
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-Placer I’extrait dans une ampoule a décanter (Figure 8).

-Ajouter 50ml d’hexane et agiter énergiquement le solvant avec la phase aqueuse puis laisser

au repos pendant une heure.

- Aprées une heure, récupérer la phase limpide riche en molécules actives prés 1h dans un

bécher.
-Répété la méme procédure en remplagant I’hexane par le butanol.

- Placer les solutions obtenues dans des boites et laisser les dans 1’étuve a une température de

30c° pendant 48 h pour faire évaporer les solvants.

-Les boites sont conservées a température ambiante a I’abri de la lumiére jusqu’a leur

utilisation.

Les extraits hydrométhanolique, hexanolique et butanolique ont été utilisés pour

tester les activités biologiques des feuilles de la plante Buxus dioica L.

Les étapes de I’extraction des molécules actives sont illustrées dans le diagramme indiqué

dans la Figure 9.

Figure 7:Evaporation Figure 8:Décantation
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Macération 24h 10 g de poudre de la plante +150 ml de
méthanol 70%

filtration ‘

Evaporation du solvant Evaporation au Rota-vapeur (60°C)

Extrait methanolique

Extrait méthanolique

diluée +fractionnement Extrait résiduelle

Par le hexane et le butanol

Extrait butanolique

Phase résiduelle

Figure 9:Protocole de I’extraction des principes actifs

2.3 Détermination du rendement de I’extraction

Les rendements en extraits secs sont calculés par la formule suivante

(Harborne,1998):

Rnd% = (Mf * Mi) /100

Rnd% : Le rendement en %.

Mf : Masse final de I’extrait brut aprés évaporation du solvant.
Mi : Masse de la maticre végétale initiale seche utilisée
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3 Dosage des principes actifs

3.1 Dosage des polyphénols totaux
® Principe

Le taux des polyphénols totaux dans les trois extraits a été évaluées par le réactif de
Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi,1965) en utilisant une technique de dosage en

microplaque (Muller et al.,2010).

Le réactif Filon-ciocalteu (FCR) de couleur jaune, constitu¢ d’un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMoi12040), en rageant
avec les polyphénols ils les réduisent en oxydes de tungsténe et de molybdéne de couleur
bleue. La production de la coloration bleue est proportionnelle a la quantité totale de phénols

et elle est mesurée au spectrophotomeétre a 765 nm (Bonnaillie ez al., 2012).

® Protocole

La technique de dosage des polyphénols consiste & mélanger 20 pl d'extrait de la
plante (1mg/ml), 100ul de FCR dilué (1 :10) et 80%l de carbonate de sodium (7,5%). Le
mélange est laissé a température ambiante a I'obscurité pendant 2h. Un blanc est préparé de la
méme maniere en remplagant l'extrait par le solvant utilisé (Méthanol). L'absorbance a été lue
a 765 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96 puits (Perkin Elmer, Enspire). L’acide
gallique est utilis¢ comme standard et les résultats sont exprimés d'équivalents d'acide
gallique par mg d'extrait (GAEug/mg) en utilisant 1’équation de la courbe d’étalonnage

suivante :

Y=0,0034+0,2205 avec R?=0,9624

» Préparation de la courbe d’étalonnage de l'acide gallique

Une courbe d’étalonnage est tracée a partir des dilutions de 1’acide gallique. Une
solution mére de 1’acide gallique (S1) est préparée en diluant 0,5 mg dans 5 ml du méthanol
pour avoir une concentration de (0,2mg/ml). Une série de dilutions allant de 25ug/ml a 200

pg/ml est par la suite préparée comme suit :

25 pg/ml—25ul de S 1+175ul de MeOH
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50 pg/ml— 50ul de S1+ 150pl de MeOH
75ng/ml —75ul de S1+125 ul de MeOH
100pg/ml —100pl de S1+100pn de MeOH
125pg/ml—125ul de S1+75ul de MeOH
150pg/ml —150ul de S1+50ul de MeOH
175pg/ml —175pul de S1+25ul de MeOH
200 pg/ml —200ul de S1

Nous mesurons 1’absorbance de chaque dilution de la méme maniére du dosage des
polyphénols contenus dans les extraits. Une courbe d’étalonnage de I’absorbance en fonction

de la concentration de I’acide gallique est tracée.

3.2 Dosage des flavonoides

® Principe

Le taux des flavonoides dans les trois extraits testés : extrait hydrométhanolique
hexanolique et butanolique est mesuré par la méthode de microplaques a 96 puits (Topcu et
al., 2006) avec quelques modifications, en utilisant le réactif nitrate d’aluminium (AICls). Le
principe de la technique repose sur la formation d'un complexe entre Al*3 et les flavonoides de
couleur jaune dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en flavonoides mesurable
au spectrophotometre a 415 nm.

® Protocole

La technique de dosage flavonoides consiste a mélanger 50 pl d'extrait de la plante
(Img/ml), 130 pl de méthanol, 10ul de potassium d’acétate 1M (CH3COOK) et 10 pl de
nitrate d’aluminium (Al (NO3)%, 9H,0). Le mélange est incubé a température ambiante
pendant 40 min. Un blanc est Préparé de la méme maniére en remplacant l'extrait par le
solvant utilis¢é (Méthanol). L'absorbance a été lue a 415 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaques a 96 puits (Perkin Elmer, Enspire). L’acide gallique est utilis¢ comme standard
et les résultats sont exprimés d'équivalents Quercétin par mg d'extrait (ung QE/mg) en utilisant

I’équation de la courbe d’étalonnage suivante :

Y= 0,0048x avec R*=0,997
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> Préparation de la courbe d’étalonnage

Une courbe d’étalonnage est tracée a partir des dilutions de 1’acide gallique. Une
solution mere de la Quercétin (S2) est préparée en diluant 0,5 mg dans 5 ml du méthanol
pour avoir une concentration de (0,2mg/ml). Une série de dilutions allant de 25ug/ml a 200

pug/ml est préparée comme suit :

Quercétin 25pg/ml—25ul de S2+175ul de MeOH
Quercétin 50pug/ml — 50ul de S2+ 150ul de MeOH
Quercétin 75ug/ml —75ul de S2+125 pl de MeOH
Quercétin 100pg/ml —100ul de S2+100ul de MeOH
Quercétin 125pg/ml —125ul de S2+75ul de MeOH
Quercétin 150pg/ml—150ul de S2+50ul de MeOH
Quercétin 175pg/ml —175ul de S2+25ul de MeOH
Quercétin 200pg/ml —200 plS2+ Oul MeOH

Nous mesurons 1’absorbance de chaque dilution de la méme manic¢re du dosage des
flavonoides contenus dans les extraits. Une courbe d’étalonnage de 1’absorbance en fonction

de la concentration de la Quercétin est tracée.

4 Evaluation de P’activité antibactérienne des extraits de la plante Buxus dioica L. par
la méthode de diffusion en milieu solide

La technique utilisée pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits est la méthode
de diffusion en milieu gélosé en utilisant des disques stériles. Cette méthode permet de
déterminer ’activité inhibitrice d’agents microbiens, par la mesure du diametre de la zone
d’inhibition autour d’un disque imprégné de I’extrait a tester (Cavallo et al., 2005).

4.1 Revivification des souches

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant de
la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 heures a une température de 37°C pour obtenir

des cultures jeunes avec des colonies isolées qui seront utilisées pour préparer l'inoculum

(Moroh et al., 2008).
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4.2 Préparation des dilutions des extraits de la plante

Une solution mére a une concentration de 100mg/ml a été préparée par dissolution de
200 mg de l'extrait dans 2ml de DMSO. Une série de dilutions a été réalisée par le transfert de
Iml de la solution mere a 1 ml de DMSO pour avoir la premicre dilution puis des transferts
successifs de 1ml d’un tube en tube on été faits. Pour le dernier tube, aprés avoir fait le
transfert de 1 ml et bien mélangé avec le DMSO, jeter 1 ml afin d’obtenir 1 ml dans chaque

tube. Cing concentrations sont obtenues allant de 6,25 mg/ml jusqu’a 100mg/ml.

4.3 Préparation d’inoculum

De chaque souche préalablement revivifiée nous avons prélevé quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques et les ont déposés dans 5 ml d'eau physiologique stérile
(0,95% NaCl). Cette suspension est ajustée au standard McFarland 0,5 a l’aide d’un
spectrophotométre, correspondant a une densité optique (DO) entre 0,08 a 0,1 lue a 625 nm,

ce qui correspond a une suspension contenant environ 108 UFC/ ml (CA-SFM, 2012).

4.4 Antibiogramme

® Principe

Cette méthode repose sur la diffusion d’un composé antimicrobienne dans un milieu
solide, a partir d'un point spécifique. Apres un certain temps de contact entre l'extrait et le
micro-organisme, un gradient de concentration est créé¢ (DeBillerbeck,2007). La mesure
d'une zone d'inhibition permet d'évaluer I'effet de la substance antimicrobienne sur la souche

cible (Karabay-Yavasoglu ef al .,2007).

® Ensemencement

A T’aide d’un écouvillon stérile, introduit dans la suspension bactérienne et essoré
contre la paroi interne du tube, nous réalisons des stries paralléles et aussi serrées que possible
a la surface d’une boite de Pétri préalablement coulée avec la gélose de MH. Nous répétons

I’opération quatre fois en tournant la boite et en tournant I’écouvillon sur lui-méme.

Des disques de papier filtre, de 6 mm de diamétre, sont préparés et stérilisés. Ils sont
ensuite imprégnés de 20 pl des extraits testés dilués dans du DMSO pur, et déposés a la
surface de la boite de pétri ensemencée. Trois répliquas ont été réalisés pour chaque souche.
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Un disque témoin est déposé sur la méme boite contenant 10 ul de DMSO pur. Les
boites de Pétri sont laissées sur la paillasse au moins 15 minutes pour une pré-diffusion de

I’extrait avant d’étre incubées a 37°C pendant 24 h (Bouneb et Saouda, 2016).
® Lecture

La lecture des résultats se fait par la mesure, a 1’aide d’une régle graduée, du
diamétre de la zone d’inhibition formée autour du disque, en prenant la moyenne des trois
essais effectués (Gulluce et al., 2007) .La sensibilité aux différents extraits est classée selon
le diamétre des zones d’inhibition ( Moreira et al., 2005) comme indiquée dans le tableau 7

ci-dessous :

Tableau 7:Classification de la sensibilité aux extraits selon le diameétre des zones d’inhibition.

Le diamétre <8mm 9-14mm 15-19mm >20mm
La non sensible Sensible Tres sensible Extrémement
signification sensible
) () (++)
(+++)

4.5 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice en milieu liquide (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) consiste a évaluer la concentration trés
faible d'un agent antimicrobienne, qui est indispensable pour inhiber la croissance d'un micro-
organisme (Bousseboua et al.,2001). Elle a ét¢ déterminée selon les recommandations de

(EUCAST ,2003).

-Dans une microplaque de 96 puits (8x12), nous déposons 200 pl de la solution mere

préalablement préparée (100mg/ml).
- Ajouter 100 pl du DMSO au reste des puits
-Transférer 100ul de la solution mére au premier puits contenant le DMSO

-'Faire des transferts successifs a raison de '2 d’un puits a ’autre pour avoir des
concentrations de 0,78 mg/ml jusqu’a 100mg/ml.

-Ajouter 100ul de bouillon MH dans tous les puits
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-Déposer 100 pl de I’inoculum préalablement préparé d’une densité optique de 0,08-

0,1 lue a 620nm

-Faire un controle négatif avec 100ul du milieu MH qui sert pour vérifier la stérilité¢ du

milieu Muller Hinton et un contrdle négatif avec 100 ul DMSO.

-Incuber les plaques a 37°C pendant 24 h

La lecture est effectuée a I’ceil nu et la CMI est la plus faible concentration de 1’extrait a

laquelle aucun trouble n’est observé (EUCAST, 2003).

4.6 Détermination de la Concentration Minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la concentration de
substance la plus basse qui laisse au moins 0,01% de germes survivants (Yomeh et al., 2020).
Elle a été déterminée selon la méthode décrite par (Moroh et al.,2008 ;Konan et al., 2015;

Kouadio et al.,,2015) et a été réalisée en deux étapes d’une durée de deux jours .

® Le premier jour

-L'inoculum utilisé pour évaluer la CMI a été dilué a10°!, 102, 10~ et 10*. 11 s'agit de 100%,

10%, 1%, 0,1% et 0,01% de survivants a partir de I'inoculum initial, respectivement.

» L’inoculum initial et chaque dilution a été ensemencé en stries de 5 cm sur une boite de
gélose de Mueller-Hinton.

-Les boites ont ét¢ incubées a une température de 37 °C pendant 18 a 24 heures (boite A).

® Le deuxiéme jour

-Le lendemain, suite a la lecture de la CMI, un ensemencement en stries de 5 cm chacune a

¢été refait a partir des puits ou il n’y avait pas de croissance visible a I’ceil nu.

-Les boites ont été incubées a une température de 37 °C pendant 18 a 24 heures (boite B).

-Le nombre de germes obtenus sur une strie de 5 cm de long de la dilution 10-4 a été comparé

a celui du contenu de chaque puits expérimental.

-La concentration du premier puits expérimental dont le nombre de germes présente sur la

strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10-4 correspondra a la CMB.
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v En outre, les extraits végétaux testés ont été considérés comme bactéricides ou

bactériostatiques en fonction du rapport CMB/CMI (Berche ,2002;Kamanzi ef al., 1991).

-Ainsi, si le rapport CMB/CMI est :
» Inférieur a 4, la substance est considérée comme bactéricide.
» Supérieur a 4, la substance est considérée comme bactériostatique

5 KEvaluation de I’activité antioxydante des extraits de la plante par équivalence en
Trolox

L’activité antioxydante des trois extraits hydrométhanolique, hexanolique et butanolique a
été¢ déterminée par quatre méthodes : activité de piégeage des radicaux libres 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), le radical cation ABTS, le pouvoir réducteur (FRAP) et la

phénanthroline.

5.1 Activité de piégeage de DPPH

® Principe de la réaction

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (donneur de protons), conduit
a l’apparition d’une couleur jaunatre dont D’intensité est proportionnelle a [D’activité
antioxydante. La réaction est quantifiée en mesurant 1’absorbance de la solution par

spectrophotomeétre a 517 nm (Brand-Williams et al., 1995).
® Protocol

L’activité anti-radicalaire libre a été déterminée par la méthode de Blois (1958), la
technique consiste a :

-Dissoudre 4mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol et garder la solution
a-20°c a I’abri de la lumiere.

-Rajouter 160ul de la solution DPPH a 40ul de chaque extrait dilué¢ a 800; 400; 200;
100; 50; 25 et 12,5ug/ml .

-Incuber le mélange a 30 minutes.

-Lire I’absorbance du mélange a 517 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96
puits (PerkinElmer, EnSpire Multimode Plate Reader).

-Préparer le blanc en remplagant 1’extrait par le méthanol.
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Les résultats ont été exprimés en mg équivalent de Trolox par mg d'extrait (mg TE/mg Ex)en

utilisant la courbe d’étalonnage du Trolox.

5.2 Activité de piégeage de 2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS)

® Principe de la réaction

La réaction est basée sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) de couleur vert bleu en le transformant en
ABTS incolore. L’intensité de la réaction est quantifiée en mesurant 1’absorbance de la

solution par spectrophotometre a 734 nm (Chen et Ho, 1997).

Protocole

L'activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al.,(1999). Elle consiste a :

-Préparer une solution de I’ABTS avec le persulfate de potassium(K2S20s) en

mélangeant 19,2mg de ABTS(7mM) ; Sml H20 ; 3,3mg (K2S205) (2,45mM) et Sml K,O .
-Garder la solution a 1’abri de la lumiere pendant 12-16h.

-Rajouter 160ul de la solution DPPH a 40ul de chaque extrait dilué a 800; 400; 200;
100; 50; 25 et 12,5ug/mL .

-Incuber le mélange 10minutes a température ambiante a I’obscurité .

-Lire I’absorbance du mélange a 734 nm a I'aide d'un lecteur de microplaques a 96 puits

(PerkinElmer, EnSpire Multimode Plate Reader).

-Préparer un blanc en remplacant I’extrait par le méthanol.Préparer un blanc en

remplacant I’extrait par le méthanol.

Les résultats ont ét¢ exprimés en mg équivalent de Trolox par mg d'extrait (mg TE/mg extrait)

en utilisant la courbe d’étalonnage du Trolox

5.3 Activité de Phénanthroline

® Principe de la réaction

La mesure de I’ Activité antioxydante par la méthode de Phénanthroline est basée sur la

réduction de I’ion ferrique (Fe3™) en ion ferreux (Fe?*) par un antioxydant comparativement a

2+

un antioxydant de référence : le Trolox. L’ion Fe ainsi formé réagi avec I’ortho-
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phénanthroline pour donner un complexe de couleur rouge-orange. L’intensité de la réaction
est quantifiée en mesurant I’absorbance de la solution par spectrophotométre a 510 nm

(Yefrida et al., 2023).
® Protocole

L'activité de phénanthroline est déterminée par la méthode de (Szydlowska-Czerniaka et

al.,2008). Elle consiste a :

-Préparer une solution de phénanthroline a 0,5% en ajoutant 0,05g de phénanthroline a
10ml de méthanol et une solution de Ferric chloride FeCls (0,2%) en ajoutant 0,02g de
FeClsdans 10ml de H>O

- Mélanger un volume de 10 pL de chaque extrait (MeOH, EtOAc et n-BuOH) a
différentes concentrations (800; 400; 200; 100; 50; 25 et 12,5ug/mL) avec 50 pL de
chlorure de fer (FeCls) (0,2 %), 30 uL de solution de phénanthroline (0,5 %) et 110 uL de

méthanol.
- Les mélanges obtenus ont été¢ incubés a 30 °C pendant 20 min.

-Préparer un blanc est de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé

(méthanol)

-Lire l'absorbance des mélanges a 510 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques a 96 puits.

Les résultats ont été exprimés en mg équivalent de Trolox par mg d'extrait (mg TE/mg

extrait) en utilisant la courbe d’étalonnage du Trolox

5.4 Activité de pouvoir réducteur ferrique antioxydant (FRAP)

® Principe de la réaction

Cette méthode est basée sur la capacité d’un antioxydant a réduire le fer ferrique (Fe*?)
du ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s en fer ferreux (Fe*?) en formant le ferrocyanure de
potassium K4[Fe(CN)¢]. La réaction aboutit au virage du couleur jaune du Fe™ en couleur
bleu vert du Fe™. L’intensité de la réaction est quantifiée en mesurant 1’absorbance de la

solution par spectrophotometre a 700 nm (Pellegrini ez al., 2003).

® Protocole
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L'activité¢ antioxydante des trois extraits par la méthode du pouvoir réducteur est

déterminée par la méthode de Oyaizu (1986) avec quelques modifications. Elle consiste a :

-Mélanger 10 pul de chaque extrait dilué a 800; 400; 200; 100; 50; 25 e 12,5ug/ml avec
40 pL de tampon phosphate (0,2 M; pH 6,6) et 50 pl de ferricyanure de potassium KsFe
(CN)s (1 %)

-Incuber la plaque a 50 °C pendant 20 min

-Ajouter 50 ul d'acide trichloroacétique TCA (10 %), 40 ul d'eau distillée et 10 ul de
chlorure de fer FeCls (0,1 %)

-Lire I'absorbance du mélange obtenu a 700 nm a I'aide d'un lecteur de microplaques a

96 puits.

Les résultats ont été exprimés en mg équivalent de Trolox par mg d'extrait (mg TE/mg extrait)

en utilisant la courbe d’étalonnage du Trolox.

4.5. Préparation de la courbe d’étalonnage du Trolox

Une courbe d’étalonnage est tracée a partir des dilutions du Trolox. Une solution mere du
Trolox (S2) est préparée par faire dissoudre 1mg du Trolox dans 5 ml du méthanol pour avoir
une concentration de (0,2mg/ml). Une série de dilutions allant de 25ug/ml a 200 ug/ml est

préparée comme suit :
Trolox (25 pg/ml 25 ul Sm + 175 pl MeOH
(25 pg/ml) il H

Trolox (50 pg/ml) 50 pl Sm+ 150pul MeOH

—>

Trolox (75 pg/ml) 75 ul Sm + 125ul MeOH

SN

Trolox (100 pg/ml) —> 100 pl Sm + 100ul MeOH
Trolox (125 pg/ml) —> 125 pl Sm + 75u1 MeOH
Trolox (150 pg/ml) ——> 150 ul Sm + 50ul MeOH
Trolox (175 pg/ml) —> 175ul Sm + 25ul MeOH
Trolox (200 pg/ml) > 200ul Sm + 0 MeOH

A noter qu’il faut tester les extraits et voir si leurs valeurs d’absorbance sont inclues dans

la courbe d’étalonnage ou non. Si les valeurs d’absorbance ne sont pas inclues dans la courbe
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d’étalonnage, une nouvelle courbe doit se faire avec une dilution de 1/10 de la concentration
mere. Une série de dilutions a partir de la dilution 1/10 est par la suite préparée pour avoir des

concentrations de 2,5ug/ml jusqu’a 20ug/ml.

Nous mesurons 1’absorbance de chaque dilution de la méme maniére que les extraits. Une

courbe d’étalonnage de I’absorbance est tracée en fonction de la concentration du Trolox.
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II1. Resultats et Discussion

1 Les rendements d’extraction

le taux d'extraction varie en fonction de la partie utilisé de la plante (Oould El Hadj et al.,
2018). Les rendements en extraits secs apreés €vaporation des solvants sont présentés dans le
tableau 8. Il est évident d'aprés ces résultats que le taux d’extraction est proportionnel a la polarité
des solvants utilisés. Effectivement, I'extrait butanolique a enregistré le taux le plus ¢élevé, atteignant
14 %, suivi par l'extrait hexanolique avec 5,58% ; tandis que le taux le plus faible est de l'extrait

méthanolique, avec une valeur de 4,56%.

Tableau 8:les rendements des extraits

Matiére végétale seche 30g

Extrait Hydro-méthanolique Butanolique Hexanolique
Masse (g) 15,2 47 19,51
Rendement (%) 4,56 14,1 5,58
Couleur Vert bouteille Maron claire Maron foncé
Photo

Zehouf et Zaoui (2022) ont enregistré un rendement de 9,3% avec I’extrait aqueux de
Buxus dioica L. récoltée de la région de Boughtob, wilaya d’Elbyadh, Algérie. De 1’autre coté,
Oulebsir-Mohandkaci et al.(2015) ont rapporté des taux en polyphénols totaux de 29% et 17%
pour les extraits aqueux et méthanolique, respectivement de plante Buxus sempervirens récoltée du

jardin de la faculté des sciences de 1’université de Boumerdes, Algérie.

Cette différence peut étre due a la nature de la matiere végétale (Smith-Palmer et al., 2001).
Elle varie en fonction de I’organe récolté ; de la période ainsi qu’au mode de la récolte. Elle est
étroitement liée aux facteurs édaphoclimatiques du milieu (pluviométrie, altitude, latitude et la
nature du sol) (Boukemaya et Messaoudi, 2016) .Le mode de stockage et le conditionnement

influent aussi sur le rendement (Lee et al.,2003).

2 Taux des polyphénols totaux et des flavonoides

Les taux des polyphénols et des flavonoides ont été¢ déterminés a partir des équations de la

régression linéaire des courbes d’étalonnage indiquées dans les figures 10 et 11.
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Figure 10:courbe d’étalonnage (acide gallique)

1.20

1.00

0.80 -

0.60

absorbence a 765nm

0.40

0.20

y =0.0048x 0.96
R?=0.997

0.00

50 100 150 200

concentration(mg/g )

250

Les résultats obtenus (Tableau9) montrent que le taux des polyphénols le plus élevé a été
obtenus avec D’extrait hexanolique (221,35+3,05 pg GAE/ml), suivi par ’extrait butanolique
(145,66+£21,22 pg GAE/ml) et finalement I’extrait méthanolique (60,56+4, ung GAE/ml). Le taux
des polyphénols dans I’extrait hexanolique est proche de celui de I’extrait aqueux de la plante
Buxus sempervirens (230ug/ GAE/ml) ( Oulebsir-Mohandkaci et al .,2015). 11 est a noter que le
réactif de Folin-Ciocalteu n'est pas spécifique aux polyphénols et qu’il peut réagir avec d’autres

composés, ce qui aboutit a une surestimation de la quantité réelle de polyphénols (Tawaha et al.,

2007) .

Figure 11:courbe d’étalonnage (Quercetine)
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Tableau 9:Teneur totale en composés phénoliques et flavonoides

Extrait Contenu Flavonoides Total phénolique
(ug QE/ml) (ug QE/ml)
Hydrométhanolique 98,75+5,00 60,56+4,75
Hexanolique 87,22+5,59 221,35+3,05
Butanolique 44,79+6,62 145,66+21,22

Les valeurs ont été exprimées en moyenne £ SD (n = 3).

L’extrait hydrométhanolique s’est révélé le plus riche en flavonoides (98,75+5,00 ug QE/ml)
(Tableau 9) par rapport aux extraits hexanolique (87,22+5,59 pg QE/ml) et butanolique
(44,79+6,62 ng QE/ml). Ceci peut étre expliqué par le fait que le contenu en polyphénols et en
flavonoides, dépend de la polarité du solvant utilisé pour 1’extraction (Ali-Rachedi et al., 2018;

Falleh et al., 2021).

3 Activité antibactérienne

Dans cette étude nous avons testé ’activité antibactérienne des trois extraits des feuilles de
la plante Buxus dioica L. sur 15 souches d’entérobactéries productrices de la B-Lactamase, en plus
de deux souches de référence. L'évaluation de 1'activité antibactérienne des extraits a été réalisée en

utilisant deux paramétres : le diametre de la zone d'inhibition et la CML.

3.1 Zones d’inhibition

Les résultats obtenus dans les figures12 et 13 ainsi que les tableaux 10, 11et 12, montrent que
la sensibilité¢ des souches testées dépend de 1’espéce bactérienne, la souche testée, de la nature de

I’extrait et de sa concentration.

3.1.1 Souches pathogénes

v’ Proteus mirabilis :il s’est avéré que la souche de Proteus mirabilis (237) était extrémement
sensible a la solution mere de 1’extrait méthanolique, avec un diamétre de zone d’inhibition de
20mm. Elle était par contre trés sensible a la solution meére des extraits hexanolique et

butanolique avec des diameétres des zones d’inhibition de 16 et 14 mm, respectivement.

v' Escherichia coli : La souche d’Escherichia coli 660 était sensible a la solution mére de I’extrait

méthanolique (14mm) et résistante aux extraits hexanolique et butanolique. La souche 21 s’est
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avérée résistante aux extraits méthanolique et butanolique et sensible a 1’extrait hexanolique
(9mm avec I’extrait mére). La troisieme souche Escherichia coli (38) était résistante aux
extraits méthanolique et hexanolique et sensible a 1’extrait butanolique avec un diamétre de
zone d’inhibition de 10mm pour la solution mére. La souche 924 était sensible aux trois extraits
avec des diameétres de zones d’inhibition de 14mm a la concentration 50mg/ml de 1’extrait
méthanolique, 12 mm aux concentrations 50 et 12,5 mg/ml de I’extrait hexanolique et 10mm
avec la solution meére et la concentration 6,25 mg/ml de I’extrait butanolique. La souche
Escherichia coli (730) s’est avérée résistante aux extraits méthanolique et butanolique. Elle
¢tait par contre sensible a I’extraits hexanolique avec un diamétre de zone d’inhibition de

13mm, enregistré avec la concentration 6,25mg/ml.

Klebsiella pneumoniae : Trois souches de Klebsiella pneumoniaec 31,100 et 340 ¢étaient
sensibles a I’extrait méthanolique de la plante Buxus dioica L. avec des diamétres de zones
d’inhibition de 8,12 et 10 mm respectivement obtenus avec la solution mére et la concentration
50mg/ml pour la souche 31, la solution meére et la concentration 25 mg/ml pour la souche 100;
la concentration 6,25mg/ml pour la souche 340. Les souches restantes étaient par contre
résistantes a I’extrait méthanolique. L’extrait hexanolique a exhibé une activité antibactérienne
vis-a-vis toutes les souches de Klebsiella pneumoniae, a 1’exception de la souche Klebsiella
pneumoniae 39. D’ailleurs la souche 31 étaient extrémement sensible a la concentration
25,5mg/ml de cet extrait avec un diameétre de zone d’inhibition de 30mm. Les autres souches
¢taient sensibles a I’extrait hexanolique avec des diamétres de zones d’inhibition qui varient
entre 8 et 12 mm obtenus aux différentes concentrations. Toutes les souches de Klebsiella
pneumoniae étaient par contre résistantes a l’extrait butanolique sauf les deux souches K.
pneumoniae 32 et 340 qui étaient sensibles avec un diametre de zones d’inhibition de 8mm
obtenu avec la solution mere pour la souche 32 et les concentrations de 50mg/ a 12,5mg/ml
pour la souche 340. La souche Klebsiella pneumoniae (192) était sensible a la concentration
50mg/ml de I’extrait méthanolique et de 1’extrait butanolique avec des diameétres de zones
d’inhibition de 13mm et 12 mm respectivement. Elle était de 1’autre coté trés sensible a la

solution mére de I’extrait hexanolique de la plante (17mm).

3.1.2 Souches de référence

Escherichia coli ATCC25922 : ¢était trés sensible a la solution meére et la concentration
50mg/ml de I’extrait méthanolique (17mm). Elle était de I’autre coté extrémement sensible a

l'extrait hexanolique (29mm avec la concentration 50mg/ml) et résistante a I’extrait butanolique.
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v' Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 : était trés sensible a I’extrait méthanolique avec un
diametre de zone d’inhibition de 18mm obtenu aux concentrations 50 et 25 mg/ml, tandis
qu’elle était sensible aux solutions meres des extraits hexanolique et butanolique avec des

diameétres de zone d’inhibition de 13 et 12mm respectivement.

Il est a noter que le DMSO utilise comme témoin négatif n’a exhibé aucune activité

antibactérienne vis —a -vis toutes les souches bactériennes testées.

E.c 660 butanol E.c 660héxane E.c 660 méthanol

E.c 21 héxane E.c 21 butanol E.c 21 méthanol

— p=——

Pm 237 héxane

K.p 31 héxane K.p 31 méthanol K.p 31 butanol

Figure 12:zones d’inhibition des souches pathogeénes

E.c:Escherichia coli;P.m:Proteus mirabilis,K.p.:Klebsiella pneumoniae

E.c méthanol | E.c butanol E.c héxane

Figure 13:zones d’inhibition des souches de référence
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E.c:Escherichia coli ;K.p:Klebsiella pneumoniae

Tableau 10:Diamétre des zones d’inhibition et la sensibilité obtenu par 1’extrait méthanolique de
Buxus dioica L.

Souche Code Concentration mg/ml Sensibilité
Diamétre des zones inhibition en mm
100 50 25 12.5 6.25 T(-)
Proteus 237 [20+1]16+0,8 | 12+0,5| 12+0,6 6 - +++
mirabilis
Escherichi 730 6+ 6 6 70 6 - -
a coli 0,3
660 14 + 10 £ 10+0,1 6 6 - +
0,4 0,2
21 6 6 6 6 6 - -
579 9+0 9+0 |10+£0,1 | 8+0,2 8+0 - +
38 6 6 6 6 6 - -
924 12 + 14 + 8+0,1 | 10+£0,2 6 - +
0,4 0,4
Klebsiella 31 8+ 8+0,1 6 6 6 - -
pneumonia 0,1
e 100 12 10 £ 12+0 6 6 - +
+0,1 0,5
39 6 6 6 6 6 - -
32 6 6 6 6 6 - -
353 6 6 6 6 6 - -
107 6 6 6 6 6 - -
192 9+0 13+ 8+0 8+0 6 - +
0,1
340 8+0 8+0 | 10+£02|14+0,2 6 - +
K ATCC 14 18+0,4 | 18+0,3 | 14+0,1 | 9+0 - ++
pneumonia | 70603 | +0,3
e
E. coli ATCC | 17+ 17 £ 12+02 | 7+0 8+0 - ++
25922 0,2 0,1

T(-): Témoin négatif
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Tableau 11:Diamétre des zones d’inhibition et la sensibilité obtenu par I’extrait  hexanolique de
Buxus dioica L.

Souche Concentration mg/ml Sensibili
Code Diamétre des zones d’inhibition en mm té
100 50 25 12,5 6,25 T

Proteus 237 16+0,8 | 8+0,1 8+0,1 6 6 - ++

mirabilis
730 11+0,5 | 8+0,3 6 7+0,2 13+0,1 - +

Escherichi

a coli 660 6 6 6 6 6 - -
21 9+0,2 8+0,3 6 6 6 - +
579 6 10+£0,2 | 12+0,3 |12+0,3 |6 - +
38 6 6 6 6 6 - _
924 10+£0,2 | 12+0,3 | 10=+0,2 12+£0,3 | 10+£0,2 - +

Klebsiella 31 0 8+£0,1 10+£0,2 [30+12 |6 - +++

pneumoni

e 100 14+0 12+£0,5(12+0,2 | 1004 |8+0 - +
39 6 6 6 6 6 - -
32 14+04 6 6 6 6 - +
353 10£0,2 |9+£0,1 9+0,1 12+0,3 |6 - +
107 6 14+ 0,3 6 6 8+0,1 - +
192 17+02 |12+0,3 [ 11£0 11+£0,3 | 13+£0,1 - ++
340 9+0,1 10+0,1 | 8+0,1 10+£0,2 | 10+£0,2 - +

K.pneumo | ATCC7 | 13+0,3 | 10+0,2 |11£0,3 |12+0,1 |[6£0 - +

niae 0603

E. coli ATCC2 | 24,5+ 29+ 1,5 | 23+£0,5 |17+0,3 18+0,2 - +++

5922 1,4

T(-):Témoin négatif
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Tableau 12:Diamétre des zones d’inhibition et la sensibilité obtenu par 1’extrait Butanolique de
Buxus dioica L.

Souche Code Concentration mg/ml Sensibilit
Diameétre des zones d’inhibitions en mm ¢
100 50 25 12,5 6,25 | T(-)
Proteus 237 14+0,7 | 12+ 0,6 6 6 6 - +
mirabilis
Escherichia 730 6 6 6 6 6 - -
coli
660 6 6 6 6 6 - -
21 6 6 6 6 6 - -
579 6 6 6 6 6 - -
38 10£0 6 6 6 6 - +
924 | 10£0,2 | 8+0,1 8+0,1 6 10+ - +
0,2
Klebsiella 31 10£0,2 | 12£0,3 | 16=£0,5 6 6 - ++
pneumoniae
100 6 6 6 6 6 - -
39 6 6 6 6 6 - -
32 8+0,1 6 6 6 6 - -
353 6 6 6 6 6 - -
107 6 6 6 6 6 - -
192 | 8+0,2 |12+£0,1 |7+0,5 |6%0 11+ - +
0,2
340 |8+0,1 |8%0,1 8+0,2 |8=£0,1 8+ - +
0,1
K. Atce 12+£0,5 | 6+0,2 6 6 6 - +
pneumoniae | 70603
E. coli Atce 70,1 |70 8+0 6 6 - -
25922

T(-):Témoin négatif

3.2 Résultats de la CMI

Pour confirmer quantitativement les résultats obtenus par la méthode de diffusion en disques,
nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) de chaque extrait par la

technique de dilution en milieu liquide. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 13.
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Tableau 13:Les CMI obtenues des souches.

Souches Extrait | CMI (mg/ml)
testé Méthanolique | Hexanolique | Butanolique
Proteus 237 <0,78 <0,78 25
mirabilis

E. coli 730 25 3,12 >100
660 25 >100 >100
21 >100 25 >100
579 3,12 6,25 >100

38 25 50 50
924 1,56 1,56 3,12
31 50 6,25 12,5
100 12,5 1,56 >100
39 >100 >100 >100

32 12,5 50 50
K. pneumoniae 353 3,12 6,25 >100
107 >100 25 >100
340 3,12 <0,78 3,12
192 12,5 3,12 3,12
Klebsiella ATCC70603 3,12 <0,78 3,12
E. coli ATCC 25922 3,12 <0,78 3,12
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3.2.1 Souches pathogénes

Proteus mirabilis 237 était sensible aux trois extraits avec des concentrations minimales
inhibitrices <0,78 pour les extraits méthanolique et hexanolique 25mg/ml pour I’extrait
butanolique
Escherichia coli 730 était caractérisée par des concentrations minimales inhibitrice de
25 et 3,12 mg/ml pour les extraits méthanolique et hexanolique. Elle était par contre
résistante a 1’extrait butanolique dont la concentration minimale inhibitrice est >100mg/ml.
Escherichia coli 660 était sensible a I’extrait méthanolique avec une CMI de 25 mg/ml. Elle
¢tait par contre résistante aux deux autres extraits, hexanolique et butanolique
(CMI>100mg/ml).
Escherichia coli 21 était sensible a ’extrait hexanolique avec une CMI de 25mg/ml. Elle
¢tait par contre résistante aux extraits méthanolique et butanolique (CMI>100 mg/ml).
Escherichia coli 579 était sensible aux extraits méthanolique et hexanolique avec des CMI
de 3,12 et 6,25 mg/ml respectivement. Elle était de 1’autre coté résistante a 1’extrait
butanolique (CMI>100mg/ml).
Escherichia coli 38 était sensible aux trois extraits avec des CMI de 25 mg/ml pour I’extrait
méthanolique et 50mg/ml pour les extraits hexanolique et butanolique.
Escherichia coli 924 était sensible aux trois extraits avec des CMI de 1,56 mg/ml pour les
extraits méthanolique et hexanolique et 3,12mg/ml pour I’extrait butanolique.
Klebsiella pneumoniae 31 était sensibles aux extraits testés avec des CMI de 50 ; 6,25 et
12,5 mg/ml pour I’extrait méthanolique, hexanolique et butanolique respectivement.
Klebsiella pneumoniae 100 était sensible aux extraits méthanolique et hexanolique avec des
CMI de 12,5mg/ml et 1,56mg/ml respectivement. Elle était par contre résistante a 1’extrait

butanolique (CMI>100mg/ml).

V' Klebsiella pneumoniae 39 était résistante a tous les extraits (CMI>100mg/ml).

Klebsiella pneumoniae 32 était résistantes aux trois extraits testés avec des CMI de
12,5 pour I’extrait méthanolique et 50 pour les extraits hexanolique et butanolique

respectivement.
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v’ Klebsiella pneumoniae 353 était caractérise par une sensibilité aux extraits méthanolique et
hexanolique avec des CMI de 3,12 et 6,25 mg/ml respectivement. Elle était résistante a
I’extrait butanolique (CMI>100mg/ml).

v Klebsiella pneumoniae 107 était sensible a I’extrait hexanolique avec une CMI de 25mg/ml.

Elle était par contre résistante aux extraits méthanolique et butanolique (CMI>100mg/ml).

v’ Klebsiella pneumoniae 340 a montré une sensibilité aux trois extraits avec des CMI de 3,12 ;
<0,78mg/ml et 3,12mg/ml pour I’extrait méthanolique, hexanolique et butanolique
respectivement.

v Klebsiella pneumoniae 192 était sensible aux trois extraits avec des CMI de 12,5 mg/ml

pour I’extrait méthanolique et 3,12 mg/ml pour les extraits hexanolique et butanolique

3.2.2 Souches de référence

v' Escherichia coli ATCC 25922 s’est avérée sensible aux trois extraits testés avec des CMI de
3,12 pour les extraits méthanolique et butanolique et <0,78mg/ml Pour I’extrait hexanolique .

v’ Klebsiella pneumoniaeATCC70603 était sensible aux trois extraits avec des CMI de
3,12mg/ml pour les extraits méthanolique et butanolique et <0,78mg/ml pour I’extrait
hexanolique.

A notre connaissance peu de travaux ont été réalisés sur ’activité bactériologique des
plantes appartenant au genre Buxus. Zehouf et Zaoui (2022) ont montré que 1’extrait méthanolique
de la plante Buxus dioica L. a exhibé une activité antibactérienne vis-a-vis Klebsiella pneumoniae
avec une zone d’inhibition de 10mm avec la concentration Smg/ml, Il n’a par contre montré aucune
activité contre la souche Escherichia coli ATCC25922. L’extrait méthanolique de la plante B.
macowanii s’est 1évélé actif contre Escherichia coli ATCC 25922 avec une CMI de 1,2 mg/ml
(Ngobeni et al., 2020).

La majorité¢ des souches testée ont montré une sensibilité vis-a-vis les extraits par rapport
aux antibiotiques testés, dont elles sont multirésistantes. Ceci est expliqué par le fait que les extraits
naturels sont riches en plusieurs molécules bioactifs ce qui rend la résistance bactérienne a ces
molécules difficile (Vasey,2014) .En fait, les plantes contiennent plusieurs composés phénoliques
dotés d’une action antimicrobienne (alkaloids, tanins, flavonoides, etc...) (Ait Kaki et al., 2019) .
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A titre d’exemple I’acide coumarique et I’acide benzoique, constituent des agents de lutte
chimique contre les bactéries pathogénes (Kossonou et al., 2019).

La sensibilité des souches testées aux trois extraits varie en fonction du solvant utilisé, ainsi
le solvant peut influencer la composition phytochimique et donc I’activité antibactérienne d’un
extrait (Balouiri et al., 2016).

I est important aussi de noter que la sensibilité des souches aux extraits varie au sein de la
méme espece. Ceci peut étre expliqués par les différences génétiques entre les souches bactériennes
et les facteurs environnementaux liés au milieu de culture de la bactéric (Woods et al., 2021) ;
(Saleem et al., 2019).En outre, I’extrait hexanolique s’est montré actif contre la majorité¢ des
souches testées ce qui corrobore les résultats des teneurs en polyphenols ou I’extrait hexanolique a
enregistré le taux le plus élevé.

La faible sensibilité de certaines souches aux trois extraits de la plante Buxus dioica L.
exprimée par des concentration minimales inhibitrices élevées ,peut étre expliquée par le fait que
les composés responsable de 1’action antibactérienne sont de nature hautement lipophile (Albano
et Miguel, 2010). Cela réfere probablement a la capacité des molécules liposoluble a s’intercaler

dans la membrane de ces cellules bactériennes et les endommager (Khadri,2018).

3.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide des extraits

3.3.1 Souches pathogénes

v’ Proteus mirabilis 237 : La concentration minimale bactéricide de cette souche était de I’ordre
0,78 mg/ml pour les extraits méthanolique et butanolique et 1,56mg/ml pour I’extrait
hexanolique. Le rapport CMB/CMI < 4 indique que les extraits exercent un effet bactéricide sur
Proteus mirabilis 237.

v’ Escherichia coli : Les trois extraits exercent un effet bactéricide sur toutes les souches
d’Escherichia colis avec des concentrations minimales bactéricides variant entre 0,78et
25mg/ml. L’activité bactéricide n’a pas été déterminée avec I’extrait méthanolique vis-a-vis la
souche 21 et I’extrait butanolique vis-a-vis les souches 21, 730, 660 et 579 en raison de la
résistance de ces souches aux extraits.

v’ Klebsiella pneumoniae : Les concentrations minimales bactéricides des souches de Klebsiella

pneumoniae varient de 0,06 a 0,5 mg/ml. Les trois extraits exercent un effet bactéricide sur ces
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souches (CMB/CMI <4). A noter que I’activité bactéricide n’a pas été¢ déterminée dans le cas
de la souche 39 qui était résistante aux trois extraits, la souche 107 avec I’extrait méthanolique

et butanolique ainsi la souche 353 avec I’extrait butanolique.

3.3.2 Souches de référence

Les deux souches de référence Klebsiella pneumoniae ATCC70603 et Escherichia coli ATCC
25922 étaient sensibles aux trois extraits avec des concentrations minimales bactéricides variant
Entre 0,78 et 12,5 mg/ml, sachant que les trois extraits colis exercent un effet bactéricide sur les
deux souches de référence (CMB/CMI<4).

Toutefois, cette action bactéricide de I’extrait polyphénolique sur la cellule bactérienne de
mesure encore insuffisamment élucidée (Lakhdar et al.,2012). Plusieurs mécanismes seraient mis
en jeu(Bakkali et al.,2008) précipitation des protéines et des acides nucléiques (Rafi et al.,1994),
inhibition de la synthése des macromolécules (AND, ARN, protéines et peptido-glycanes(Combe et
al. , 1988), inhibition de la perméabilité membranaire sélective (Bouchikhi, 1994) et détérioration
membranaire, inhibition de la glycolyse et déplétion potassique (Cox et al.,1998), modification de
la morphologie de la cellule bactérienne (Pattnaik,1995),absorption et formation d’un film autour
de la cellule bactérienne avec inhibition des processus de respiration, d’absorption et d’excrétion
(Rafi et al,1994).

L’activité bactéricide des feuilles de Buxus dioica L. serait donc un fondement scientifique a

son utilisation dans le traitement des infections aux bactéries multirésistantes.
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Extrait Méthanolique Hexanolique Butanolique
Souche | CMB | CMI CMB | CMI CMB | CMI =
~. - N — - ~ — =
mg/ml | mg/ml %2 £ | mg/m | mg/ml %2 < | mg/ml | mg/m gz i3
O O /@ O O |M[m O @]
1 1
£ | 237 | 0,78 0,78 1 1,56 | 0,78 1 0,78 25 0,03
A
730 | 6,25 25 0,25 3,12 | 3,12 1 / / ND
660 | 12,5 12,5 1 / / ND / / ND
Sl 7 /| ND >100 | 25 | 4 / /| ~ND
3
<
21579 | 3,12 12,5 | 0,25 0,78 | 6,25 | 0,06 / / ND
i\
~=
Q
5] 38 | 12,5 25 0,5 1,56 25 0,06 1,56 50 0,03
%}
=
924 | 0,78 1,56 05 (& | 0,78 12,5 | 0,06 1,56 | 3,12 0,5
N
S
31 1,56 25 0,06 | & | 625 | 625 1 o | 0,78 12,5 | 0,06 |
= =
2 2
100 | 12,5 12,5 1 1,56 1,56 1 |5 / / ND | %
3 k3]
5 &
o 39 / / ND / / ND |R / / ND | &
=
S
S| 32| 0,78 12,5 | 0,06 12,5 50 0,25 3,12 50 0,06
Ny
Q
2353 3,12 3,12 1 0,78 | 6,25 | 0,12 / / ND
s
107 / / ND 1,56 | 6,25 | 0,06 / / ND
340 | 0,78 3,12 | 0,25 0,78 | 0,78 1 0,78 | 3,12 | 0,25
192 | 3,12 6,25 0,5 3.12 | 3,12 1 3,12 | 3,12 1
Kpneumoniae |3 17 3,12 1 0,78 | 3,12 | 0,25 1,56 | 3,12 0,5
ATCC70603
escherichia | 1 56 12,5 | 0,12 1,56 | 3,12 0,5 1,56 | 12,5 | 0,12
coliATCC
25922
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4 Activité antioxydante

Les résultats du tableau 15 révelent que l'extrait butanolique présente la plus haute

activité de piégeage des radicaux libres DPPH,

Avec une valeur de (69,67 = 0,17 mg TE/mg), suivi par l'extrait hexanolique avec (69,06 +

1,24 mg TE/mg), puis par l'extrait méthanolique avec (68,26 + 0,20 mg TE/mg).

Ces valeurs d'activit¢ antioxydante sont significativement plus élevées que les
standards utilisés, a savoir (5,12 + 0,21 mg TE/mg) pour le Trolox et (4,39 + 0,01 mg TE/mg)

pour l'acide ascorbique.

Concernant l'activit¢ de pouvoir réducteur ferrique antioxydant (FRAP), l'extrait
méthanolique présente la valeur la plus élevée, avec (718,12 + 39,28 mg TE/mg), suivi par
l'extrait hexanolique avec (696,54 + 34,04 mg TE/mg), et enfin l'extrait butanolique avec
(417,24 £ 56,63 mg TE/mg). Ces valeurs dépassent largement celles des standards utilisés, qui
sont de (5,25 = 0,20 mg TE/mg) pour le Trolox et (3,62 = 0,29 mg TE/mg) pour l'acide

ascorbique.

Une variation est observée dans l'activité des radicaux libres ABTS par rapport aux
résultats de DPPH. L'extrait hexanolique présente la valeur la plus élevée (109,62 + 0,25
mgTE/mg), suivi par l'extrait méthanolique (108 + 0,94 mgTE/mg) et 'extrait butanolique
(102,44 + 1,26 mgTE/mg). Ces valeurs d'activité sont également supérieures aux standards
utilisés, qui se situent entre (3,21 + 0,06 mgTE/mg) pour le Trolox et (3,04 = 0,05 mgTE/mg)

pour l'acide ascorbique.

Dans les tests de Phénanthroline, I'extrait hexanolique affiche la valeur la plus élevée
(408,8 + 15,16 mgTE/mg), suivi par l'extrait méthanolique (405,91 £+ 105,61 mgTE/mg) et
enfin I'extrait butanolique (314,24 + 21,46 mgTE/mg). Comparativement, les valeurs des
standards, soit 5,21 £+ 0,27 mgTE/mg pour le Trolox et 3,08 + 0,02 mgTE/mg pour l'acide

ascorbique, sont inférieures a nos résultats.

Aftab et al.(2018) de leurs coté ont montré que I’extrait méthanolique de la plante
Buxus papillosa exhibe une faible activité de piégeage du radical DPPH (ICso 41,2+2,5ug/ml)
par rapport a ’extrait aqueux (ICso 18,442,5). Le pouvoir réducteur ferrique antioxydant

(FRAP) de cette plante s’est avéré par contre plus significatif dans I’extrait méthanolique
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(ICso 16,6+1,0 pg/ml) en comparaison avec I’extrait aqueux (ICso 28,7+2,0 pg/ml).
Contrairement a nos résultats, Zehouf et Zaoui (2022) ont montré que 1’extrait méthanolique
de la plante Buxus dioica L. est doté d’une capacité significative a piéger le radical DPPH
avec une concentration inhibitrice égale a IC50 de 2,01 mg/ml.

L’activité antioxydante des extraits testés pourrait s’expliquer par I’existence de substances
polyphénoliques (Ghedadba et al,2015),connues pour leurs activités antioxydantes et
biologiques telles que: I'acide p-coumarique (Chen ef al.,2019), le kaempférol (Jakimiuk et

al.,2022), la Quercétin et la naringénine (Nishimura et al., 2013).

Dans 1'ensemble, ces résultats renforcent la corrélation entre la teneur phénolique des
extraits de plantes et leur activité antioxydante, comme démontré par I'extrait hexanolique qui
affiche la plus haute valeur de polyphénols et la plus forte activit¢ antioxydante. Cette

observation est conforme aux conclusions de I'é¢tude menée par (Shen et al., 2020).

Tableau 15: Activités anti-oxydante des extraits de la plante Buxus dioica L.

Extrait DPPH (mgTE/mg) ABTS(mgTE/mg)  Phénanthroline (mgTE/mg) FRAP(mgTE/mg)
Meéthanolique 68,26+ 0,20 108+ 0,94 405,91+ 105,61 718,12+ 39,28
Hexanolique 69,06+1,24 109,62+ 0,25 408,8 + 15,16 696,54+ 34,04
Butanolique 69,67+ 0,17 102,44+ 1,26 314,24 £ 21,46 417,24 + 56,63
Trolox 5,12+0,21 3,21+ 0,06 5,21+ 0,27 5,25+ 0,20
Acide ascorbique 4,39 £0,01 3,04+ 0,05 3,08+ 0,02 3,62+ 0,29

Les résultats sont exprimés en moyenne =SD (n=3)
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L’émergence croissante de la résistance aux antibiotiques, notamment celle observée
chez les bactéries multirésistantes et en particulier les entérobactéries productrices des [-
lactamines, représente une menace sérieuse pour la santé publique a I’échelle mondiale et en
Algérie, en affaiblissant 'efficacité des traitements et en augmentant les risques pour la santé.
Cette étude est donc une tentative de découvrir de nouveaux agents antibactériens a partir des
extraits des feuilles de la plante Buxus dioica L. Les résultats obtenus indiquent qu’a
I’exception de la souche Klebsiella pneumoniae 39, toutes les autres souches sont sensibles a
en moins un extrait, confirmant ainsi le large spectre de I'activité antibactérienne des feuilles
de Buxus dioica L., bien que le diamétre de la zone d'inhibition et la CMI varient d'une
bactérie a l'autre. En outre, I'extrait hexanolique, a démontré une activité¢ antibactérienne
significative contre les entérobactéries testées ou le diametre de la zone d’inhibition a atteint
30mm avec la souche Klebsiella pneumoniae 31, ce qui est en corrélation avec les résultats
indiquant la richesse de I’extrait hexanolique en polyphénols par rapport aux autres extraits.
La souche Proteus mirabilis 237 a montré une sensibilité¢ aux trois extraits, de méme que la
souche Escherichia coli 924 et les souches Klebsiella pneumoniae 340,192 et 31. La
sensibilité des bactéries est complétée par la détermination de la CMI en milieu liquide. Les
résultats révelent que les CMI des extraits varient de 0,78mg/ml pour les souches sensibles
a >100mg/ml pour les souches résistantes. De plus, les extraits testés se caractérisent par un
effet bactéricide sur toutes les souches démontrant une sensibilité en milieu liquide et dotés de

propriétés antioxydantes dépassant les standards utilisés en particulier I’extrait hexanolique.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons conclure que la plante Buxus dioica L. est
une source naturelle de molécules chimiques possédant des activités antibactériennes et
antioxydantes trés importantes. Ces résultats pourraient contribuer au traitement des
différentes infections causées par des entérobactéries et a pallier le probléme de résistance des

micro-organismes aux antibiotiques.

Enfin, bien que les résultats obtenus in vitro soient prometteurs, ils ne constituent
qu'une premicre étape dans la recherche de substances naturelles biologiquement actives. Des
essais complémentaires seront nécessaires pour confirmer les performances de la plante. En
perspective, il est recommandé de tester la toxicité de la plante, de caractériser les principes

actifs par des méthodes analytiques plus performantes telles que ’'HPLC, le GC-SM et le
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RMN, de tester l'activité antibactérienne des extraits de la plante in vivo, et de développer des

combinaisons entre ces extraits et les antibiotiques ou des compléments a base de cette plante.
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