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Résumé

Ce travail contribue a I'étude de l'effet des facteurs édapho-climatiques sur la teneur et
la qualité des métabolites secondaires chez Aristolochia longa L. et Capparis spinosa L. qui

ont été prélevées dans trois wilayas de climat different.

Un criblage phytochimique a été effectué afin d'identifier les principaux groupes
chimiques présents. Le contenu en polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols ont été
quantifiés par des dosages spectrophotométriques. La puissance antioxydante des extraits a été
évaluée in vitro par cing méthodes. L’activité enzymatique a été évaluée par le test d’anti-
Alzheimer et I’activité antibactérienne a été faite selon la méthode de diffusion sur disques. Une
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) a été

utilisée pour la détermination de la composition chimique des extraits actifs de deux plantes.

L’étude chimique des deux plantes a permis de faire la lumiére sur un certain nombre
de groupes chimiques : les polyphenols, les flavonoides, les tanins, les alcaloides et les glucides.
L'estimation quantitative a montré la richesse des extraits MeOH d’A. longa de Mila en TPC et
TFC (176.56+1.64ug EAG/mg d’extrait, 43.51+1.13ug EQ/mg d’extrait respectivement). Pour
C. spinosa la grande teneur en TPC et TFF a été enregistré au niveau des feuilles de Sétif avec
TPC=49.83ug EAG/mg d’extrait et TFF=77.77ug EQ/mg d’extrait.

Les activités antioxydantes ont démontré que les extraits MeOH des feuilles d’A. longa
de Mila et Jijel presentent le meilleur effet antioxydant. Pour I’espéce type C. spinosa le
meilleur effet inhibiteur a été enregistré au niveau des feuilles de Sétif. L’activité anti-

Alzheimer a montré que les extraits avaient des effets anti-AChE et BChE tres significatifs.

L'extrait MeOH d’A. longa de Mila semble avoir I'effet inhibiteur le plus puissant contre
S. aureus, E. coli et E. faecalis avec des zones d’inhibition 12.83mm ; 11.88mm et 10.33mm
respectivement. Concernant C. spinosa les extraits MeOH des feuilles et de racines de Sétif
montrent une activité anti- S. aureus et anti- E. coli avec des zones d'inhibition de 8.66mm,
9.01mm, 10.32mm et 10.21mm respectivement. La LC-MS/MS a réveélé la présence de six
composés pour A. longa de Mila et Jijel et quatre composés pour I’extrait méthanolique de
feuilles de Sétif. Pour C. Spinosa L., I’analyse a révélé la présence de cinq composés pour le

caprier de Sétif et 4 composés pour le caprier provient de Mila et Jijel.

Mots clés: Aristolochia longa L., Capparis spinosa L., Teneur en polyphénols, activités

antioxydantes, anti-Alzheimer, antibactérienne, LC-MS/MS, facteurs écologiques.
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Abstract

This work contributes to the study of the effect of edapho-climatic factors on the content
and quality of secondary metabolites in Aristolochia longa L. and Capparis spinosa L.which

were collected in three wilayas of different climate.

A phytochemical screening was performed to identify the main chemical groups present.
The content of polyphenols, flavonoids, flavones and flavonols was quantified by
spectrophotometric assays. The antioxidant power of the extracts was evaluated in vitro by five
methods. Enzymatic activity was evaluated by the anti-Alzheimer test and antibacterial activity
was done by the disk diffusion method. An LC-MS/MS was used for the determination of the

chemical composition of the active extracts.

Chemical investigation of both plants shed light on a number of chemical groups:
polyphenols, flavonoids, tannins, alkaloids, and carbohydrates. Quantitative estimation showed
the richness of MeOH extracts of A. longa from Mila in TPC and TFC (176.56+1.64ug EAG/mg
extract, 43.51+1.13ug EQ/mg extract respectively). For C. spinosa the high content of TPC and
TFF was recorded at the level of leaves from Setif with TPC=49.83ug EAG/mg extract and
TFF=77.77ug EQ/mg extract.

Antioxidant activities showed that MeOH extracts of A. longa leaves from Mila and Jijel
have the best antioxidant effect. For the species C. spinosa the best inhibitory effect was
recorded in the leaves of Setif. The anti-Alzheimer activity showed that the extracts had very
significant anti-AChE and BChE effects.

The MeOH extract of A. longa from Mila seems to have the strongest inhibitory effect
against S. aureus, E. coli and E. faecalis with inhibition zones of 12.83mm; 11.88mm and
10.33mm respectively. Concerning C. spinosa, MeOH extracts of leaves and roots from Setif
show anti-S. aureus and anti-E. coli activity with inhibition zones of 8.66mm, 9.01mm,

10.32mm and 10.21mm respectively.

The LC-MS/MS revealed the presence of six compounds for A. longa from Mila and
Jijel and four compounds for the methanolic extract of leaves from Sétif. for C. Spinosa L., the
analysis revealed the presence of five compounds for the caper from Sétif and 4 compounds for

the caper from Mila and Jijel.

Key words: Aristolochia longa L., Capparis spinosa L., Polyphenol content, antioxidant

activity, anti-Alzheimer, antibacterial activities, LC-MS/MS, ecological factors.
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Introduction générale

Les plantes, sont de principal artisan des molécules, créent une gamme pratiquement
infinie d'entités moléculaires. Depuis les temps anciens, elles constituent la colonne vertébrale
du systéme traditionnel de guérison dans le monde entier (Malik et al., 2022). Dans les pays en
développement, plus de 80% de la population dépend des plantes médicinales pour ses soins de
santé primaires (Adnan et al., 2014 ; Zargoosh et al., 2019).

L'importance des plantes comme candidat potentiel pour la découverte de médicaments
est principalement due a leur diversité structurelle qui reste encore inexploitée (Veeresham.,
2012). Les composes dérivés des plantes sont utilisés depuis I'antiquité a des fins cliniques et
sont mieux acceptés et tolérés par les patients (Newman et Cragg., 2012). Aujourd’hui,
I’importance pharmacologique des métabolites d’origine végétale augmente en raison des
découvertes continues sur leur role et leur potentiel dans les soins de santé, de I’apparition de
résistance a certaines classes d’agents anti-infectieux et du probléme de sous-développement
d’une grande partie de la population mondiale (Belhouala et Benaraba., 2021).

L'isolement et la caractérisation des composés issus des plantes ont commencé au 19°™
siecle. Prés de 11% des 252 médicaments considérés comme fondamentaux et essentiels par
I'OMS étaient exclusivement d'origine végétale. Elles servent également de modeles pour la
conception, la semi-synthése ou la synthése compléte de nouveaux agents pour le traitement de
diverses maladies (Rout et al., 2009).

L’ Algérie, grace a sa surface, sa situation géographique particuliere, ses sols et son
climat trés variés, ce pays constitué d’une gamme d’espéces végétales trés diversifiée et riche
en matiéres actives. La richesse de la flore algérienne est incontestable,
avec environ 4300 especes et sous-especes de plantes vasculaires. Elle recéle un grand nombre
d’especes classées en fonction de leur degré de rareté : 289 espéces assez rares, 647 especes
rares, 640 especes tres rares, 35 especes rarissimes et 168 espéces endémiques (Kouider et al.,
2019).

L’étude des facteurs environnementaux constitue une partie importante de I’écologie
végetale qui étudie les relations des végétaux avec le milieu externe (biotique et abiotique) dans
lequel ils vivent. La quantité et la qualité des molécules bioactive dépendent d’un grand nombre
de parametres environnementaux d’origines différents notamment les conditions
géographiques, climatiques et édaphiques. Le climat présente lI'ensemble des actions de

I'atmospheére, c'est un facteur écologique déterminant pour la croissance et le développement
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des plantes, il intervient directement par ses effets sur les différents processus physiologiques
et métaboliques et la succession des stades phénologiques des plantes (Ramade., 1984).

Les caractéristiques climatiques méditerranéennes de I'Algérie sont favorables au
développement des deux plantes médicinales spontanées (Aristolochia longa L.) et (Capparis
spinosa L.), ces deux plantes qui sont moins connues mais présentent un potentiel thérapeutique
et ayant un impact écologique et économique fort intéressant. Pour une meilleure connaissance
du patrimoine végétal local et afin d'évaluer la variabilité, plusieurs caractéres ont été étudiés
chez ces deux especes. La température, les précipitations et le sol sont des facteurs écologiques
de premiére importance car elles contrdlent l'ensemble des phénomenes métaboliques et
conditionnent la répartition de la totalité des especes et des communautés d'étres vivants dans
la biosphére (Ramade., 1984).

Notre travail s'inscrit dans le cadre d'une contribution a une meilleure connaissance des
substances bioactives d'Aristolochia longa L. et de Capparis spinosa L. plantes médicinales
récoltées dans trois wilayas d'Algerie qui présentent des étages bioclimatiques variés; la wilaya
de Sétif (semi-aride), la wilaya de Mila (subhumide) et la wilaya de Jijel (humide), et de
découvrir I'effet des facteurs climatiques, a savoir les précipitations, la température, I'humidite,
et édaphiques (le sol) sur la teneur, la composition chimique et I’efficacité de ces métabolites
secondaires.

L’objectif de notre travail vis a déterminer la teneur en polyphénols, en flavonoides en
flavones et flavonols des extraits bruts de trois organes de deux plantes A. longa L. et C. spinosa
L. Nous allons analyser les extraits méthanoliques brutes des feuilles de deux plantes par la LC-
MS/MS qui nous a permis de déterminer la composition chimique de ces extraits dans le but de
comparer nos résultats en fonction de lieu de récolte et a ceux de la littérature afin de déterminer
les conditions écologiques (climatiques et édaphiques) les plus favorable a la synthése et a la
production des métabolites secondaires. Aussi, nous allons évaluer quelques activités biologiques
(antioxydantes, enzymatiques et antibactériennes) des extraits de deux plantes, afin de
déterminé I’efficacité et la capacité de chaque extraits.

Notre travail a été divisé en trois parties, nous aborederons dans une premiére partie une
étude bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier concerne une description
détaillée sur les deux especes étudiée. Le deuxiéme chapitre est consacre aux données générales
sur les métabolites secondaires, leurs classifications, leurs propriétés pharmacologiques et voir
I’effet des facteurs écologiques sur ’accumulation de ces composés actifs dans les plantes. Le
troisieme chapitre comprend des généralités sur les activités antioxydantes, anticholinestérases

et antibactériennes.



Introduction générale

La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui porte sur :

e Analyses granulométriques et physicochimiques de sol de trois wilayas d’étude ;

e Analyses des données météorologiques pendant la période 2010-2019 ; pour définir le
climat de trois wilayas d'étude, cela impose I'utilisation des indices climatiques ; le
diagramme pluviothermique de Bagnouls et Gaussen et le quotient pluviométrique
d'Emberger (Q2).

e Criblage phytochimiques (screening phytochimique) des différents extraits de deux
plantes ;

e Dosage des phénols totaux (TPC), des flavonoides (TFC), des flavones et flavonols
(TFF) ;

e Etude des activités antioxydantes des extraits de deux plantes, par cing méthodes : le
test au radical libre DPPH®, Chélation des ions metalliques (FRAP), test de la capacité
antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC), piégeage de I’ABTS et test de
blanchissement du B-caroténe ;

e Evaluation de I’activité anti-cholinestérase (anti AChE et anti BChE);

e Evaluation de [Iactivité antibactérienne vis-a-vis quatre souches bactériennes
pathogenes ATCC ;

e Essai d’identification des composés polyphénoliques des extraits qui ont donnés des

bonnes teneurs en dosage et en activités biologiques par la LC-MS/MS.

La derniére partie de ce travail comprend la discussion des résultats de 1’étude
phytochimique de deux plantes Aristolochia longa L. et Capparis spinosa L. ainsi que les
composes identifiés par 1’analyse chromatographique de type LC-MS/MS des extraits
méthanolique bruts des feuilles de deux especes, en plus des résultats d’étude des activités
antioxydantes, anticholinestérases et antibactériennes, et aussi les résultats des analyses
climatiques et édaphiques de trois wilayas d’étude. Enfin les conclusions essentielles sur

I’ensemble de ce travail, ainsi que les perspectives de sa continuité ont été dégagées.
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. Historique

Les plantes médicinales sont utilisées pour le traitement de plusieurs pathologies gréace
a leur richesse en molécules bioactifs (Bouteldja et al., 2021). Elles font partie du savoir de base
de toutes les sociétés humaines (Thirumal et al., 2012). Ces molécules d’origine végétale
participent dans divers domaines tels que cosmétique, technologie alimentaire et
pharmaceutique (Merouani et al., 2017 ).

La flore algérienne est tres riche et diversifiée vu sa position biogéographique
privilégiée et son étendu entre la Méditerranee et I'Afrique sub-saharienne. La diversité des
climats (marins, continentaux et désertiques) et de sol ont un effet non seulement sur l'intensité
de la diversité végétale, mais aussi sur le profil chimique en molécules bioactives chez les
plantes. Ces composés bioactifs ont suscité un intérét particulier pour leurs valorisations dans
différents secteurs economiques. Dans cette optique, les études phytochimiques sont souvent
orientées vers les plantes a usage thérapeutique (Aristolochia longa L.) et & usage condimentaire
et pharmacologique (Capparis spinosa L.).

I.1. Présentation de la famille des Aristolochiacées et le genre d’Aristolochia longa L.

e Famille des Aristolochiacées

Est une famille de plantes dicotylédones de divergence ancienne qui comprend six genres
(le genre Aristolochia est le plus large) (Dhouioui et al., 2016 ; Wu et al., 2004) et environ 500
especes de vivaces herbacées, de sous-arbrisseaux ou d'arbustes portant des huiles essentielles
largement distribuées en Asie tropicale, I’Afrique (Fig.1) et I’Amérique du Nord et du Sud
(Chawla et al., 2013 ; Polevova., 2015 ; Benaraba et al., 2016). Elle est généralement divisée
en deux sous-familles : la premiére des Asaroideae qui se produit principalement dans les
régions du nord tempéré avec une diversité en Asie et la sous-famille des Aristolochioideae a

une distribution principalement tropicale et subtropicale (Thirumal et al., 2012).

Figure 1. Répartition de la famille des Aristolochiaceae dans le monde (Mangnoliides et
al., 2006).

4



Chapitre 1 : Présentation des espéces étudiées Partie | : Recherche Bibliographique

+ Avristolochia longa L.

De nombreuses plantes du genre Aristolochia ont souvent été signalées comme une
importante source de remede dans plusieurs études. L’espéce type Aristolochia longa L.
(Aristolochiaceae) est largement distribué en Algérie et connu sous le nom de 'Beroustoum’ ou
‘El-Zarawend EI Tawil' en arabe, elle est couramment utilisée dans la phytothérapie
traditionnelle (Merouani et al., 2017) dans la majorité de cas pour le traitement du cancer
(Benaraba et al., 2014).

I.1.1. Principales caractéristiques botaniques, distribution et écologie

L’ Aristoloche longue (Aristolochia longa L.) est une plante médicinale connue et décrite
depuis longtemps. Le nom Aristolochia signifie en latin «bon accouchement», Elle a été utilisée
par les médecins grecs pour provoquer 1’avortement chez les femmes (Lahsissene et al., 2009),
activer I’accouchement et faciliter I’évacuation du placenta (Chang et al., 2007; Yuan et al.,
2008).

C’est une plante vivace, non grimpante a tubercule cylindrique vertical portant des racines
fines, tubérisées aux formes variées de cylindriques a fusiformes, napiformes ou ovoides parfois
méme lobés, tiges non volubiles, anguleuses plus ou moins fluxueuse de 30 a 80cm de long,
les feuilles sont alternées a pétiole atteignant 5 a 10mm de long, cordé a la base, nervation
palmée et a marges lisses, disposées alternativement sur presque toute la longueur de la tige.
Les fleurs sont plus longues que les feuilles de 3 a 6cm et jaunatres. Les graines sont planes
albuminées et triangulaires, ils ont une largeur de 4 a 8mm ; Les fruits d’Aristolochia longa
sont des capsules ellipsoidales—subglobuleuses (Dhouioui et 2016 ; Merouani., 2017 ; Cherif.,
2012). Saracine est un tubercule allongé presque cylindrique 5¢cm a 3dm de longueur, environ
2cm d'eépaisseur grisatre a l'extérieur, jaune brunatre a l'intérieur, amére et d'une forte odeur
désagréable lorsqu'elle est fraiche (Bouteldja., 2019) (Fig.2).

En Algérie, cette espece est surtout rencontrée dans la région centre. On rapporte sa
présence a I’ouest au niveau des Tlemcen (Mesli-Bestaoui et al., 2007) aux monts de chérera
de wilaya de Blida (Cherif et al., 2009), en Kabylie, a Tizi Ouzou au niveau de forét de Mizrana
(Bekdouche et al., 2008). Elle pousse sur des terres rouges, des lieux humides et souvent sur
les broussailles, sa période de floraison se situe entre le mois d’ Avril et le mois de Mai (Cherif.,
2012).
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Figure 2. Différents organes d’Aristolochia longa L. A: Feuilles; B: Fleur ; C: Fruit
et D: Racine (Merouani et al., 2020).

1.1.2. Place dans la systématique (botanique)
La systématique de la plante est présentée dans le Tableau 1.
Tableau 1. Classification botanique adoptée d’Aristolochia longa L. (Maire., 1961).

Regne plantae
Embranchement Spermaphyte
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédone
Sous classe Apétale
Série Dicotylédone
Ordre Aristolochiale
Famille Aristolochiacées
Genre Aristolochia
Espéce Aristolochia longa L.

1.1.3. Utilisations traditionnelles

Plusieurs auteurs ont déclarés 1’usage de cette espéce par les populations contre le
cancer (Saidi et al., 2009 ; Shi et al., 2004). L’organe le plus utilisé est les racines et sont
consommeées dans les maladies de «Boumezwi (palpitations de l'aorte)», la constipation et les
troubles intestinaux (Bammi et Douira., 2002)

Au Maroc, les racines séchées d’A. Longa ont été mélangées avec du miel ou du beurre

salé (smen) et utilisées pour le traitement des maladies cutanées en particulier les mycoses et
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des infections de la partie supérieure du tractus respiratoire (Bammi et Douira., 2002).

En outre, les médecins grecs le recommandaient contre l'insuffisance ovarienne (Derouiche
et al., 2017). En Egypte, elle était appliquée contre les morsures de serpent (Benzakour et al.,
2011 ; Latha et al., 2015). En Tunisie, les habitants de la région du nord-ouest I’utilisent pour
le traitement de la jaunisse (Dhouioui et al., 2016).

I.1.4. Composition chimiques du genre Aristolochia selon la littérature

Le genre d’Aristolochia est le plus utilisé dans la pharmacopée traditionnel en raison de ses
multiplie effets, se traduit par sa richesse en métabolites secondaires comprend essentiellement
les polyphénols et les flavonoides (Derouiche et al., 2021). Benaraba et al., (2016), ont déclaré
que l'extrait aqueux des racines de cette espéce est trés riche en polyphénols, flavonoides,
tanins, glucides et saponines.

les résultats d’une étude mené en Inde sur la composition chimique des tiges d’Aristolochia
indica L. a permis d’identifier six composants dont le trans-pinocarveol (24.2%), a-pinene
(16.9 %) et pinocarvone (14.2 %), suivis du b-pinéne (7.1 %), du limonéne (6.9 %) et du
myrténol (6.4 %) (Kanjilal et al., 2009).

Une étude tunisienne des racines d’Aristolochia longa a montré leur richesse en acides gras
qui sont classés en acides gras polyinsaturés (AGPI) variant de 20.1 a 45.4 %, en acides gras
mono insaturés (AGMI) variant de 10.1 a 41.2%, acides gras satures (AGS) variant de 26.7 a
52.2% (Dhouioui et al., 2016), acide palmitique (22%), oléique (23%) et linoléique (40%) (De
Pascual teresa et al., 1984).

A. Longa est riche en terpene est surtout en monoterpéne comme linalool, bornyl acetate
et le bornanol (Francisco et al., 2008) (Fig.3), et en sesquiterpénes comme : le maaliol,
le b-caryophyllene et le caryophyllene oxide (De pascal Teresa et al., 1983) (Fig.4). On
rapporte également 1’identification des acides aristolochique (Benaraba et al., 2014 ;
Huang et al., 2014), qui se trouvent principalement dans le genre Aristolochia mais
peuvent également étre trouvés dans d'autres genres de la méme famille comme Asarum
et Bragantia. Le plus abondant est l'acide aristolochique 1, suivi par l'acide
aristolochique Il (Okhale et al., 2019) (Fig.5).
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Figure 3. Structure chimique des Monoterpenes isolés d’A. longa
(De pascal Teresa et al., 1983).
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Figure 4. Structure chimique des Sesquiterpénes isolés d’A. longa
(De pascal Teresa et al., 1983).
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Figure 5. Structure chimique des acides aristolochiques I (AAl) et Il (AAII)
(Okhale et al., 2019).




Chapitre 1 : Présentation des espéces étudiées Partie | : Recherche Bibliographique

1.1.5. Activités biologiques du genre Aristolochia selon les études antérieures :

L’espéce Aristolochia longa était trés riches en molécules bioactifs, ces derniers qui lui
conferent des capacités curatives et pharmacologiques tres importantes.

> Activités anti-oxydantes

Les résultats d’une étude faite par des chercheurs marocains démontrées 1’efficacité de la
fraction aqueuse des racines de cette espéce comme un agent antioxydant (EI Omari et al.,
2019). Aussi, les résultats de Guinnin et al., (2016), prouvent la capacité antiradicalaire de
I’extrait éthanolique d’Aristolochia albida.

» Activités anti-inflammatoires

Bharathajothi et Bhaaskaran., (2014), ont étudié¢ ’activité anti-inflammatoire des extraits
aqueux et éthanoliques d'Aristolochia bracteolata in vitro, les résultats ont donné d’excellents
effets anti-inflammatoires. Aussi, Sosa et al., (2002), ont été declaré que 1extrait
chloroformique des feuilles d’A. trilobata a un effet anti-inflammatoire important par rapport a
un médicament de référence dans lequel la valeur de la concentration d’inhibition
ICs0=108mg/cm? alors que celui de standard est de 93mg/cm?.

» Activités antifungiques

Plusieurs études ont confirmées I’efficacité antifungique des extraits aqueux des racines
d’A. longa vis-a-vis Saccharomyces cerevisiae (Merouani et al., 2017 ; Latha et al., 2015 ;
Benaraba et al., 2014 ).

> Activités antidiabétiques

El-Omari et al., (2019), ont testé I’effet antidiabétique des différents extraits des racines
d’A. longa en utilisant un modele in vitro (a-glucosidase et B-galactosidase). Le résultat a révelé
que les extraits ont un effet inhibiteur sur les deux enzymes en fonction de la concentration
(0.5-5 mg/mL). En effet, a la concentration de 1,5 mg/ml, la fraction d'acétate d'éthyle présente
I'activité inhibitrice la plus élevée contre la a-glucosidase avec 1Cs50=76.56+2.54% et la B-
galactosidase avec [1Cs0=12.70+1.27%. D’autres ¢études ont déclarées aussi 1’effet
antidiabétique de cette espéce (Raju et al., 2017; Gadhi et al., 2001).

» Activités antibactérienne

Une étude marocaine a évalué [lactivité antibactérienne des extraits hexane,
dichlorométhane et méthanolique des racines d'A. longa sur un nombres des souches
bactériennes Gram positives et Gram négatives. Les résultats ont montrées que l'extrait
d'hexane présentait un effet inhibiteur total sur S. aureus avec une zone d'inhibition de 8.5mm,

sur E. coli avec une zone d’inhibition de 1.55mm, et sur P. aeruginosa avec un halo d’inhibition
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de 1.9mm de diamétre a la concentration 10mg/ml (El Yahyaoui El Idrissi et al., 2021).

Des études précédentes ont rapporté qu’A. longa a une activité antibactérienne in vitro
significative contre S. aureus, E. coli et P. aeruginosa (Dhouioui et al., 2016).

Une étude algérienne, prouve I’efficacité de l'extrait méthanolique de fruit d’A. longa
contre P. aeruginosa avec une zone d’inhibition de 20mm, contre S. aureus avec 18.5mm et
contre Bacillus cereus avec un diameétre d’inhibition de 15mm a la concentration 100mg/ml
(Merouani et al., 2017).

I.2. Présentation de la famille des Capparidaceae et de Capparis spinosa L.

D’apres Benseghir Boukhari., (2015), La flore méditerranéenne accueille des représentants
de familles subtropicales ou tropicales et parmi elles celles des capparidacées.
2.2. Présentation de la famille des Capparidaceae

Cette famille est représentée par des herbes, des arbustes et des arbres, elle est répartie en
46 genres et environ 700 especes. Les genres les plus importants sont Capparis, Cleome et
Crateva (Aghel et al., 2007). Cette famille possede des feuilles alternes, simples ou palmees
composees et pétiolees. Fleurs solitaires et axillaires, ou en grappes simples, terminales ou
axillaires, pétales et étamines en nombre variable. Sepales libres ou soudés. Fruit varie, capsule,
baie ou drupe. Stipules inexistants ou présents, souvent développés en épines (Rad et al., 2021 ;
Al-Tamimi et al., 2019).

+ Capparis spinosa L.

1.2.1. Principales caractéristiques botaniques, distribution et écologie

Capparis spinosa L. communément appelée le caprier ou El-Kabbar en arabe (Al-Snafi.,
2015) est I'espece type du genre Capparis (Tlili et al., 2011). Il comporte environ 250 especes
fleurissantes, qui sont distribuées dans différents habitats, des zones subtropicales aux zones
tropicales de I'Afrique, de I'Asie, de I'Australie, de I'Amérique méridionale et de I'Europe
(Inocencio et al., 2006).

Capparis spinosa L., est un arbrisseau dressant avec des tiges flexueuses, épineuses portant
des feuilles alternes, pétiolées, ovales-arrondies, lisses, vertes avec des épines a la base. Les
fleurs sont axillaires, solitaires, composées de quatre grands sépales verts et de quatre pétales
blancs veinés de rose et de nombreuses étamines trés longues. Le fruit est ovoide, rougeatre,
s’ouvre a la fin de la maturité (Fig.6). Les racines sont peu ramifiées, trés puissants, larges et
étendues qui pénéetrent profondément dans le sol (Chedraoui et al., 2017 ; Khare., 2007).

El Kabbar (C. spinosa L.) est une plante originaire des régions séches de 1’ Asie occidentale
ou centrale et s'est particulierement répandue dans le bassin méditerranéen (Inocencio et al.,

2006 ; Yang et al., 2010) (Fig.7). Le caprier se développe naturellement dans les régions
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montagneuses, il s’adapte aux sols pauvres et résiste a la chaleur et a I’ensoleillement (Akkari
et al., 2016).

En Algérie cette espece est pousse naturellement a 1’état sauvage dans des endroits
ensoleillés et sur des sols squelettiques, rocheux, secs et caillouteux. Elle couvre de vastes
surfaces mais de maniere éparse et on la rencontre souvent dans les secteurs semi-aride et dans
le subhumide (Benseghir-Boukhari et Seridi., 2007).

Czprreer -

Figure 6. Différentes parties de Capparis spinosa L. (Meddour., 2019 ; Fadili et al., 2017).
A : bouton a fleur, B : bouton prét a s’épanouir, C et D : la fleur composée de quatre pétales
disposes en rose, blancs, échancrés, grands et ouverts ; les étamines, en nombre indéterminé de
soixante a cent, colorées en rouge, E : le pistil est vert dans toute sa longueur, plus grand que
les étamines, et rougeéatre a son sommet. F : fruit, baie charnue a une seule loge, représentée

coupée horizontalement en G, renfermant des graines H en forme de rein.
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Figure 7. Distribution naturelle du caprier (Inocencio et al., 2006 ; Jiang et al., 2007).

1.2.2. Place dans la systématique (botanique)
La position taxonomique de I’espéce type Capparis spinosa L. est comme suite :
Tableau 2. Selon Quezel et Santa., (1962) et Dhakad et al., (2016), la systématique de cette

espece est la suivante.

Regne Plantae
Sous régne Eucaryotes
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Polypetales
Ordre Thalamiflores
Sub-order Parietales
Famille Capparidaceae
Genre Capparis
Espéce Capparis spinosa L.

1.2.3. Utilisations traditionnelles
Le caprier est utilis¢ depuis I’antiquité dans plusieurs pays en cuisine, et les capres
(bourgeons floraux) sont généralement utilisées comme épice. De nos jours, les fruits, les

graines et les boutons floraux sont utilisés dans les salades, les pizzas et les pates (Assadi et al.,
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2021 ; Al Tamimi et al., 2019).

Il a été utilisé depuis des siecles dans la phytothérapie traditionnelle comme antifongique
(Lemhadri et al., 2007 ; Ali Shtayeh et Abu Ghdeib., 1999), anti-inflammatoire (Satyanarayana
et al.,, 2008), antihépatotoxique (Gadgoli et Mishra., 1999), antidiabétiques (Huseini et al.,
2013) et antirhumatismales (Feng et al., 2011).

Dans l'antiquité, les racines étaient consommeées par les anciens égyptiens et les arabes pour
le traitement des maladies rénales, des maladies du foie, des probléemes d'estomac et les piqlres
de scorpion (Oudah et al., 2014). Les feuilles étaient utilisées contre les maladies de la peau et
les bourgeons étaient utilisés contre les maladies de la rate (Tlili et al., 2011).

Les Iraniens utilisaient la racine, le fruit et I'écorce de cette espece comme diurétiques et
toniques contre la malaria et les maladies des articulations (Afsharypuor et al., 1998). Au
Pakistan, les feuilles de C. spinosa sont utilisées comme analgésiques, anti-hemorroides et
apéritive (Chopra et al., 1986). L'écorce est utilisée contre la toux et les inflammations
(Chedraoui et al., 2017). En Indonésie, la racine de cette espece est utilisée contre la bronchite
et les maux d'estomac. Les feuilles de C. spinosa sont utilisées par les somaliens pour traiter la
toux, et au Bahrein comme tonique et expectorant (Tlili et al., 2011).

1.2.4. Composition chimiques du genre Capparis selon la littérature

Les analyses du matériel végétal de I’espéce C. spinosa L. par plusieurs chercheurs ont
permis d’identifier un large éventail de composés phytochimiques qui sont présents dans
diverses parties de cette espéce et qui ont plusieurs propriétés pharmacologiques de grand
intérét (Tlili et al., 2017).

C. spinosa, contient une large gamme de composés naturels tel que les flavonoides (rutine),
les alcaloides (capparisine, tétrahydroquinoline et stachydrine), les composés phénoliques, les
terpénoides, les huiles volatiles et les acides (Yang et al., 2010 ; Matthdus et Ozcan., 2003).

D’aprés Duman et Ozcan., (2014), Les principaux composants des graines de C. Spinosa
sont l'acide palmitique, I'acide linoléique, I'acide linolénigue et les stérols.

Aussi, plusieurs composés phénoliques et flavonoides dont l'acide caféique, la catéchine,
I'acide chlorogénique, la coumarine, l'acide férulique, le kaempférol, la lutéoline, la quercétine,
le resvératrol, la rutine, I'acide syringique et I'acide vanillique ont été identifiés dans les feuilles
et les fruits de la méme espéce (Tlili et al., 2017 ; Nabavi et al., 2016 ; Oudah et al., 2014 ;
Sharrif Moghaddasi et al., 2012 ; Sharaf et al., 2000).

D’autres études ont confirmées la présence d’un nombre important de composes bioactifs a
savoir les alcaloides : spermidines, cadabicine et stachydrine (Fu et al., 2008), Les terpénoides

(Tesoriere et al., 2007), les composés réducteurs : glucose, arabinose, mannose et galactose

13



Chapitre 1 : Présentation des espéces étudiées Partie | : Recherche Bibliographique

(Demir et al., 2008), les lipides (Argentieri et al., 2012 ; Tlili et al., 2010) et les caroténoides
(Tlili et al., 2009),
1.2.5. Activités biologiques du genre Capparis selon les études antérieures :

Capparis spinosa L. est un arbuste épineux de la famille des Capparidaceae, cette derniére
qui est largement répandu dans tout le bassin méditerranéen (Vahid et al., 2017). La plupart des
organes de cette plante ont été utilisés comme remedes populaires pour différentes maladies
(Tliliet al., 2017).

> Activités antidiabétiques

Assadi et al.,, (2021), ont testé les effets protecteurs in vitro de l'extrait hydro-
éthanolique du fruit de cette espéce contre le diabéte et le stress oxydatif chez les rats
diabétiques de type 2, les résultats montrent que cette espece possede un effet anti-
hyperglycémique significatif et peut représenter un complément alimentaire antioxydant
valable pour les patients atteints de diabete de type 2.

La racine et les feuilles de C. spinosa inhibent I'nydrolyse des hydrates de carbone dans
l'intestin gréle en réduisant l'activité de l'alpha-amylase, L'effet inhibiteur de I'extrait
méthanolique des feuilles sur cette enzyme est plus puissant que celui de la racine (Vahid et al.,
2017). L'inhibition de I'alpha-amylase réduit la vitesse d'absorption des glucides dans I'intestin
gréle et entraine une diminution du taux de glycémie postprandiale (Eddouks et al., 2017).

» Activités antibactériennes

C. spinosa a un large effet bactéricide contre les bactéries gram-positives et négatives
(Muraih et al., 2020). La décoction de racines de Capparis spinosa, est largement utilisée dans
la médecine traditionnelle du sud de I'ltalie. Elle a été préparée et soumise a des tests d'activité
antibactérienne, et elle a montré une capacité antibactérienne intéressante vis-a-vis
Deinococcus radiophilus, alors que les tests effectués sur Escherichia coli n‘'ont montré aucune
activité (Boga et al., 2011).

Des extraits des bourgeons floraux et fruits immatures du C. spinosa d’Algérie ont une
activité antibactérienne contre S. aureus, alors qu’Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa
sont résistantes (Meddour et al., 2013). Les résultats de l'activité antibactérienne des extraits
acetonique et methanolique de C. spinosa du Maroc testés contre des souches pathogénes
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, a révélé I'inefficacité de
divers extraits (Tagnaout et al., 2016).

» Activités antioxydantes

Différentes parties de C. spinosa ont été étudiées pour leur activité antioxydante. L'huile

essentielle de C. spinosa de Croatie a montré une activité antioxydante intéressante vis-a-vis la
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méthode de blanchiment au -carotene (Kulisic-bilusic et al., 2010).

L'extrait méthanolique de bourgeons de caprier d'Algérie montre une activité remarquable
de piégeage des radicaux (DPPH), avec une valeur d’IC50 =53.53ug/mL. Cette activité est
supérieure a celle de contrble positif (BHT). Par contre, son activité chélatante sur les ions
ferreux est modérée (FRAP), avec une 1C50 =190ug/mL (Bouriche et al., 2011).

L’extrait méthanolique des fruits de C. spinosa de Bahrein a été évalué pour sa capacité
antioxydante a l'aide de plusieurs méthodes DPPH, FRAP et ABTS. Les résultats ont révélé
une capacité antioxydante et anti radicalaire supérieure dans la graine par rapport au fruit
(Allaith., 2016). Plusieurs études et recherches prouvent et appuient les propriétés
antioxydantes de Capparis spinosa (Meddour et al., 2013 ; Yang et al., 2010 ; Bonina et al.,
2002).
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1. Eléments actifs des plantes médicinales

Le métabolisme primaire de tous les étres vivants fournit un grand nombre des molécules
de base tel que les protéines, les lipides, les acides nucléiques et les glucides. De plus, les plantes
produisent des molécules qui ne sont pas issus directement de la photosynthése, mais résultent
des réactions chimiques ultérieures. Ces molécules sont appelées métabolites secondaires
(Badiaga., 2011 ; Berreghioua., 2016) dont leurs fonctions ne sont pas essentiel & la vie de la
plante, mais, ils jouent un réle majeur dans leurs interactions avec 1’environnement (Richter.,
1993).
I1.1. Classification des composés bioactifs :

On différencie deux types de molécules bioactifs : les métabolites primaires qui sont
directement impliqués dans les processus vitaux de la plante dont la croissance, le
développement, la reproduction et 1’assimilation des nutriments, et les métabolites secondaires
quant a eux, jouent plusieurs rdles comme servir de défense pour la plante ou attirer certaines
especes polinisatrices. lls permettent également la communication de plantes a plantes
(Verpoorte et Alfermann., 2013 ; Kang et al., 2010).

» Meétabolites primaires, lls se trouvent dans toutes les cellules, leurs présence est
nécessaire a la survie des plantes (Croteau et al., 2000), ils sont classés en:

-Glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois cellulaires.
-Lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les membranes cellulaires.
-Et amino-acides représentent une source primaire de construction des protéines
(Zaiter., 2017 ; Badiaga., 2011).

» Meétabolites secondaires, lls ont une répartition limitée, et ils interviennent dans les
relations qu'entretient la plante avec I’environnement et les organismes vivants qui
I'entourent (Anulika et al., 2016). Ces molécules peuvent étre divisés en trois grandes
catégories selon leur structure chimique, composition, leur solubilité dans les différents
solvants ou leurs voies de biosynthése en :

- Composes polyphénoliques.
- Terpénoides.
- Alcaloides et Composes azotés (Kabera et al., 2014) (Tab.3).
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Tableau 3. Principaux familles de métabolites secondaires (Anulika et al., 2016).

Familles Sous-familles
Composeés phénoliques Coumarines, Flavonoides, Tannins, Anthraquinones
Terpenoides Monoterpenes, Sesquiterpénes, Diterpénes, Triterpénes,

Polyterpenes

Alcaloides Amines, Alcaloides

11.1.1 Composés polyphénoliques

Les polyphénols sont des composes qui existent dans toutes les plantes et renferment
plus de 8000 composés naturels dont les flavonoides sont la classe la plus importante (Hummer
et Schreier., 2008 ; Djeridane et al., 2006 ).

Cette famille est caractérisée par la présence de phenol dans leur structure : un cycle
aromatique portant un groupement hydroxyle libre (Watson., 2018) (Fig.8). Elle peut étre classé
en fonction du nombre et de la disposition de leurs atomes de carbone (Pandey et Rizvi., 2009)
et sont couramment conjugués aux sucres et aux acides organiques.

Ils sont présents dans toutes les parties des plantes et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des graines et la
maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006 ; O’Connell et Fox., 2001). lls peuvent se
regrouper en deux grands groupes : les flavonoides et les non flavonoides (Ejaz et al., 2017 ;
Crozier et al., 2007) (Fig.9).

(Grou Ipe h‘u +.Imu —_— OH

Anneau
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Figure 8. Structure de base des composés phénoliques (phénol) (Dacosta, 2003).
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Figure 9. Différentes classes de polyphénols (Yan et al., 2022).

4+ Flavonoides

Ils sont constituées de deux anneaux de benzene séparés par une unité de propane, et sont

généralement hydrosolubles (Williams et Grayer., 2004). On les trouvent généralement dans

les fruits, les legumes, les céréales, les racines, les tiges et les fleurs (Olajid et Sarker., 2020 ;

Min et al., 2018).

Chimiquement, ils sont formes par un diphénylpropane C6-C3-C6, qui se compose de deux

cycles benzéniques A et B reliés par une chaine a trois atomes de carbone qui forment un

hétérocycle C oxygéné (Abotaleb et al.,

2019) (Fig.10). Les flavonoides sont maintenant

considérés comme des composants indispensables dans diverses applications pharmaceutiques,

médicinales et cosmétiques (Crozier et al., 2007 ; Ren et al., 2003 ). lls sont capables de piéger

des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique et de piéger les ions métalliques (Humer

et Schreier., 2008).
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Figure 10. Squelette de base des flavonoides (Heim et al., 2002 ; Di Carlo et al., 1999).

Ces molécules peuvent étre classées en six sous-groupes principaux, sur la base de 1’état
d’oxydation de I’hétérocycle C :

e Flavonols (quercétine).

e Flavones (apigénine).

e Flavanones (naringénine).

e Isoflavones (biochanine A).

e Anthocyanidins et Flavanols (catéchine et proanthocyanidines) (D’ Archivio et al., 2007,

Kinoshita et al., 2005) (Fig.11).

OH

Flavan-3-ol

| An(hocyanidinel

Flavanone

Figure 11. Différentes classes des flavonoides (Kinoshita et al., 2005 ; O’Connell and Fox.,
2001).

19



+ Non flavonoides
a. Acides phénolique :

L’acide-phénol est un composé organique possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique (Ignat et al., 2011). lls sont présents en abondance
dans les aliments, ils incluent les acides hydroxybenzoiques (acides vanilliques) et les acides
hydroxycinnamiques (Pandey et Rizvi., 2009). Les deux classes fréquentes d’acides
phénoliques sont :

v Acides hydroxybenzoiques

Sont dérivés de I’acide benzoique (dérivent par hydroxylation de I’acide benzoique) et ont
une formule de base de type C6-Cl (Fig.12-A-). Les dérivés substitués des acides
hydroxybenzoiques sont les acides phénoliques prédominants dans les plantes. Les acides
hydroxybenzoique qui se produisent fréquemment dans les aliments comme des esters simples
avec de l'acide quinique ou du glucose sont : ’acide protocatéchique, vanillique, ellagique,
gallique, syringique, salisylique et 1’acide gentisique (Calinoiu et Vodnar., 2018).

v Acide hydroxycinnamique

Sont des dérivés appartiennent a la famille des phénylpropanoides, qui représentent une
classe tres importante dont la structure de base (C6-C3) provient de celle de 1’acide hydroxy-
cinnamique (Fig.12-B-). Les molécules de base de la série hydroxycinnamiques sont ’acide
caféique, p-coumarique, ’acide férulique et ’acide sinapique (Bijalwan et al., 2016 ; Ignat et
al., 2011).

() OH | @) 0

O‘\\ OH

W
HO OH

Figure 12. Structure chimique de I’acide phénolique, A : ’acide hydroxybenzoique

et B : I’acide hydroxycinnamique (Calinoiu et Vodnar., 2018).
b. Tanins
Ce sont des oligomeéres hydrosolubles, riches en groupes phénoliques, capables de se
lier ou de précipiter des protéines solubles dans I'eau. Les tanins sont trés répandu dans le régne

végétal, mais ils sont particulierement abondants dans certaines familles comme les Conifeéres,
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les Fagacee et les Rosacée (Ghestem et al., 2001).

On les trouvent principalement dans les tissus ligneux, les feuilles, les fleurs et les
graines (Khanbabae et Ree., 2001). Les tissus vegétaux riches en tanins ont un godt tres amer
et sont évités par la plupart des animaux (Hagerman et Butler., 1989). Sur le plan structural, ces
molécules sont divisées en deux groupes :

v' Tanins Hydrolysables : Ce sont des hétérosides polyphénoliques issus de la
combinaison d’un sucre estérifi¢ (le glucose ou ’acide quinique) par un nombre
variable de molécules d’acides phénoliques (acide gallique —» tanins gallique, ou
acide hexahydroxydiphénique et ses dérivés —»tannins ellagiques) (O’Connell et Fox.,
2001).

v' Tanins Condensés : Ce sont les tanins catéchiques, oligoméres et polymeéres
d’aglycones polyphénols flavaniques (unités flavan-3-ols et flavan-3-4-diols), et ils sont
résistants a I’hydrolyse (Gourlay et Constabel., 2019).

11.1.2. Terpénoides

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte
(Fig.13). Leur particularité structurale est la présence dans leur squelette d’unité isoprénigue a
5 atomes de carbone (CsHg) derivées du 2-méthylbutadiéne (Bekkali et al., 2008).

Les terpenoides jouent divers roles chez les plantes, dont la gibbérélines et I’acide
abscisique en tant qu’hormones, les stérols entrent dans la composition des membranes
vegétaux (Ejaz et al., 2017), et les caroténoides en tant que précurseurs de 1’acide abscisique ,

qui réglent la croissance et les réponses au stress (Mahmoud et Croteau, 2002).

CHj

C CHy
HZC/ \c/

H

Figure 13. Structure de 1’'unité isoprénique (Qureshi et Porter., 1981).
Les terpenes sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprénes en :
- Monoterpenes : formés de deux isoprenes (C1oH1s).
- Sesquiterpénes : formés de trois isoprenes (CisH24).

- Diterpénes : formés de quatre isoprénes (CzoHs2).
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- Triterpenes : formés de six isoprenes (CzoHas).
- Téetraterpenes : formés de huit isoprenes qui conduisent aux caroténoides.
- Polyterpénes : formés de (CsHg) n, ou, (n de 9 a 30) (Anulika et al., 2016 ; Bekkali et
al., 2008 ).
11.1.3. Alcaloides
Ce sont des substances organiques azotées d’origine végétale, de caractére alcalin (pH=7)
et de structure complexe (noyau hétérocyclique) (Anulika et al., 2016), et sont, généralement,
synthétisés a partir d’acides aminés aliphatiques et aromatiques (la tyrosine, la lysine, le
tryptophane et l'aspartate) (Loomis et Croteau, 1980). On les trouvent dans plusieurs familles
des plantes, la plupart des alcaloides ont un gout amer et certains sont fortement toxiques.
Certains alcaloides sont utilises comme moyen de défense contre les infections microbiennes
(nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Moghtet., 2018 ; Badiaga., 2001).
Ils sont classes en trois groupes :
- Alcaloides typiques ayant un cycle hétérocyclique avec un atome d'azote et
sont dérives d'acides aminés.
- Amines biologiques qui sont non héterocycliques.
- Alcaloides stéroidiens ayant un hétérocycle avec un atome d'azote mais non
dérivé d'acides aminés (Ejaz et al., 2017).
11.2. R6le des métabolites secondaires
D’apres Wink., (2013), les métabolites secondaires protegent les plantes dans des
conditions défavorables, contre des pathogenes et les stress environnementaux. lls ont des
propriétés d'attraction de pollinisateur, de défense contre des agents pathogénes, des prédateurs
ou encore contre des facteurs de contrainte liees a leur environnement direct : UV, température.
Certain terpénes tels que les gibbérellines, les stérols, les caroténoides, et I’acide
acetique jouent un réle important dans la croissance et le développement des plantes. Ils jouent
un role essentiel dans la défense des plantes, car ils présentent une toxicité pour les insectes et
les mammiferes. Les pyréthroides du chrysantheme qui agissent comme des insecticides en sont
un bon exemple (Al Naser., 2018). Les polyphénols ont également un réle dans le contrdle de
développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance.
Ils permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets (Zergui., 2016). Ils ont
aussi, une activité antioxydante en raison de leurs capacités a réduire les espéces réactives de
I’oxygene (ERO) (Naghiloo et al., 2012), et ils peuvent étre utilisés comme indicateur de stress,
car leurs teneur est augmentée suite a I'exposition a des substances toxigques ou autres facteurs

de stress (Achakzai et al., 2009). Les coumarines sont considérées comme des phytoalexines,
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c'est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une
infection causée par des champignons ou par des bactéries (Hofmann., 2003). Les flavonoides
aussi, ont un effet protecteur contre le stress thermique. Ils pourraient également permettre aux
plantes de survivre sur les sols riches en métaux toxiques comme 1’aluminium, ils ont un réle
important dans la protection contre les rayons ultraviolet (UV), et sont de puissants piégeurs
des espéces réactives de ’oxygene (ERO) (Treutter., 2005).
11.3. Effet des facteurs écologiques sur la ’accumulation des métabolites secondaires

La teneur et le profil chimique des plantes varient en fonction des facteurs intrinséques
et extrinséques. Les premiers facteurs sont fortement liés a la biosynthese de la plante, de
son profil génétique et de ’organe. Alors que les seconds sont liés principalement a 1’origine
géographique, aux facteurs écologiques notamment climatiques : température, pluviométrie,
humidité, altitude et pédologiques (type du sol) (Djouahri et al., 2015 ; Radusiené et al., 2012).
Ces deux facteurs sont parmi les facteurs qui ont un effet fort et direct sur la teneur et la
composition chimique en substances actives chez les plantes (Al Naser., 2018 ; Ncube et al.,
2012), pour que les plantes de la méme espéce qui se développent dans des lieux différents
peuvent avoir des métabolites secondaires différents de point de vue quantitative et qualitative
(Verma et Shukla., 2015). Aussi, I'effet des facteurs écologiques sur les plantes apparaissent
sous forme de réponses fonctionnelles, les végétaux percoivent les signaux extrinseques et les
transmettent a la machinerie cellulaire pour activer les mécanismes de réponses (Aissaoui.,
2010).
Facteurs écologiques

a. Facteurs climatiques

+ Facteurs biotiques

Ce sont des interactions des plantes avec d’autres organismes Vivants animaux ou végétaux
comme les parasites, les prédateurs ou les pollinisateurs (plante/agent pathogéne). D’apres Al
Naser., (2018), certains métabolites secondaires qui s’appellent phyto-alexines ont des activités
antimicrobiennes qui fonctionnent comme un systéeme défensif chez les plantes contre les
agents pathogénes. Les molécules synthétisées en réponse a une attaque par des agents
pathogenes peuvent étre des éliciteurs qui jouent un réle d’activateur de génes de défenses
(Schulze et al., 2002), et peuvent étre de différentes natures et proviennent le plus souvent de
I’agent pathogéne. A titre d’exemple I’acide jasmonique est un éliciteur qui favorise la

production des molécules bioactives chez les plantes (Poulev et al., 2003).
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+ Facteurs abiotiques :

Ce sont des facteurs de nature physico- chimique « non liés a la vie», qui caractérisent le
milieu considéré (climatiques et pédologiques) généralement indépendants de la densité de la
population sur laquelle, ils exercent leurs effets et ont des paramétres mesurables (Verma
et Shukla., 2015). On peut dire que ce sont des interactions des végétaux avec les différents
composants abiotiques de I’environnement tel que la température, les précipitations, I’humidité,
le sol et les éléments minéraux. Donc une existence plus ou moins importante de ces éléments
abiotiques a une influence directe ou indirecte sur les voies métaboliques est par conséquent
sur la quantité et la qualité des métabolites secondaires chez les plantes (Al Naser., 2018 ;
Ramakrishna et al., 2011 ; Schulze et al., 2002).

v’ Stress hydrique

Il correspond & toute condition ou combinaison de conditions environnementales qui sont
défavorables et qui empéche la plante de réaliser I’expression de son profil génétique pour la
croissance, le développement et la reproduction (Jones et Qualset., 1984).

L’eau est un élément nécessaire dans toutes les reactions métaboliques, et molécule clé
dans la quasi-totalité des activités physiologiques des végétaux. Elle alimente la seve des
plantes qui transporte les éléments nutritifs indispensables a leur croissance, elle permet le
maintien des organes et participe a I’allongement cellulaire (Ghestem et al., 2001).

Doré et al., (2006), ont eté déclaré que le déficit hydrique affecte plusieurs processus
vitales de la plante telles que le métabolisme, I’organogénése (production d’organe par les
méristemes) et la morphogénese (phénomeéne de différenciation, et de croissance aboutissant a
des organes matures) selon sa durée et son intensité (De Abreu et Mazzafera., 2005). Aussi, il
provogue une diminution voire un arrét de la croissance (Yoland., 2015), un flétrissement des
parties aériennes et, si le stress est trop intense ou trop long, la mort de la plante (Yokota et al.,
2006).

Différents auteurs, ont noté une diminution significative de la photosynthése en cas d’un
déficit hydrique (Nouri., 2011). Cette diminution est liée a la réduction de la pénétration du
CO: et a la fermeture des stomates (Plaut et Federman., 1991). En effet, I’effet dépressif d’une
contrainte hydrique sur la photosynthése des végétaux résulte non seulement d’une baisse de la
conductance stomatique, mais également d’une altération de I’appareil photosynthétique et/ou

d’une diminution de la surface foliaire (Kaiser., 1987).
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v’ Stress thermique

La température joue un rble majeur dans la distribution des plantes sur la surface
terrestre, elle a un impact direct ou indirect sur tous les processus physiologique et métabolique
des plantes (Ramakrishna et al., 2011 ; Yadave., 2010). Egalement, elle a la capacité d’orienter
leurs croissance ainsi leurs teneurs en composés bioactifs (Moudjahid., 2004). La synthése de
ces derniers est le résultant de nombreuses réactions biochimiques qui sont dominées par des
systemes enzymatiques caractérises par une température optimale dans laquelle I’activité est
maximale, et au-dela duquel la plante présente des troubles métaboliques (Haykel., 1993).

Hauchinal et al., (1993), mentionnent que le stress thermique déclenche une accélération
du développement et une réduction des dimensions des organes constitutifs végétal. La
résultante est un effet négatif sur la productivité globale de la plante.

Les températures élevées affectent fortement les organes floraux et la formation des
fruits, ainsi que le fonctionnement de I’appareil photosynthétique, elles accelerent le
desséchement des feuilles et interviennent aussi sur la physiologie, notamment en inhibant la
photosynthése puis en degradant les pigments, en particulier les chlorophylles (Jonathan.,
2020). Alors que les baisses températures, provoque de nombreuses perturbations dans la
plante. Lorsque la température chute fortement, des cristaux de glace se forment dans les
espaces intercellulaires déshydratant les cellules dont 1’eau migre vers ces espaces. La
membrane plasmique perd sa spécificité et il y a arrét du fonctionnement cellulaire (Kabongo
Tshiabukole., 2018).

v’ Stress salin

Le stress salin est I’'un des principaux stress abiotiques limitant la croissance végétale
(Hakemi., 2019). Est un stress hydrique auquel se surajoute 1’effet toxique de fortes
concentrations en sodium dans les tissus végétaux (Tippmann et al, 2006). Il crée souvent un
stress ionique et osmotique dans les plantes, ce qui peut affecter a la fin la croissance et la
photosynthése et donc modifier la disponibilité en carbone pour la production des métabolites
secondaires (Mahajan et al., 2005). Selon Al Naser., (2018), ce stress peut conduit a la
déshydratation cellulaire, ce qui provoque un stress osmotique et I'élimination de l'eau du
cytoplasme, ce qui entraine une réduction des volumes cytosolique et vacuolaire.

La salinité provoque le plus souvent un dépérissement des tissus, suivi par une perte de

turgescence, par une chute des feuilles et finalement par la mort de la plante (Zid., 1982).
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v" Lumieére

La lumiere est un élément environnemental important requis par les plantes pour les
échanges photosynthétiques et respiratoires (Haykel., 1993) et donc la fourniture des squelettes
carbonés et 1’énergie nécessaire a la formation des molécules bioactives, et d'autres composés
nécessaires a la construction de organes végétal (Ncube et al., 2012). Néanmoins, elle peut
devenir une source de stress par son intensité, éclairement trop faible ou trop élevé, en
conduisant a des phénoménes de photosensibilisation dangereux pour la plante (Leclerc., 2010).
Szymanska et al., (2017), ont déclaré que lorsque l'intensité lumineuse est élevée, on va voir
une augmentation de fixation du carbone dans le chloroplaste, suivi par la formation des

radicaux libres et on parle de stress photo-oxydatif.
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sur les métabolites secondaires
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Figure 14. Principaux stress environnementaux auxquels les plantes sont confrontés

(Schulze et al., 2002).
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Tableau 4. Principaux facteurs écologiques influencant les réponses du métabolisme

secondaire des plantes (Pavarini et al., 2012).

Facteur environnementaux Plante Effet
La basse température Artemisia spp. niveaux plus élevés d'artémisine
Une exposition plus longue a la Panax quinquefolius niveaux plus élevés de ginsénosides
lumiére
Atmosphére enrichie en dioxyde de Quercus spp. ; niveaux de tanin plus élevés
carbone Galactia elliottii
Déficit hydrique Quercus ilex réduire les émissions de monoterpénes
Conditions élevées de nutrition en Eugenia uniflora diminuer la teneur en tanins et en
cuivre et magnésium flavonoides

b. Facteurs pédologiques

Le sol est le produit de I’altération du remaniement et de 1’organisation des couches
supérieures de la crodte terrestre sous I’action de la vie, de I’atmosphére et des échanges
d’énergie qui s’y manifestent. Il confeére aux végétaux I’eau, les minéraux et la matiere
organique nécessaires a leur croissance. L'obtention d'une grande quantité de métabolites
secondaires des plantes demande une bonne terre nutritive (Freschet et al., 2018).

De tres nombreux facteurs édaphiques influencent la végétation, il peut s’agir de
facteurs physiques (texture, densité, structure, température... etc), de facteurs chimiques
(quantité de matiére organique, capacité d’échange anionique et cationique), ou de la
disponibilité en ressources (eau, éléments minéraux) (Bronick et al., 2005). A titre d’exemple,
le tableau 5 représente la liste des principales conditions abiotiques de sol qui influencent

I’établissement, la croissance et la survie des plantes.
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Tableau 5. Principales propriétés du sol imposant des contraintes aux plantes
(Gardner et al., 1999).

Contraintes abiotiques Effets sur le fonctionnement des plantes

Facteurs physiques

Faible contenu en argiles Faible disponibilité en éléments minéraux limitant la
croissance des plantes, et plus particulierement leurs

parties aériennes

Sols sableux et absence d'agrégation Sols érosifs et faible ancrage des plantes

Facteurs chimiques

Faible contenu en eau liquide Faible disponibilité en eau et éléments minéraux en
milieux arides et sols gelés limitant la croissance des

plantes et peuvent entrainer un flétrissement

Faible contenu en matiéres organiques Faible disponibilité en éléments minéraux, en particulier

azote limitant la croissance des plantes

Forte salinité Stress osmotiques et toxicité en sodium et chlore

Sols acides Faible disponibilité en éléments minéraux, en particulier
azote, phosphore et potassium limitant la croissance des

plantes

Sols calcaires Déficience en microeléments, en particulier fer, zinc

entrainant des dysfonctionnements métaboliques
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I11.1. Activités Antioxydantes

Les plantes médicinales ont de nombreuses vertus, en raison de la présence des
composés actifs qui peuvent jouer un réle positif pour la santé humaine (Wadood et al., 2013).
Lors des réactions biochimiques il y a possibilité de générer des espéces réactives de I'oxygene
(ROS) et des radicaux libres, I'exces de ces derniers peut endommager I’ADN et provoquer
plusieurs maladies telles que le cancer (Soni et Sosa., 2013). Les activités néfastes des radicaux
libres peuvent étre bloquées par des molécules qui peuvent étre synthétiques ou d’origine
végétale et qui s’appellent “antioxydants". L'un des effets bénéfiques des plantes sur la santé
est la prévention des troubles chroniques. Ils sont attribués aux métabolites secondaires de ces
plantes, et en particulier aux composés phénoliques qui constituent une part importante de ces
métabolites (Taslimi et al., 2019). Ces structures ont un impact sur les fonctions biologiques
des cellules via des moyens tels que I'élimination des radicaux libres et I'inhibition de certaines
enzymes métaboliques (Bursal et Gilgin, 2011). L'identification et la quantification des
structures chimiques d'une plante apres avoir démontré son potentiel biologique, et isoler ces

structures ont une importance capitale (Zhang et al., 2016).
I11.1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou groupes d'atomes ayant un ou plusieurs électrons
libre (non appariés) sur leurs orbitales ultrapériphériques. Ces électrons célibataires provoquent
des déreglements dans leurs champs magnétiques, rendant ainsi ces espéeces tres instables. Elles
vont alors tenter de récupérer des électrons sur d’autres molécules comme les substrats
biologiques, en les oxydant (Halliwell et Gutteridge., 2015). Il existe deux grandes familles

d’espéces réactives :

o les espéces réactives de lI'oxygéne ROS (Reactive Oxygen Species) ; ce sont des
radicaux dérivés de l'oxygene tels que : le radical hydroxyle (OH'), I’anion
superoxyde (O2"), ’oxygéne singulet (*O2), le peroxyde d'hydrogéne (H20>), le
radical peroxyde (ROQO") et le radical peroxyle (RCOO") (Ifeanyi., 2018).

o et les espéces réactives d’azote RNS (Reactive Nitrogen Species) ; le monoxyde
d’azote (NO) est produit par l'oxydation de I'un des atomes d'azote de L-
arginine, par I'enzyme NO* synthase. Selon le micro-environnement, le NO* peut
étre converti en diverses autres especes réactives d'azote (ERN) telles que le
cation nitrosonium (NO™), le dioxyde d’azote (NO>), le peroxynitrite (ONOO")
et I’acide peroxynitriqgue (ONOOH) (Phaniendra et al., 2015 ; Drdge., 2002).
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Il existe d’autres variétés d’entités oxydantes ou de radicaux, tel que : les especes
réactives du chlore RCS (Reactive Chlorine Species) comme 1’acide hypochlorique (Auberval.,
2010), les radicaux centrés du carbone et les radicaux centrés du soufre (Valko et al., 2006 ;
Favier., 2003).

I11.1.2. Les antioxydants

Ce sont des agents qui réagissent facilement avec les espéces réactives d'oxygene et
d’azote pour les inactiver et les éliminer, ou empécher leur production afin d’éviter les
endommages provoqués par ces substances oxydantes. Les antioxydants agissent par plusieurs
mécanismes, ils peuvent agir comme des piégeurs des entités oxydantes, chélateurs de métaux
de transition, inhibiteurs des enzymes productrices des espéces réactives (RS) ou cofacteurs des
enzymes antioxydants (Gupta., 2015 ; Behera et al., 2006 ; Alam et al.,2013 ). D’aprés Edeas.,
(2005), chaque antioxydant ne peut réagir qu’avec un seul radical libre. Une bonne santé résulte

d’un bon équilibre entre la production de radicaux libres et 1’action des antioxydants.

111.1.3. Types d’antioxydants

Le systeme de defense antioxydant comprend plusieurs lignes qui visent a prévenir la
formation des radicaux libres, les neutraliser quand ils sont déja formés, réparer leurs dégats
et/ou prévenir les conditions favorables a leur synthese, comme par exemple, en
bloguant/séquestrant les atomes de fer, qui agissent comme des catalyseurs dans la formation
des entités oxydantes. Ainsi, les antioxydants servent a contrdler le niveau des especes réactives
pour minimiser le dommage oxydatif (Dias., 2019).

Il existe deux classes des antioxydants :

v les antioxydants enzymatiques, ils sont produits de maniére endogene, ils comprennent
trois enzymes : Le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion
peroxydase (GPx) (Mollica et al., 2019) (Fig.15).

v’ et les antioxydants non enzymatiques, la plupart de ces derniers ne sont pas produits
par 1’organisme et peuvent provenir de nourriture. Ces molécules comprennent de
petites molécules qui sont caractérisés par de faible poids moléculaires, telles que les

vitamines (A, C...), les caroténoides (f-carotene), les minéraux (zinc, sélénium), les
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polyphénols (acides phénoliques, flavonoides), le glutathion et 1’ubiquinone (Nimse et
Pal., 2015 ; Moharram et Youssef., 2014) (Fig.15).

( Antioxydants )
I

it
l \/

Enzymes primaires Enzymes secondaires Cofacteurs Vitamine & Dérivés
Superoxide dismutase Glutathione reductase Coenzyme Qi A g{égo‘nol) b
Catalase, Glutathione Glucoase-6-phosphate- Minéraux C (Acide ascorbique)
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Figure 15. Classification des antioxydants (Carocho et Ferreira., 2013).
111.1.4. Stress oxydant

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les systemes oxydants et les capacites
antioxydantes de I’organisme en faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires
nocifs et irréversibles (Altin et al., 2017 ; Gupta., 2015). Cette perturbation peut avoir plusieurs
origines, telle que la surproduction endogene des entités oxydantes, un déficit nutritionnel ou
productif en antioxydants au niveau de 1’organisme ou une exposition a des facteurs
déclenchant externes comme la pollution, les rayons gamma, ultraviolet, consommation de

tabac et d’alcool et aussi prise des medicaments (Favier., 2003).
111.1.5. Conséquences pathologiques du stress oxydant

Le stress oxydant provoque des dommages sur tout I’organisme (Sivanandham., 2011),
en accélérant le vieillissement et I’apparition de plusieurs maladies cardiovasculaires (Incalza
et al., 2017), neurodégénératives notamment la maladie d'alzheimer et parkinson (Vina., 2019
; Van Raamsdonk et al., 2017), des maladies pulmonaires (Duecker et al., 2018), le cancer
(Nichols et al., 2017), le diabéte (Oguntibeju., 2019), I’hypertension (Montezano et al., 2015)
et I’insuffisance rénale (Tucker et al., 2015) (Fig.16).
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Figure 16. Maladies provoquees par le stress oxydatif chez I’étre humain
(Rahman et al., 2012).
111.1.6. Méthodes d’évaluation in vitro des capacités antioxydantes

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre plusieurs meéthodes
spectrométriques de détermination de I’activité antioxydante, en se basant sur des réactions de
coloration ou de décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Parmi les tests les plus

utilisés, nous présenterons ceux couramment cités et qui ont été utilisés au cours de notre étude.

» Meéthode au DPPH" (Diphényl Picrylhydrazyle)

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle est un radical libre (capteur de proton), relativement
stable et largement utilisé pour évaluer I’activité antioxydante (Cotelle et al., 1996 ; Trouillas
et al., 2003). Ce radical de couleur violet, en présence d’une molécule dite “’antioxydant’’
(donneurs de proton), va se réduit en formant une liaison moléculaire stable. Le produit réduit
présente une couleur jaune et n’absorbe plus a 517 nm. La diminution de coloration de la
solution est proportionnelle a la quantité d’antioxydant (Fig.17). L’activité antioxydante de
I’extrait est comparée a celle d’un antioxydant de référence en termes d’inhibition (Alam et al.,

2013 ; Huang et al., 2014).
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Figure 17. Mécanisme de réduction du radical libre DPPH" par un antioxydant
(Alam et al., 2013).

» Meéthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Geénéralement, les métaux sont les meilleurs initiateurs de réactions en chaine
susceptibles de déséquilibrer la balance du stress oxydatif en faveur de pro-oxydants. Parmi
ces métaux, on trouve le cation ferrique Fe®*, ce dernier est le plus actif et on le retrouve
dans les aliments d’origine végétale ou animale. L’effet réducteur d’un extrait vis-a-vis du

cation ferrique peut étre considéré comme un indicateur de son activité antioxydante.

La methode de la réduction du fer (FRAP) consiste a réduire le complexe
tripyridyltriazine ferrique [(Fe(I11)-TPTZ] de couleur jaune en complexe ferreux [(Fe(ll)-
TPTZ] de couleur bleu, sous I’action d’un antioxydant par un transfert d’électron (Fig.18).

La variation de la coloration est mesurée a 700nm (Bolanos de la Torre et al., 2014).
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Figure 18. Mécanisme réactionnel du test FRAP (Chélation d'ions ferreux)

(Seraoui et al., 2019).
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> Piégeage de PABTS™ (sel d’ammonium de Pacide 2,2’-azinobis-[3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic])

Ce radical libre et stable, a la capacité de réagir avec tout composé donneur d’hydrogéne
ou d’électron. Il est trés utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits de
plantes, des mélanges complexes ou bien des composés purs (Rivero-Pérez et al., 2007).
Le radical ABTS™", en contact avec un donneur de H' conduit 8 ’ABTS™ et a la décoloration
a 734 nm (Miller et al., 1996) (Fig.19).
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Figure 19. Piégeage du radical ABTS™ avec un antioxydant donneur de H* (Miguel., 2010).

» Test de blanchiment (décoloration) du p-carotene
Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique produit des radicaux peroxydes qui attaquent
les onze doubles liaisons du B-caroténe, ce qui provoque sa décoloration soit la perte de sa
coloration jaune. La présence d’un antioxydant dans le milieu réactionnel va neutraliser les
radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc inhiber 1’oxydation et par conséquent
ralentir le blanchiment du -caroténe (Cheurfa et Allem., 2016). L’absorbance est ainsi lue au
temps 0 puis au bout de deux heures a 470nm. Cette méthode est sensible, ceci étant dd a la

forte absorption du B-carotene mais est plus lente que celle du DPPH (Bensouici., 2014).
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> Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie
de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe Néocuproéne (NC), cuivre (Cu*?) Nc,-
Cu*?. En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit
et cette réaction est quantifi¢ spectrophotometriquement a une longueur d’onde de 450nm
(Apak et al., 2004) (Fig.20). Ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en
quinones a travers la réduction du complexe Cu*?-Nc, produisant ainsi un complexe

chromogéne de Cu*2-Nc qui absorbe a 450 nm (Bensouici., 2014).

il 1@ ~ 1

\ _ we N/ CHy|  Oxidized . .-
HiC Cu/ CHs +AO.\¢ n Cu : * A0X Product T H

Le complexe Cu*?-Nc (bleu) » Cu*-Nc (jaune-orangé).

Figure 20. Réduction du complexe chromogéne Cu*2-Nc par un antioxydant (Miguel., 2010).

* Activité enzymatique
111.1.7. Généralités sur la maladie d’ Alzheimer

Par définition, la maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative
incurable du tissu cérébral qui entraine la perte progressive et irréversible des fonctions des
cerveaux et notamment la mémoire (Mohebali et al,. 2016). Elle est décrite par le médecin
allemand Alois Alzheimer en 1960, et se manifeste par un taux bas d’acétylcholine (Berchtold
et Cotman., 1998), et toucherait environ 44 millions de personnes dans le monde, et on estime
qu'elle triplera d'ici 2050 en raison du vieillissement général de la population (Olajide et Sarker.,
2020). L'acétylcholine est une molécule organique importante pour la mémoire, libérée au
niveau des terminaisons nerveuses comme un neurotransmetteur. La métabolisation de cette

substance se fait par ’acétylcholinestérase (AChE) qui la transforme en choline et en acétate

36




Chapitre 3 : Activités Biologiques Partie | : Recherche Bibliographique

(Zengin et al., 2018). L’inhibition de cette derniere va engendrer une élévation du turnover de
I’acétylcholine au niveau synaptique et donc augmenter les effets cholinergiques. Dans le
cerveau de patients atteints de MA, la concentration d’acétylcholine est trés faible. Les
anticholinestérasiques diminuent I’activité de I’acétylcholinestérase, par conséquent favorise

I’¢élévation de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau (Rezai et al., 2020).
111.1.8. Méthode de détermination de I’ Activité antibactérienne in vitro

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer l'activité antibactérienne in vitro, parmi
lesquelles la méthode de diffusion sur disques (Antibiogramme). C’est une technique utilisée
en bactériologie médicale appelée méthode de disques ou méthode par diffusion en milieu
gélosé, elle consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes substances a
tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension
de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose

laissant des zones vierges autour des disques appelées zones d’inhibition.

Plus le diameétre de la zone d’inhibition est grand, plus la souche est sensible a la
substance testée, plus il est petit plus la bactérie est résistante. Donc, le diameétre de ces zones
d’inhibition est proportionnel a I’activité antibactérienne de la substance sur la souche testée

(CLSI., 2006 ; NCCLS., 1997).

e Description des bactéries étudiees

Les bactéries représentent un groupe étonnamment complexe et fascinant. Ce sont des
organismes cellulaires simples appelés procaryotes qui sont d’habitude trouvés en trés grand
nombre parce qu’ils peuvent se multiplier rapidement. Bien que les bactéries soient
microscopiques, on distingue différentes morphologies. Les plus communes sont les tiges, les
coccidies (circulaire) et la spirale. Elles peuvent étre grandes, petites, ovales grosses, longues,
courtes ou encore plus épaisses. Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes (Gram-
positif et Gram-négatif), basés sur la différence de la structure et de la composition chimique

de la paroi cellulaire.

+ Bactéries 2 Gram positives

a) Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci Gram positif appartenant a la famille des Micrococcacea avec un diametre
de 0.5 & 1.5um, de forme non sporulée qui tendent a se grouper en paires et en petites chaines

et habituellement non capsulée ou possédant des capsules limitées. Elles sont anaérobies
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facultatives. Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires

de blessures, endocardite aigue et intoxication alimentaire (Carbonnelle et al., 1987).

b) Enterococcus faecalis

Ce sont des Gram positif anaérobies facultatifs, qui se trouvent sous forme commensale
dans les voies gastro-intestinales des humains et des animaux et dans des sources
environnementales comme 1’eau et le sol. Il supporte des conditions extrémes de température
(5-65 °C) et de pH (4.5 a 10). Ce germe est capable de provoquer des infections mortelles et
une variété d’infections nosocomiales sur les tissus des valves cardiaques et les voies urinaires

(Carbonnelle et al., 1987 ) .

+ Bactéries & Gram négative

c) Klebsiella pneumoniae

C’est une entérobactérie appartenant au genre Klebsiella, il s’agit d’un bacille 8 Gram
négatif immobile est souvent capsulé poussant sur un milieu ordinaire en atmosphére aéro-
anaérobie. Est une espece ubiquitaire, elle peut étre isolée de I’environnement (sol, eau de
surface, eaux usées) ainsi que des flores commensale de ’homme et des animaux. K.
pneumoniae repréesente la bactérie la plus impliquée dans les infections nosocomiales, est la

principale espece bactérienne responsable d’épidémie intra-hospitaliere (Wu et al., 2021).

d) Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de ’animal
et qui appartient a la famille des Entérobactéries. Elle est de forme non sporulée, de type aérobie
facultative et généralement mobile grace aux flagelles. Sa longueur varie de 2 a 6um alors que
sa largeur est de 1.1 a 1.5um. E. coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections
aigues de I’appareil urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été, diarrhée infantile et

les intoxications alimentaires (Kaper et al., 2004).
I11.1.9. Spectrométrie de masse

Cette technique est trés utilisée pour I’analyse des composés organiques solides, liquides
ou gazeux. Elle permet la détermination de la masse moléculaire et la corrélation de spectre
d'un composé avec sa structure, elle a un réle trés important dans les études de pollution de
I'environnement et de dopage grace a sa sensibilité, sa sélectivité et sa possibilité de faire des
analyses quantitatives rapides (Noui et al., 2022). De facon générale, le spectrométre de masse
convertir les molécules d’analytes en molécules chargées positivement ou négativement.

L’analyse des ions formés ainsi que des fragments des ions produits lors du processus
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d’ionisation vont permettre de séparer tous les ions présents en fonction de leur rapport masse
sur charge. Un spectrométre de masse est composé de trois éléments majeurs : une source
d’ionisation, qui va générer des molécules chargées, d’un analyseur qui détermine le rapport
masse sur charge des ions qui ont été formés et d’un détecteur qui transforme les ions en un

signal electrique (Seraoui et al., 2019) (Fig.21).
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Figure 21. Schéma d’un spectromeétre de masse (Noui et al., 2022).

111.1.10. Chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC/MS)

Est une méthode d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en
phase liquide et de la spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisement
de nombreuses substances. Elle utilise un systeme de HPLC, mais au moment ou les phases
mobiles du liquide quittent la colonne, [I'échantillon est vaporisé sous forme de
microgouttelettes. Celles-ci s'‘évaporent rapidement et liberent des molécules ionisées de

I'analyte qui sont ensuite séparées dans la spectrométrie de masse (Bensouici., 2014).

Une unité LC-MS est composée de deux blocs principaux : un chromatographe en phase

liquide et un spectrometre de masse.
I11.1.11. Spectrométrie de masse tandem (LC-MS/MS)

La spectrométrie de masse tandem (MS/MS) et son utilisation dans la chimie organique

est apparue dans les années 60. Le développement d’instruments variés éventuellement couplés
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a la chromatographie a conduit dans les années 70 et 80 a une multiplication des domaines
d’applications de la spectrométrie de masse tandem, en particulier dans les sciences du vivant
(Niessen., 2000). Le tandem MS/MS se différencie de la MS par une fragmentation des ions
pour permettre une meilleure identification. Les ions séparés lors d’un simple MS sont
sélectionnés dans un collecteur et sont fragmentés. Les fragments sont analysés dans un
deuxiéme analyseur (fragments MS). L’identification obtenue est plus fine et plus exacte. La
spectrométrie de masse permet une analyse qualitative et quantitative (Jennings., 1968). Il est

composé sous sa forme

- Simple MS : d’un ionisateur, d’un analyseur et d’un détecteur
- Tandem MS/MS : d’un collecteur d’ions et d’un deuxiéme analyseur en plus de la

partie simple MS.

Un spectrométre de masse est composé principalement de : un ionisateur, un détecteur et

un analyseur de masse.

- L’ionisateur : Sert a produire des ions positifs ou négatifs. Les principales sources
ioniques dépendent de I’échantillon a analyser

- L’analyseur de masse : sert a séparer les ions collectés soit sous I’action d’un champ
¢lectrique, soit sous 1’action d’un champ magnétique. Il peut étre couplé avec presque
tous les ionisateurs. Les analyseurs de masse se différencient par leur résolution et leur
domaine de masse d’analyse.

- Le détecteur : sert a mesurer le nombre d’électrons et a amplifier le signal pour
atteindre une bonne sensibilité. Le plus utilisé est un multiplicateur d’¢électrons. Ensuite

le signal est enregistré et un spectre de masse est produit (Fig.22).
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Figure 22. Principe d’un couplage LC/MS-MS (Bensouici., 2014).
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IV. Matériels et Méthodes
Pour le présent travail, nous avons sélectionné deux plantes médicinales ayant un fort

potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus :

- Une plante a usage thérapeutique : Aristolochia longa L. de la famille des
Aristolochiacea (El Omari et al., 2020).

- Une plante a usage thérapeutique et alimentaire : Capparis spinosa L. de la famille des
Capparidaceae (Khojasteh Rad et al., 2021).

% A notre connaissance, et aprés plusieurs recherches infructueuses, les deux espéces
¢tudiées n’ont jamais fait I’objet d’une quelconque ¢tude enzymatique.

4 Etapes de travail

Les etapes impliquees dans le coté pratique sont les suivantes :

% Analyse granulométrique et physico-chimique des sols de différentes stations
d’étude.

» Analyse climatique de trois wilayas d’étude : Mila, Jijel et Sétif afin de déterminer

L)

le type de climat de chaque wilaya et d’avoir son effet sur ’accumulation des

métabolites secondaires chez les deux plantes étudiées.

v’ Précipitations

v' Températures

v" Humidité

v Indice d’Emberger

v Indice de Gaussen

e Préparation des extraits bruts de feuilles, tiges et racines d’Aristolochia longa L. et
Capparis spinosa L. par macération méthanolique et décoction aqueuses selon un
protocole adopté.

e Caractérisation qualitative des différents extraits de deux plantes par un screening
phytochimique en se basant sur des réactions colorimétriques et de précipitations
différentielles afin de déterminer la présence ou I’absence de quelques groupes de
composés bioactifs.

e Détermination quantitative des différents extraits en dosant les teneurs des polyphénols
totaux, flavonoides, flavones et flavonols par des méthodes spectrophotométriques ;

e Evaluation des activités biologiques des extraits in vitro ; a savoir :

¢ Le pouvoir antioxydant :
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v’ en déterminant la capacité de piégeage du radical libre DPPH";

v Réduction du radical cation ABTS™" (sel d’ammonium de I’acide 2,2'-Azino-
Bis (3-éthylbenzoThiazoline-6-Sulphonique) ;

v" CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Aapacity) ;

v" FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ;

v' et blanchissement du B-caroténe.

% Le pouvoir enzymatique : anti AChE et anti BChE.

% Le pouvoir antibactérien : vis-a-vis des souches pathogenes de référence.

% Caractérisation chromatographique par LC-MS/MS des extraits actifs, afin de
déterminer le profil qualitatif et quantitatif des composés chimiques qui conférent
aux extraits leur caractére bioactif.

e Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux (TPC, TFC, TFF) et les activités
biologiques.

e Corrélation entre la teneur en meétabolites secondaires, activités biologiques, données
climatiques (Preécipitations (P), Températures (T) et Humidité (H)) et les parametres
granulometriques et physicochimiques de sol.

e Analyse en Composants Principales (ACP) entre 1’étude quantitative (TPC, TFC et
TFF) et les activités biologiques (DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, B-carotene, AChE
et BChE).

* Lieux du travail

Ce travail a été effectué au niveau des laboratoires suivants :

+ Les analyses granulométriques et physicochimiques du sol ont été realisées au
niveau du Laboratoire de Géologie, Université Mohamed Seddik BenYabhia Jijel.

% Les extractions ainsi que les analyses qualitatives (I’investigation phytochimique)
et quantitatives ont été réalisées au niveau du laboratoire des Sciences de la Nature
et des Matériaux (LSNM) ; Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf Mila.

% Les activités antioxydantes et enzymatiques ont été faites au Laboratoire de
Biochimie, Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT), Ali Mendjli ;
Constantine.

% Les essais antibactériens ont été réalisés au niveau du Laboratoire de Microbiologie
Appliquée, Département de Microbiologie, Faculté des Sciences de la Nature et de
la Vie, Université Ferhat Abbes Sétif 1.

* Les analyses chromatographiques par la LC-MS/MS des extraits actifs ont été faites
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a luniversit¢ de Tokat Gaziosmanpasa, Faculté des Arts et des Sciences,
Département de Chimie, Tokat, Turquie.
IV.1. Materiel végetal
Le matériel végétal utilisé est composé de feuilles, tiges et racines de deux plantes :
Aristolochia longa L. (Fig.23) et Capparis spinosa L. (Fig.24), récoltées a partir de trois wilayas
: Mila, Setif et Jijel (Fig.25). Ces trois organes ont été cueillis en 2018 ; pendant la saison de

floraison correspondante aux deux plantes étudiées.

1. Aristolochia longa L. a été récoltée durant la période entre le mois de Mars et le mois d’Avril
dans trois stations (Rouached (wilaya de Mila), Boucif Ouled Askeur (wilaya de Jijel) et Béni
Aziz (wilaya de Sétif)).

2. Capparis spinosa L. a été récoltée durant la période de mois de juin et le mois de juillet 2018
dans trois stations (Zeghaia (de Mila), Aftis (de Jijel) et Dehamcha (de Sétif)).

Les trois parties de deux plantes ont été séparées, nettoyées puis séchées a I’air libre et
a I’ombre afin de préserver, au maximum, 1’intégrité¢ des molécules, pendant au moins 02 a 03
semaines. Chaque partie séchée a été ensuite broyée en poudre fine. Bonnaillie et al., (2012),
ont montré que sous cette forme, elle présente une plus grande surface de contact avec le solvant
extracteur et permet ainsi d’améliorer le rendement des extractions. Pour son utilisation
ultérieure et afin d’empécher sa photo-oxydation, la poudre a été conservée a 1’obscurité dans

des bocaux hermétiquement fermés jusqu’au moment de 1’extraction.

Figure 23. Aristolochia longa L. A: Feuilles ; B: racines et C: Tiges

(Photos personnelle, 2018).
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Figure 24. Capparis spinosa L. D: plante entiére ; E: Feuilles et F: Tiges
(Photos Personnelle, 2018).
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Figure 25. Situation géographique de trois wilayas d’étude : Mila, Sétif et Jijel

(Carte établie a I’aide du logiciel ArcGIS, Version 10.8).

IVV.2. Présentation et localisation des wilayas d’étude

IV.2.1. Présentation de la wilaya de Sétif

e Aspect géographique

Elle est située entre 35° a 36.5° de latitude nord et entre 5° a 6° de longitude Est. Du

point de vue géographique, la wilaya de Sétif est localisée dans les hautes plaines de 1’Est

algérien. Elle occupe une superficie de 6.549.64 km? et comporte 60 communes réparties en 20

Dairas. Elle occupe une position centre et constitue un carrefour entouré de 6 wilayas. Elle est

limitée :

-au Nord par les wilayas de Bejaia et Jijel,
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-a ’Est par la wilaya de Mila,
-au Sud par les wilayas de Batna et Msila

-et a I’Ouest par la wilaya de Bordj Bou Arreridj (Chacha., 2011) (Fig.26).

SMSE S4SE L

Figure 26. Situation géographique de lieu de récolte au sein de la wilaya de Sétif :
Aristolochia longa L. (Beni Aziz) et Capparis spinosa L. (Dehamcha)

(Carte établie a I’aide du logiciel ArcGIS, Version 10.8).

e Aspect physique

» Climat

Selon Bounechada et Fenni., (2012), la wilaya de Sétif se caractérise par un climat
continental semi-aride (Fig.29), avec des étés chauds et secs et des hivers froids et pluvieux.
1VV.2.2. Présentation de la station de Mila

e Aspect géographique

La wilaya de Mila se situe au Nord-est de 1’ Algérie a 464m d'altitude, et a 73 km de la

mer Méditerranée. Elle fait partie de I’Est de 1’Atlas tellien, par une chaine de montagnes qui
s’étend d’Ouest en Est sur ’ensemble du territoire Nord du pays. Elle occupe une superficie
totale de 3480.54 km2. Elle est limitée :

-Au Nord-ouest par la wilaya de Jijel ;

-Au Nord-est par la wilaya de Constantine et Skikda ;
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-A I’Ouest par la wilaya de Sétif ;
-Au Sud-est par la wilaya d’Oum-EIl Bouaghi ;

-Au sud par la wilaya de Batna (Aissaoui., 2012) (Fig.27).

Constantine

Figure 27. Situation géographique de lieu de récolte au sein de la wilaya de Mila :
Aristolochia longa L. (Rouached) et Capparis spinosa L. (Zeghaia)
(Carte établie a I’aide du logiciel ArcGIS, Version 10.8).
e Aspect physiques
» Climat
Elle est caractérisée par un climat méditerranéen de type subhumide (Fig.29), elle est

globalement caractérisé par :

-Une saison (hiver) humide et pluvieuse s’étendant de Novembre a Avril.

-Et une période estivale longue chaude et seche allant de Mai a Octobre (Zouaidia., 2006).
1VV.2.3. Présentation de la station de Jijel

e Aspect géographique
Elle fait partie du Sahel littoral de I'Algérie ; elle est située au Nord-Est de 1’ Algérie
entre les latitudes 36° 10 et 36° 50 Nord et les longitudes 5° 25 et 6° 30 Est. Elle couvre une
superficie de 2.396.63km?, avec une fagade maritime de 120km. Le territoire de la wilaya dont

la superficie s'éléve a 2396 km?est bordé :
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-Au Nord par la mer méditerranée ;
-Au Sud par la wilaya de Mila ;
-Au Sud-Est par la wilaya de Constantine ;

-Au Sud-Ouest par la wilaya de Sétif, La wilaya de Skikda délimite la partie Est, tandis que
celle de Bejaia borde la partie Ouest (Bourib et Kaouche., 2016) (Fig.28).

Figure 28. Situation géographique de lieu de récolte au sein de la wilaya de Jijel :

Aristolochia longa L. (Boucif Ouled Askeur) et Capparis spinosa L. (Aftis)

(Carte établie a I’aide du logiciel, ArcGIS Version 10.8).
e Aspect physiques
» Climat
D’apres Aribi., (2012) et Boudjedjou., (2010), La wilaya de Jijel est considérée parmi les
régions les plus pluvieuses d’Algérie. Elle est caractérisée par un climat méditerranéen de type

humide (Fig.29), pluvieux et froid en hiver, chaud et humide en été.
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ETAGES BIOCLIMATIQUES

Figure 29. Carte bioclimatique de I'Algérie (Nedjraoui et Bédrani., 2008).
1VV.3. Analyse de sol
IV.3.1.Prélevement et préparation d'échantillons de sol

La collecte d'échantillons de sol a des fins d'analyse est une étape trés importante pour
connaitre I'étendue de son impact sur la plante et sur leurs voies métabolique (Zargoosh et al.,
2019). A chaque point de récolte des plantes, des échantillons de sol ont été prélevés au niveau
du porte-greffe de la plante a une profondeur de 0.5m afin d'étudier certaines des propriétés
physiques et chimiques du sol et leur effet sur les deux plantes étudiees (Cherifi et al., 2011).
Ces échantillons sont ensuite mis a sécher a I’air libre pendant 15 jours, puis broy¢€s et tamisés
a 2mm pour séparer la fraction fine de la fraction grossiere. L’ensemble des analyses porte sur

la fraction fine (terre fine) (Zargoosh et al., 2019).
1VV.3.2. Caractérisation physico-chimique des échantillons de sol
1V.3.2.1. PH-eau

Il consiste a mesurer la force électromotrice d’une solution aqueuse du sol a ’aide d’un
pH-métre (Tab.6). Le pH est un mode d’expression de la concentration en ions H* d’un liquide.
Au laboratoire, il s’agira du liquide surnageant dans un bécher, aprés agitation d’une certaine
quantité d’échantillon de sol dans de I’eau distillée, et dans les rapports pondéro-volumétriques
de 1/5 (Aubert., 1978).
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Tableau 6. Echelle d’interprétation de pH (Aubert., 1978).

Valeur de pH Classe d’interprétation
<45 Extrémement acide
4.5-5.0 Trés fortement acide
5.1-55 Fortement acide
6.1-6.5 Légeérement acide
6.6 -7.0 Treés légerement acide
7.1-75 Trés légérement alcalin
7.6-8.0 Legerement alcalin
8.1-8.5 Moyennement alcalin
>8.5 Trés fortement alcalin

IVV.3.2.2. Carbone organique (CO%)

Le dosage du carbone organique est réalisé suivant la méthode décrite par Walkley-
Black., (1974). Le carbone représente 58% de la matiére organique. La technique est basée sur
I’oxydation du carbone par le bichromate de potassium en milieu acide. Le carbone est
transformé en CO; et CrO7 et réduit en Cr®*. La quantité de bichromate de potassium utilisée
excéde la quantité nécessaire pour 1’oxydation du carbone a doser. L’excés de bichromate de
potassium (K2Cr20y7) est titré a ’aide d’une solution de sulfate ferreux sept fois hydraté. Le
résultat est exprimé en % de sol sec en carbone organique (C) ou de matiere organique (MO)

selon la relation suivante :

M.O (%) = 1.725 x CO%

Tableau 7. Echelle d’interprétation de la matiére organique (Aubert., 1978).

Taux de M.O(%) Nom de classe
05a1% Tres pauvre en M.O
1a2% Pauvre en M.O
2a3% Moyenne riche en M.O
3a5% Riche en M.O
>5% Trés riche en M.O
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1V.3.2.3. Conductivite électrique (CE)

Cette méthode permet d’obtenir une estimation de la teneur globale en sels dissous. Elle
est mesurée dans I’extrait de sol a température donnée dans le rapport sol /eau est de 1/5. La
valeur de la conductivité électrique du milieu est lue directement sur I’écran du conductimetre.
Elle est exprimée en uS/cma 20°C (Aubert., 1978). L’estimation de la teneur globale en sels

dissous a été faite a 1’aide de ’échelle de salure des sols selon le tableau 8.

Tableau 8. Echelle de la salinité en fonction de la conductivité électrique (Aubert., 1978).

CE (ms/cm) Degré de salinité
CE<0.6 Sol non salé
0.6 <CE<02 Sol peu salé
02<CE<24 Sol salé
24<CE<06 Sol tres salé
CE > 06 Sol extrémement salé

I1V.3.2.4. Dosage du calcaire total (CT)

Le dosage du calcaire total est fait a I’aide du calcimétre de Bernard, par dosage du CO>
provenant de la réaction du carbonate de calcium (CaCOs3) avec I’acide chlorhydrique (HCI).
Le volume de CO- dégagé est proportionnel a la quantité de carbonates présents et donc du
calcaire. La quantité de carbonates est déduite de la courbe d’étalonnage effectuée avec une
séric de quantités connues de carbonate de calcium (Duchaufour., 1979). L’échelle
d’interprétation des carbonates permet de déterminer la quantité du CaCOs comprise dans un

échantillon de sol (Tab.9).

Tableau 9. Echelle d’interprétation des carbonates (AFNOR., 2004).

Carbonates (%) Charge en calcaire
<1l% Sol non calcaire
1a5% Sol peu calcaire
5a425% Sol modérément calcaire
252450 % Sol fortement calcaire
50 a 80 % Sol tres fortement calcaire
>80 % Sol excessivement calcaire
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1V.3.3. Analyse granulométrique par tamisage

Cette analyse permet de quantifier pondéralement en pourcentage les particules de sol
(sables, limons et argiles). La méthode internationale, a la pipette de Robinson (ISRIC., 1984)
est la méthode utilisée pour la détermination des fractions granulométriques. Elle consiste a
séparer la partie minérale du sol en fonction des diamétres des particules est a déterminer les
proportions relatives de ces fractions. Les fractions grossiéres, sont séparées par tamisage,
tandis que les fractions fines (limons et argiles), sont séparées par sédimentation. Le
prélevement de ces derniéres se base sur la relation liant le temps de sédimentation et le
diametre des particules, donnée par la loi de Stocks. On préléve a la pipette un petit volume

connu de la suspension dont on pésera le résidu solide apres évaporation du liquide.
IV.4. Synthése climatique

Pour la synthese bioclimatique, nous avons retenu les indices les plus utilisés en région

méditerranéenne :

e le Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen.
e le Quotient pluviothermique d'Emberger.
IV.5. Méthodes

IV.5.1. Préparation des extraits bruts

Deux méthodes d’extraction ont été adoptées pour I’obtention des extraits a partir de feuilles,
tiges et racines des plantes Aristolochia longa L. et Capparis spinosa L. de trois wilayas.
e Extraits méthanoliques

L’extraction méthanolique a été effectuée par macération de la poudre obtenue de
chaque partie dans le méthanol pur. Pour cela, 20g de matériel végétal (racines, feuilles et tiges)
sont macérés dans 200ml de méthanol absolu a température ambiante pendant 48 heures et sous
agitation. Le maceérat est ensuite filtré sur du papier Whatman n°3 et enfin le filtrat est concentré
dans un rotavapor a 35°C (Rajhi et al., 2019 ; Tlili et al., 2017). Le résidu obtenu est pesé pour
estimer le rendement et conservé a —20°C a l'abri de la lumiere jusqu'a leur analyse. Le

processus d'extraction est résumé par I'organigramme reporté dans la Figure 30.

e Extraits aqueux
L'extraction aqueuse a été réalisée en ajoutant 200ml d'eau distillée a 20g de la poudre.
Le mélange est chauffé pendant 15 mn puis mis en macération sous agitation pendant 48 heures,

a I’abri de la lumiére et & température ambiante. Aprés macération, l'extrait aqueux a été filtré

51



Partie 11 : Recherche Expérimentale Matériels et Méthodes

a travers un papier filtre Whatman n°3 et le filtrat a été évaporé par un évaporateur rotatif a
40°C et séché a I’air libre (Benzakour et al., 2012 ; Belhattab et al., 2004). Le résidu obtenu est
pesé pour estimer le rendement et conservé a —20°C a l'abri de la lumiére pour une utilisation

ultérieure (Fig.30).
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Figure 30. Protocole de préparation des extraits bruts (méthanoliques et aqueux)

de Capparis spinosa L. et d’Aristolochia longa L.
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IV.5.2. Calcule du rendement des extraits
Le rendement des différents extraits obtenus est défini comme étant le rapport entre la
masse de I’extrait sec obtenue apres évaporation et la masse initiale de la poudre végétal utilisée.

Ce rendement est calculé par 1’équation suivante :

Rendement (%) = Mo/ M1 x100

Dont :
v" Mo : Poids du résidu sec évaporé.
v" Mz : Poids de poudre initiale.

IV.5.3. Analyse qualitative (Screening phytochimique)

L’investigation phytochimique est basée sur des réactions de coloration ou de précipitation
plus ou moins spécifiques a chaque classe de principes actifs. Elle a éte effectuée soit sur la
poudre de la plante, soit sur son infusé a 5%. Les methodes de caractérisation utilisées dérivent
de celle décrites par : Bekero et al., 2007 ; Merouani., 2017; Benaraba., 2013; El-Haoud et al.,
2018 ; Amadou., 2005 ; Senhaji et al., 2005.

Les résultats sont classés selon I’apparition en :
e Réaction franchement positive : (+ + +)

e Réaction positive : (+ +)

e Réaction moyennement positive : (+)

e Réaction négative : (-)

Préparation de I’infusé a 5%

L’infusé a 5% est préparé par I’ajout de 5g de poudre végétale a 100mL d’eau distillée

chaude. Aprés 15 a 20 minutes de contacte, la solution est filtrée a ’aide d’un papier filtre.

» Polyphénols
Une goutte de chlorure ferrique (FeCls) a 2% est ajoutée a 2mL de I’infusé. La présence des

polyphénols se traduit par une coloration bleue-noiratre ou vert foncé.

» Tanins
A 5ml de I’infusé, on ajoute quelques gouttes d’une solution de chlorure ferrique (5%). Le

virement de couleur vers le vert foncé indique la présence de tanin.
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> Flavonoides
Un volume de 5mL d’ammoniaque dilué (NH4sOH) et ImL d’acide sulfurique (H2SOs a
10%) sont ajoutés a SmL de I’infusé. La présence de flavonoides se manifeste par une coloration

jaune.

» Anthocyanes
Elle est réalisée par 1’addition de SmL H>SO4 & 10% et quelques gouttes de NH4sOH a5 mL
de I'infusé. La présence de ces métabolites est confirmée par le virage de la couleur vers le

bleue violacé.

> Dérivés anthracénique

o Anthraquinone libres

A 1g de poudre de la plante on ajoute 10mL de chloroforme et on chauffe pendant 3 minute
au bain Marie. Apres filtration, 1mL de I’extrait chloroformique est agité avec 1mL de NH4OH.

La présence des anthraquinones libres est confirmée par le virage de la couleur vers le rouge.

» Saponosides
On prépare un décocté 1% de la poudre de deux plantes, on le filtre, et le filtrat obtenu est
mis dans un tube a essai. Le tube est agité pendant 15s puis laissé au repos 15min. Une hauteur

de mousse persistante, supérieur a 1cm indique la présence des saponosides (réaction positive)

» Alcaloides

La détection de la présence des alcaloides est faite par différents tests avec le changement
de réactif, parmi ces tests : test de Bouchardat et test de Wagner (Annexe 02). 2mL de décocté
préparé pour les tests précédent sont additionnés a 2 gouttes du réactif de Bouchardat ou

Wagner. Le résultat positif est révélé par une précipitation de couleur brun rougeéatre.

» Quinones
Faire bouillir 0,5g de poudre de plante dans 20mL de l'eau distillé, on filtre et a 1mL du
filtrat on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, la couleur rouge indique la présence des

quinones.

» Terpenes
On mélange 0,5¢g de poudre de la plante avec 10mL de MeOH, on agite le mélange puis on
le filtre, & 5SmL de filtrat obtenu on ajoute 2mL de chloroforme, et 3mL d’acide sulfurique,

I'apparition d'une couleur brune rougeétre indique la présence des terpénes.
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» Composes réducteurs

Leur détection consiste a introduire 2mL du décocté (10%) dans un tube a essai et 2mL de
la liqueur de Fehling (Annexe 02). Ensuite, I'ensemble est porté au bain-marie bouillant durant
3min. L’obtention d’un précipité rouge brique au fond de tube a essai indique la présence des

composés réducteurs.

» Mucilage
Apres avoir introduit 1ml de décocté (10%) dans un tube a essai, SmL d’éthanol absolu ont
été ajouté, suivi d’une agitation. Le mélange a été reposé pendant dix minutes et la présence de

mucilage a été indiquée par I’obtention d’un précipité floconneux.

> Protéines
Cing mL de décocté préparé avant ont été chauffé avec quelques gouttes d'acide nitrique
(HNO3). La couleur jaune qui vire a l'orange lors de l'ajout d'une base (NaOH) prouve la

présence des protéines.
IV.5.4. Analyse quantitative

La quantification des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavones et des flavonols
des différents extraits est déterminée a partir des equations de la régression linéaire des courbes
d’étalonnages et exprimés en pug équivalent/ mg d’extrait. La raison principale pour le choix de
ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes et

antimicrobiennes des plantes leur sont attribués (Bendif., 2017).

IV.5.4.1. Détermination de la teneur en polypheénols totaux
e Principe

La teneur en polyphénols totaux des extraits méthanoliques et aqueux de Capparis
spinosa L. et d’Aristolochia longa L. a été déterminée par la méthode colorimétrique en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (HsPWO12040) et d'acide phosphomolybdique (Hz3PMO12040) qui
est réduit, lors de I’oxydation des phénols, en mélange d’oxydes bleus de tungesten (WgO23) et
de molybdene (MOgO23). La coloration bleue produite posséde une absorption maximum aux
environs de 725nm. Elle est proportionnelle aux taux de composés phénoliques (Ereifej et al.,
2016).
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e Mode opératoire
v Préparation de la solution de Carbonate de Sodium Na,COs a 7.5%
Une quantité de 7.5g de Na>COs est dissous dans 100mL d’eau distillée (solution S1).

v Préparation de la solution de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois
Un ml de la solution de réactif de Folin Ciocalteu concentré, est complété a 10mL avec de I’eau

distillée (solution S2).

4 Procédure
Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Belkhiri et al., (2017) ; Singleton et
Ross., (1965)) en y apportant quelques modifications. Briévement, dans des tubes & hémolyse
en verre, un volume de 200uL de chaque extrait de deux plantes avec des dilutions convenables
sont ajouté a 1ml de S, aprés 15min d’incubation a température ambiante 800uL de S; sont
ajoutés. Les tubes sont agites et conservés pendant deux heures a I’obscurité. L’absorbance est
lue & 765nm sur un spectrophotométre de type biochrom libra S22 (Fig.31). Un blanc est
préparé de la méme maniere en remplacant I’extrait par le solvant utilis¢ (MeOH ou I’eau
distille). Avec 3 répétitions pour chaque essai. La teneur en polyphénols totaux est estimée a
partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (10-
120pg/mL) et est exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug
EAG/mg d’extrait).

MoA syl (o i“lll:"_. ——
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Figure 31. Etapes de dosage des polyphénols, A : Série de dilution de standard (I’acide
gallique) ; B : Dilutions d’A. longa L. ; C : Dilutions de C. spinosa L. et D : Lecture au

spectrophotometre (Photos Personnelle, 2020).

57



Partie Il : Recherche Expérimentale Matériels et Méthodes

1VV.5.4.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La quantification des flavonoides de différents extraits d’Aristolochia longa L. et Capparis
spinosa L. a été réalisée par la méthode de trichlorure d’aluminium (AlCI3). En présence de ce
dernier, les flavonoides sont capables de former un complexe acide stable de couleur jaunatre
qui absorbe dans le visible a 510nm. Ce complexe est dosé spectrophotométriqguement a 430nm
(Ali-Rachedi et al., 2018).

e Mode opératoire
v Préparation de la solution d’AICl;
Une quantité de 2g d’AlClz est dissoute dans 100mL de méthanol (Solution S3).

4+ Procédure

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Kosalec et al., 2004). Toujours, dans
des tubes a hémolyse en verre, ImL des extraits de chaque partie de deux plantes préparés dans
le MeOH ou dans I’eau distillée, avec des dilutions convenables ont été ajoutés a ImL d’une
solution fraichement préparée de S3. L’absorbance est lue a 430nm apres dix minutes
d'incubation a l'obscurité (Fig.32). Un blanc est préparé en remplacant les extraits par le solvant
utilisé dans I’extraction. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (2.5-25ug/mL) et est exprimée en microgramme d’équivalent de

quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

(D)

Figure 32. Etapes de dosage des flavonoides, A : Série de dilution de standard (quercétine) ;
B : Dilution d’A. longa L. ; C : Dilution de Capparis spinosa L.et D : Lecture au

spectrophotometre (Photos Personnelle, 2020).
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1VV.5.4.3. Détermination de la teneur en flavones et flavonols
e Mode opératoire
v Préparation de la solution d’AlCIz
Une masse de 10g d’AlClz est dissoute dans un volume de 100mL de méthanol donne une

solution S4.

v Préparation de la solution d'acétate de sodium (5%o)
Cing grammes d'acétate de sodium sont dissous dans un volume de 100mL de méthanol donne

une solution S5.

4 Procédure

La méthode utilisée pour la détermination de la teneur en flavones et flavonols est celle
décrite par Kosalec et al., (2004). Un volume de 500uL d'extrait végétal a été mis a 1500ul
d'éthanol, 100puL de S4, puis 100ul de S5 et 2800uL de 1’eau distillé, 30min plus tard,
I'absorbance est lue a 415nm. Un blanc est préparé en remplacant les extraits par le solvant
utilisé dans I’extraction. Toutes les opérations sont effectuées en triplicata. La concentration en
flavones et flavonols contenus dans les extraits végetaux est calculée par rapport a la courbe
d'étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard a différentes concentrations (1-
200ug/mL) dans les mémes conditions que les échantillons. Le résultat est exprimé en

microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’E) (Fig.33).
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Figure 33. Dosage des flavones et flavonols des extraits bruts, A : d’Aristolochia longa L.et

B : de Capparis spinosa L. (Photos Personnelle, 2020).

IVV.5.5. Evaluation in vitro des activités biologiques
% Le potentiel antioxydant des plantes
La capacité antioxydante des substances peut étre évaluée soit de fagon in vivo, sur des

organismes vivants, soit de maniere in vitro comme le cas de notre travail. Plusieurs méthodes
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sont utilisées in vitro, parmi ces méthodes, on a choisi d’appliquer cing méthodes, a savoir :
Piégeage du radical libre DPPH’, Réduction du radical cation ABTS™(sel d’ammonium de
I’acide 2,2'-Azino-Bis (3-éthylbenzoThiazoline-6-Sulphonique), CUPRAC (Cupric Reducing
Antioxidant Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et blanchissement du -
carotene, pour évaluer la capacité antioxidante des extraits bruts de trois organes d’Aristolochia
longa L. et de Capparis spinosa L. de trois wilayas : Mila, Sétif et Jijel, en utilisant un lecteur

de microplaques a 96 puits de marque Perkin EImer (USA) avec son logiciel EnSpire (Fig.34).

Figure 34. Lecteur a microplaque (Perkin Elmer, Enspire) (Photo Personnelle, 2021).
IVV.5.5.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

e Préparation de la solution des extraits de deux plantes
Quatre mg d’extrait sec de différentes parties d’Aristolochia longa L. et de Capparis
spinosa L. sont dissous dans ImL de MeOH ou de I’eau distillé. Différentes concentrations

d’extraits de deux plantes ont été utilisées : 800; 400; 200; 100; 50; 25 et 12,5ug/mL.

e Préparation de la solution méthanolique de DPPH
Une quantité de 6mg de réactif de DPPH a été dissoute dans 100ml de MeOH (solution
S6). L’absorbance du mélange est mesurée a 517 nm et doit étre comprise entre a 0,5 et 1nm (&
A =517 nm). Ceci est dans le but d’assuré une quantité du radical (DPPH") suffisante dans le
milieu réactionnel pour le bon déroulement de la réaction (DPPH" (violet) —» DPPH (jaune))
(Fig.35) (Annexe 6).
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+ Procédure
Cette activité a été mesurée selon le protocole décrit par Blois., (1958). Briévement, une
quantité de 160uL de S6 a été ajoutés a 40uL d'échantillon dilué dans des solutions de méthanol
ou d’eau distillé a des concentrations différentes. La microplaque est incubée a température
ambiante et a I’obscurité pendant 30 min. Aprés l'absorbance a été mesurée a 517nm. Les
témoins positif utilisés sont des antioxydants de synthese : le 2,6-di-t-butyl-4-methylphenol
oubutylhydroxytoluene (BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA). Chaque test est répété trois
fois, le résultat est présenté par la moyenne des trois essais. La faible valeur d’absorbance de la
réaction du mélange indique une activité de piégeage des radicaux libres supérieure. La capacité

a piéger le radical DPPH a été calculée selon I'équation suivante :

A contrdle A extrait ] X 100

(%) d’Inhibition = [

A contrdle

Dont :
v Acontrole : est I’absorbance de la solution DPPH.
v Akxtrait : est ’absorbance de ’échantillon a une concentration donnée/standard.
L’¢tude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clso), plus la

valeur de (Clso) est faible plus 1’extrait est puissant vis-a-Vvis des radicaux libres.

Figure 35. Résultat du test de DPPH sur microplaque (Photo Personnelle, 2021).
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IV.5.5.2. Piégeage de ’ABTS™
e Principe

Il est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS®*" de
coloration bleu verte. Ce dernier est formé suite a ’oxydation de I’ABTS initialement incolore
avec les différents composés comme le phosphate de potassium (KH2PQa). Ainsi, la réaction
se déroule en deux étapes : Au cours de la premiére étape, le radical ABTS*" est formé par
arrachement d’un électron a un atome d’azote de I’ABTS. La deuxiéme se déroule en présence
d’antioxydant donneur de H®, le radical d’azote concerné piége un H®, conduisant a I’ABTS-

H*, ce qui entraine la décoloration de la solution (Miguel., 2010) (Fig.36) (Annexe 6).

v Préparation de la solution des extraits de deux plantes
Quatre mg d’extrait est dissous dans 1ml de méthanol ou de I’eau distillé. Différentes
concentrations d’extraits de deux plantes ont été utilisées : 800; 400; 200; 100; 50; 25 et 12,5

pg/mL.

v Préparation de la solution ABTS*

Une solution d'ABTS a été préparée en mélangeant 10mg d’ABTS (10mg/4Ml) de H.0
avec 0,5 g de dioxyde de manganese (MnQO>) (solution S7). Le mélange réactionnel est mis en
incubation, a I’obscurité, pendant 16 heures a température ambiante. La solution de travail
d'ABTS*" fille est obtenue en diluant la solution mére d'/ABTS** avec du méthanol jusqu’a
obtention d’une absorbance voisine de 1 + 0.03 a 734nm. Les deux standards BHA et BHT sont

utilisés comme des normes antioxydantes pour la comparaison de 1’activité de nos extraits.

% Procédure

Le protocole adopté est celui de Re., (1999), et pour cela un volume de 160uL de S7 a
été ajouté a 40uLl d’extrait dissout dans le méthanol ou dans I’eau distillé a différentes
concentrations (12.5-800ug/mL). 10min plus tard, l'absorbance est mesurée a 734 nm en
utilisant un lecteur de microplaques. Chaque test est répété trois fois, le résultat est présenté par
la moyenne des trois essais. L’évaluation de I’activité antioxydante est faite par la détermination
de ICso, c’est la quantité d’antioxydant nécessaire pour réduire 50 % de ABTS™". Les ICso sont
calculés graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés représentant le
pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés et les

standards. La capacité de piégeage de ’ABTS"" a été calculée en utilisant I'équation suivante :
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contrdle ~ A extrait

A
(%) d’Inhibition = [ ] X 100

A contrdle

Dont :

v" Acontrole : est ’absorbance de la solution ABTS.

v" Aextrait : est 'absorbance de I’échantillon a une concentration donnée/standard.

Figure 36. Résultat du test ABTS™" sur microplaque (Photo Personnelle, 2021).

IVV.5.5.3. Méthode de réduction de cuivre (CUPRAC)
e Principe
Ce test a eté déterminé par la méthode décrite par Apak., (2004). Il consiste au suivi de
la diminution de ’absorbance accrue du complexe néocuproine, cuivre (NCo-Cu?"). En effet en
présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-néocuproine est réduit (Fig.37) (Annexe
6).

e Mode opératoire
v Préparation des solutions des extraits de deux plantes
Quatre mg d’extrait est dissous dans ImL de méthanol ou de I’eau distillé. Différentes

concentrations d’extraits de plantes ont éte utilisées : 800; 400; 200; 100; 50; 25 et 12,5ug/mL.
Trois solutions sont préparées pour effectuer cette activité :

v Solution tampon S8 : 1.927g d’acétate d’ammonium (CH3COONHy,) sont dissoutes
dans 25 mL (H.0) de coloration transparente.
v Solution 9 : 0.042625g de (CuCl,-2H,0) sont dissoutes dans 25 mL (H.0) de coloration

bleue.
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v Solution 10 : 0.039g (Néocuprine) sont dissoutes dans 25mL d’éthanol.
“ Procédure
Un volume de 40pL des extraits a différentes concentrations (12.5-800pg/mL) sont
mélangé avec : 60pL de S8 (pH=7,0), 50 UL de S10 et 50pL de S9. Le mélange est homogénéisé
a l’aide d’un agitateur de microplaque est incubé a I’abri de la lumiére. Aprés une heure,
I'absorbance est mesurée a 450 nm. La capacité de réduction des extraits a été comparée a celles
de deux standards BHA et BHT. Les résultats ont été calculés a titre d’Aos (Hg/mL)
correspondant a la concentration indiquant 0.50 d’absorbance. La concentration de l'extrait
fournissant une absorbance de 0.5 (Aos) a été déterminée a partir du graphique de l'absorbance

en fonction de la concentration de l'extrait.

(Cu(l)-N_c) (Jaune ors

Figure 37. Résultat du test du CUPRAC sur microplaque (Photo Personnelle, 2021).

IV.5.5.4. Méthode de blanchiment du f-caroténe
e Mode opératoire
v' Préparation du p-caroténe
Une masse de 0,5mg de -caroténe est dissoute dans 1mL de chloroforme puis ajouté a
un volume de 25uL d'acide linoléique et de 200uL de Tween 40, en donnant un mélange
émulsifiant (S11). Apres évaporation du chloroforme sous vide, 50mL d'eau distillée saturée en
oxygene, ont été ajoutés avec agitation vigoureuse. L’absorbance de la solution du B-caroténe

doit étre comprise entre 0.8 et 0.9nm.

“ Procédure
Il est déterminé selon la méthode de décrite par Marco., (1968). Pour cela, un volume
de 160uL de S11, a été ajouté a 40uL d’extrait a différentes concentrations (12.5-800ug/mL)
(Fig.38). La lecture se faite immédiatement (To) a 470nm. Aprés le mélange est incubé pendant

120 min a ’obscurité et a 45°C, puis une deuxiéme lecture est faite a nouveau a la méme
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longueur d'onde (T120). Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions en
remplagant l'extrait par le méthanol ou I’eau distillée. Les BHA et BHT ont été utilisés comme

standards. Les pourcentages d’inhibition de blanchiment de la B-caroténe ont été calculés par

AHo— AH,
AA%) = [1- ] X 100
ACo- AC

la formule suivante :
Dont :

v AA (%) : Activité antioxydante ;
v" AHp: valeur d'absorbance du B-caroténe en présence de I'extrait mesurée at =0;

v' ACy : valeur d'absorbance du B-caroténe en présence du controle négatif mesurée a t=0;
v" AHqy: valeur d'absorbance du B-caroténe en présence de I'extrait mesurée at = 120 min;
v' AC: : valeur d'absorbance du B-caroténe en présence du contr6le négatif mesurée a t =
120 min. La concentration inhibitrice de 50% du blanchiment du B-carotene (ICso) des

différents échantillons a ensuite été calculée et comparée a celle du BHA et du BHT.
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Figure 38. Résultat du test du B-caroténe sur microplaque (Photo Personnelle, 2021).

IV.5.5.5. Test de la réduction du fer (FRAP) (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le pouvoir réducteur des extraits de deux plantes est déterminée selon la méthode décrite
par Oyaizu., (1986), basée sur la réaction chimique de réduction des ions Fe*" présent dans le
complexe KsFe (CN)s a des ions de Fe?* par les antioxydants qui donnent la couleur bleue
(Fig.39). Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés (Hubert., 2006).
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e Mode opératoire

v Préparation des solutions des extraits de deux plantes
Une masse de 4mg d’extrait est dissoute dans 1mLde MeOH ou de 1’cau distillée. Différentes
concentrations d’extraits de plantes ont été utilisées: 200; 100; 50; 25; 12.5; 6.25 et
3.125pg/mL.

v Préparation de tampon phosphate (S12):
Solution 1 : 0,078g NaH2PO. dissoute dans 50mL H>O

Solution 2 : 0,1780g Na;HPO4, 2H,0 dissoute dans 100mL H20

v Préparation de la Solution de potassium ferricyanide (1%) : 1g de KsFe (CN)s dans
100 mL H2O distillé (S13).
v Préparation de la Solution de TCA a 10% :
Une quantité de 1g de TCA est dissous dans 10mL d’eau distillé (S14).

v Préparation de la solution de FeClza 0.1% :
Une masse de 1g de FeClz est dissous dans 100mL de I’eau distillée (S15).

# Procédure

Un volume de 10puL des extraits a différentes concentrations, est ajouté a 40uL de S12
(pH 6,6) et 50pL de S13. Aprés 20 minutes d’incubation & 50°C, des volumes de 50puL de S14,
40uL d’cau distillée et 10uL de S15 fraichement préparé ont été ajoutés. Un blanc sans
échantillon est préparé dans les mémes conditions en remplacant I'extrait par le solvant
d’extraction. La lecture se fait a 700nm. Les standards utilisés sont I’acide ascorbique et I’a-
tocophérol. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des extraits testés. Les résultats ont été donnés en A0.5 (ug/mL) correspondant a la
concentration indiquant une intensité d'absorbance de 0.5. L'augmentation du pouvoir réducteur

par I'extrait et I'étalon a été calculée comme suit :

% d’Inhlbltlon = [(AExtrait / ABlanc) '1] x100

Dont :
v" AEextrait - Absorbance de la réaction contenant les réactifs et ’extrait.

v Asianc : Absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.
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Figure 39. Résultat du test du pouvoir réducteur sur microplaque (Photo Personnelle, 2021).

IV.6. Détermination de I'activité anticholinestérasique
e Principe
Le pouvoir inhibiteur de ’activité enzymatique de l'acétylcholinestérase (AChE) et de
la butyrylcholinestérase (BChE) est testé en utilisant la méthode décrite par Ellman et al.,
(1961). 1l est basé sur la capacité d’acétylcholinestérase a hydrolyser le substrat et a produire
de la thiocholines. Cette derniére réagit avec I’acide 2-nitrobenzoique (DTNB) et générer un

chromophore jaune (Fig.40) (Annexe 6), qui peut étre quantifié a 412 nm.

e Mode opératoire
v Préparation des solutions des extraits de deux plantes
Une quantité de 4mg d’extrait est dissous dans ImL de MeOH ou de I’eau distillé.

Différentes concentrations d’extraits de deux plantes ont été utilisées : 100; 50; 25; 12,5; 6,25;

3.125 et 1.5625ug/mL.

v Préparation de solution tampon (S16)
> 8,890g de (NazHPOj4, 2H20) + 500mL d’eau distillé (V1)
» 1.56g de (NaH2PO4, 2H20) + 100mL d’eau distillé (V2)

V1+V, === Solution tampon comme le montre le tableau 6.

On ajoute du NaOH pour augmenter la valeur de PH.

Tableau 10. Valeurs des PH de la solution tampon.

PH 58 | 62 | 64 | 66 | 68 | 7 72 | 74|76 |78 ]| 8
NaH2POs (ml) | 92 | 815 | 735|625 | 51 | 39 | 28 19 | 13 | 85 | 5,3
NazHPO4 (ml) 8 185|265 | 375 | 49 | 61 | 72 | 81 | 87 915|945

67




Partie 11 : Recherche Expérimentale Matériels et Méthodes

v Préparation de la solution de DTNB (5,5-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid)) (S17)
Une masse de 16mg de DTNB + 1mL de tampon (PH=7) +7,5mg de NaHCO3s+1mL de tampon
(PH=7) + 2ml de tampon (PH=7) + 4mL de tampon (PH=8) === volume total 8mL.

v Préparation de substrat (ACI) (Acetylcholine iodide) (S18)
Une quantité de 16mg de ACI + 4mL H20 + 4mL de tampon (PH=8).

v Préparation de substrat (BuCl) (S-Butyrylthiocholine iodide) (S19)
4mg de BuCl + 4mL H20 + 4mL de tampon (PH=8).

v Préparation des enzymes :
-AChE (S20) :

- 0,2 mg AChE+4mL tampon (PH=8) pour donner la solution A.

- Mettre 20uL de la solution A dans 20 tubes a eppendorff.

- On prend un seul eppendorf qui contient 20pL de la solution A et on ajoute 3mL de
tampon (PH=8) + contrdlé I’absorbance a 412nm qui doit étre entre 0.4-0.5.

- BChE (S21) :

- 0.2 mg BChE+4mL tampon (PH=8) pour donner la solution A.
- Mettre 20uL de la solution A dans 20 tubes a eppendorff.
- On prend un seul eppendorf qui contient 20uL de la solution A et on ajoute 2mL de
tampon (PH=8) + controlé 1’absorbance a 412nm qui doit étre entre 0.4-0.5.
% Procédure
Dans cette logique, 150uL de S16 (pH=8.0), 10uL déchantillon a différentes
concentrations, et 20pL de S20 ou de S21 (enzymes) ont e€té melangés et incubés pendant 15
min a 25 °C, puis 10uL de S17 ont été ajoutes. La réaction a ensuite été initiée en ajoutant 10uL
S18 ou S19 (substrats). Immédiatement, une premiére lecture a été faite a 412 nm suivie d'une
seconde 15 min plus tard pour éviter la dégradation de l'enzyme. L'étalon utilisé est la
galantamine. Les résultats ont été donnés en valeur ICso (ug/mL) correspondant a la
concentration d'inhibition de 50%. Le pourcentage d'inhibition (1%) des extraits de plantes a été

obtenu a l'aide de la formule :

% d'Inhibition de ’AChE = E- x100

E

Dont :
v" 1 (%) = Pourcentage d'inhibition de I’AChE ou BChE.
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v' E= L’activité de I’enzyme sans extrait.

v' S=L’activité de ’enzyme avec l'extrait.

11 _ P ~ Complexe (Incolore)

Figure 40. Résultat de I’effet inhibiteur de I'AChE ou BChE sur microplaque.
(Photo Personnelle, 2021).

IV.7. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits

Afin de caractériser I’activité antibactérienne des extraits bruts de deux plantes in vitro,
nous avons utilisé la méthode de diffusion en disque sur milieu gélosé, qu’est une technique
qualitative basée sur la mesure du diamétre des zones d’inhibition apparents autour des disques

chargés d’extrait végétaux (Rukayadi et al., 2008).

Ensuite, pour le calcul de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) de ces extraits
bruts testés efficaces, la méthode de micro-dilution sur microplaque de 96 puits est utilisée dans
notre étude. Enfin, la CMB (Concentration Minimale Bactéricide) est egalement mesurée
suivant le protocole ci-apres. Un groupe de bactéries ATCC Gram® et Gram™ sont utilisés pour
évaluer cette activité (Tab.11). Les antibiotiques ; Gentamicine (GENT), Cefotaxime (CTX) et

Colistine sulfate (CS) ont été utilisés comme des témoins positif.

Tableau 11. Souches microbiennes testées et leurs ATCC.

Souche bactérienne ATCC Gram

Staphylococcus aureus 25923 Positif
Enterococcus faecalis 51299 Positif
Klebsiella pneumoniae 70603 Négatif
Escherichia coli 25922 Négatif
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IV.7.1. Technique de diffusion des disques sur milieu solide (Antibiogramme)

Cette méthode permet de déterminer la susceptibilité des bactéries aux composés

présents dans les extraits de plantes.

v’ Stérilisation du matériel
L’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des suspensions bactériennes
(Inoculums) ainsi que dans la préparation des dilutions de nos échantillons, les milieux de
cultures et les disques préparés de papier Whatman ont été stérilisé a I’autoclave a 121°C

pendant 15 a 20 min.

v Préparation des différentes concentrations des extraits
Les extraits ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour I’extrait MeOH
et I’eau distillé pour les extraits aqueux. Afin de préparé des solutions méres de concentrations
25, 50 et 100 pg/mL (extrait MeOH) et les concentrations 25, 50, 100 et 200ug/mL (extraits

aqueux).

v Revivification des souches bactériennes
La revivification des souches bactériennes conservee est une étape nécessaire avant leur
utilisation car I’activité est nulle a I’état conservé. Elle a pour objectif 1’obtention d’une culture
jeune et pure. Les souches sont ensemencées dans le bouillon nutritif Brain Heart Infusion Broth
(BHIB) (Annexe 01), puis elles sont incubées a 37°C pendant 24h, afin d’obtenir des cultures

jeunes qui ont servi par la suite a préparer la suspension bactérienne (EI Anachi et al., . 2020).

v Préparation de I’inoculum (Suspension bactérienne)

A partir des cultures jeunes préparé precédemment, des suspensions bactériennes sont
préparées dans du sérum physiologique stérile (NaCl 0.9 %) (Annexe 01), puis agiter. Il faut
s'assurer que la suspension bactérienne est bien homogénéisée. La turbidité des suspensions est
fixée a (0.5 MacFarland) déterminée spectrophotométriqguement par une densité optique (DO)
entre 0.08 et 0.10 a 625-630nm. (La suspension peut étre ajustée par I’addition des cultures
jeunes s’il est trop faible, ou par ’ajout de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort). Cet
inoculum ne doit pas étre utilisé au-dela de 15 minutes faute de quoi la concentration et donc
’opacité risque d’augmenter a cause de la croissance bactérienne) (Merouani., 2017 ; Aboya-

Moroh., 2013 ; Rahal., 2005).
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v Préparation du milieu Mueller Hinton (MH)

Environs 26g d’agar nutritif sont pesés puis dissous dans un litre d’eau distillée, la
solution obtenue est ensuite stérilisée a ’autoclave (2 120°C pendant 20min) (Annexe 01).
Apres le milieu est coulé a raison de 4mm d’épaisseur pour permettre une bonne diffusion de
I’extrait et laisser refroidir. Les boites doivent étre disposées sur une surface plane afin d’assurer

une bonne uniformisation de la surface avant solidification de la gélose.

v Préparation des disques
Des disques de 6mm de diamétre ont été préparés en papier Whatman n°6. Les disques,
une fois préparés, sont placés dans un tube a essai et autoclavés pendant 20min a 120°C, puis
stockés a une température ambiante, en gardant le tube hermétiquement fermé (Le Minor et
Veron., 1989).

v Ensemencement

- On trempe un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

- On I’essor en le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger au

maximum ;

- On frotte I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries

serrées, répéter 1’opération, deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois ;

- On place les disques de papier Whatman aseptiquement avec une pince stérile sur la gélose
Mueller Hinton (GMH);

- On préléve 20uL pour chaque dilution de chaque extrait a l'aide d'une micropipette et on les

mettre sur les disques de papier Whatman (Benachour et al., 2020 ; Benzidane et al., 2020) ;

- Des disques imbibés seulement par le DMSO ou 1’eau distillée ont été réalisés comme des
témoins négatifs, est I’expérience est répétée en triplet pour chaque extrait et pour chaque
bactérie pour minimiser les erreurs expérimentales. Les boites ont été incubées a 37°C pendant
18 & 24 heures.

v Lecture
L’effet antibactérien des extraits de deux plantes a été déterminé en mesurant a ’aide
d’une régle le diametre de la zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations
autour des disques (Fig.41). Les résultats sont exprimeés selon quatre niveaux d’activité
(Tab.12).
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Tableau 12. Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition

(Moreira et al., 2005).

Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistant (-) Diamétre < 8 mm
Sensible (+) Diameétre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) Diameétre compris entre 15 et 19 mm
Extrémement sensible (+++) Diamétre > 20 mm
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‘ Révification des souches bactériennes en BHIB

Préparation de suspension bactérienne dans de I’eau

physiologique équivalente & 108 UFC/mL

v

E Ensemencement du milieu gélosé (GMH) a I’aide d’un écouvillon

Disposition des disques imbibés de 10ul des différentes
concentrations des extraits (25,50 et 200mg/mL (EM) ; 25, 50, 100 et
200mg/mL (EAQ))

Figure 41. Organigramme de la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé

(Antibiogramme).
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IV.7.2. Technique de micro-dilution de plaque

La méthode de micro-dilution avec le bouillon Muller Hinton a éte utilisée afin de
déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et les concentrations minimales
bactéricides (CMB) (NCCLS., 1997). Seuls les extraits qui ont montré une activité par la

méthode des disques ont fait ’objet d’une évaluation de leur activité par la méthode de dilution.
IV.7.2.1. Détermination des CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

La concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration d’un produit
capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance bactérienne. Nous avons utilisé
dans ce test des microplaques stériles a 96 puits, selon les recommandations du Comité National
des Normes du Laboratoire Clinique (NCCLS., 1997).

v Préparation des dilutions
Les extraits ont eté préparés en solubilisant 200mg de chaque extrait aqueux de deux
espeéces d’A. longa L. et C. spinosa L. dans un volume de ImL de I’eau distillée, et 100mg des
extraits MeOH dans 1mL de DMSO. A partir de ces solutions méres on réalise des dilutions en
Série successives par progression géometrique de raison 2 de fagcon a obtenir successivement
les dilutions : 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128ug/mL.

* Procédé

On prépare une culture en phase exponentielle en milieu liquide des bactéries a etudier
(10" UFC/ mL) est ajouté dans chaque puits de la microplaque a raison d’un volume de 20pL,
80pL du milieu Muller Hinton en bouillon et 80uL de différents extraits de deux plantes sont
répartis dans les 96 puits de la microplague. La concentration bactérienne dans le volume final
est de 5x10° UFC/mL. L’ensemble des plaques inoculées sont incubés a 37°C pendant 24h.
Chague test a éte réalisé en triple. Deux témoins sont réalisés : un témoin négatif avec 160uL
du bouillon MH (comme contrdle de contamination.) et un témoin positif avec 20uL de la
suspension bactérienne, 80uL de bouillon MH stérile et 80uL de DMSO (comme témoin de

croissance bactérienne) (EI Anachi et al., 2020).

v Lecture
Aprés I’incubation (24h a 37°C) un volume de 15uL d’une solution de Triphényl
Tétrazolium Chloride (TTC) (2mg/mL) (indicateur de croissance bactérienne) (Fig.42-A-) est
ajouté dans chaque puits de la microplaque est laissé agire pendant 20min. Selon Masadeh et

al., (2014), la solution de TTC change du clair au pourpre en présence d’une croissance
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bactérienne, tandis qu’elle reste claire lorsque la croissance est inhibée (Fig.42-B-). La CMI est
définie comme la concentration pour laquelle il n’y a pas de culture bactérienne visible (pas de

changement de couleur de TTC) (EI Anachi et al., 2020).

P sReve

Figure 42. A : Reéactif Triphényl Tétrazolium Chloride (TTC) et B : Changement de couleur
au niveau des puits de la microplaque en présence d’activité bactérienne sous I’effet de la

solution TTC (Photos Personnelle, 2021).

1VV.7.2.2. Détermination des CMB (Concentration Minimale Bactéricide)

Elle correspond a la plus faible concentration d'antibiotique (ou d’extrait de plante) ne
laissant subsister au maximum que 0,01% de survie de I'inoculum initial apres 24 heures de

culture a 37°C. Le test de la CMB succede directement au test de la CMI (Mayachiew and

Devabhastin., 2008).

%+ Procédé

La méthode consiste a faire des prélévements de 100uL des cultures n’ayant pas donné
de développement bactérien au niveau des cupules de la microplaque (a partir des puits positives
de la CMI) (les concentrations sub-CMI), c'est-a-dire les cupules ayant montré une absence
totale de la croissance bactérienne dans le test CMI est les ensemencées sur gélose nutritive
neuve. Apreés 24 heures d’incubation a 37°C, une croissance correspondant a [’activité

bactériostatique, tandis que 1’effet bactéricide (CMB) est révélé par une gélose claire (Draman.,

2010) (Fig.43).
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Figure 43. Méthode de CMB (Photo Personnelle, 2021).

IV.8. Chromatographie HPLC-MS/MS pour la caractérisation des polyphénols des
extraits méthanoliques bruts des feuilles de deux espéces

L'analyse qualitative des composés phénoliques des extraits méthanoliques des feuilles
d’Aristolochia longa L. et Capparis spinosa L. de trois wilayas est réalisée par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (MS/MS).

1VV.8.1. Dispositif et appareils

La LC-MS/MS (Quadrupole Schimadzu LC-MS/MS-8050) a été utilisé pour l'analyse
chromatographique. En outre, une micropipette, une seringue, des tubes de Falcon de 50 mL,
un piston, un bain a ultrasons, des flacons en verre a bouchon a vis de 2 et 12 mL, des seringues
de 5 ml, des filtres de seringue de 45/25 mm, un flacon, une pipette jetable et divers mateériels
tels que des coupes de pesée ont été utilisés pour I'analyse (Yaman et al., 2022 ; Karan et al.,
2021).

1VV.8.2. Conditions chromatographiques

Les analyses chromatographiques ont été réalisées a l'aide de I'appareil LC-MS/MS
(Liquid Chromatography/Tandem Mass Spectrometer), des pompes binaires LC-30AD, un
dégazeur DGU-20A3r, un four a colonne CTO-10ASvp et un échantillonneur automatique
SIL-30AC, dans le laboratoire d'analyse des résidus alimentaires de l'unité de détection et
d'analyse des résidus alimentaires du centre d'application et de recherche scientifique et
technologique de l'université Tokat Gaziosmanpasa. Les conditions de fonctionnement de
I'appareil sont indiquées dans le tableau 13. La LC-MS/MS (Shimadzu 8050) est équipé d'une
interface ESI qui fonctionnent dans les deux modes d'ionisation. Cette interface est utilisée
afin d'obtenir un spray stable et des résultats reproductibles. Les valeurs optimales des

parametres de la source ESI sont : température de l'interface ; 300°C, température de la DL ;
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250°C, température du bloc thermique ; 400°C, température du bloc thermique de nébulisation
; 400°C, débit de nébulisation de gaz (azote) ; 10L min et débit de séchage de gaz (azote) ;
15L mint. Les données enregistrées ont été traitées a l'aide du logiciel Lab-Solutions
(Shimadzu, Kyoto, Japon). Afin de tenter I’indentification des composés phénoliques
contenus dans les extraits, une série de 36 standards a été analysée en paralléle avec les
différents extraits (Annexe 11). Les solutions méres de chaque standard ont été préparés par
dissolution de 10 mg d'étalon analytique dans 10 ml d'éthanol & 80%, toutes les solutions ont
été stockées a -20 °C. Des injections en triple ont été faites pour chaque standard et
échantillon. Une solution intermédiaire contenant tous les composés standards (100 pg/ml) a
été préparée dans de I'éthanol a 80%. Des dilutions ont été effectuées a partir de cette solution
pour établir des courbes d'étalonnage et pour les expériences de validation (effets de matrice,
précision et exactitude) (Yaman et al., 2022) (Annexe 11).

L'identification des composés phénoliques a éte réalisee en comparant les temps de
rétention avec ceux des étalons de référence disponibles les plus proches (Karan et al., 2021).
La méthode analytique a éete validée afin de déterminer la linéarité, les limites de detection
(LODs), les limites de quantification (LOQs) et la précision (Annexe 11). La relation entre la
surface du pic et la concentration était linéaire de 50 a 100 pg/mL (ppm) pour chaque

COmpose.

Tableau 13. Conditions de la LC-MS/MS (Karan et al., 2021).

LC- MS/MS Shimadzu 8050

Phase mobile A

Eau distillée + formiate d'ammonium 5 mM

Phase mobile B

Méthanol + formiate d'ammonium 5 mM

Débit de la phase mobile 0,4 ml/min
Colon C18 Inertsil ODS-4 (3um ; 2.1x150mm)
Programme de gradient Temps (min) %A %B
0-8 5 95
8.01-12 5 95
2.01-14.99 95 5
Four de la colonne 40°C
Volume d'injection 20ul
Température du gaz MS 300°C
Débit de gaz MS 10 L/min

Pression du nébuliseur+ Température

270 kPa ; 20°C +1
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IVV.9. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD d’analyses en
trois essais. Les valeurs de CI50 (concentration d’inhibition a 50%) et de AO0.50 (la
concentration indiquant 0.50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de régression linéaire
a partir de deux courbes : [%inhibition = f (concentrations)] pour la CI50 et [% inhibition = f
(Absorbance)] pour la A0.50. L’étude de la corrélation entre les teneurs en composés
phénoliques et les activités biologiques des extraits bruts de deux plantes a été réalisée par la
détermination du coefficient de corrélation linéaire (R), dit coefficient de Bravais-Pearson. Ce
dernier est compris entre -1 et +1. Lorsqu’il est proche de zéro, les deux variables sont
linéairement indépendantes, tandis qu’une liaison lin€aire est d’autant plus marquée que le
coefficient s’approche de -1 ou de +1. En outre, la corrélation d’une variable avec elle-méme
est égale a 1 (Rakotomalala, 2015). Les investigations sur les relations entre les composes
phénoliques et la capacité antioxydante fournissent des preuves claires sur les effets de ces
constituants en tant qu'agents antioxydants. Les données de C. spinosa L. et d’A. longa L. ont
été analysées par ACP afin de visualiser les relations entre les activités biologiques, les

composes phénoliques et les lieux des échantillons de deux plantes (Mila, Sétif et Jijel).
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V. Résultats et Discussion

V.1. Analyses de sol

La structure du sol affecte la croissance des plantes en influencant la distribution des
racines et la capacité d'absorption de I'eau et des nutriments (Bronick et al., 2004). La premiére
étape du travail réalisé est une caractérisation granulométrique, et la deuxiéme étape c’est une

analyse des paramétres physico-chimiques de sol de six stations.
V.1.1. Résultats des analyses granulométriques du sol

L’analyse granulométriques a pour objectif de mesurer la distribution par taille de
particules d’un échantillon. L’identification des différentes familles granulométriques qui

constituent un échantillon permet par ailleurs de définir sa texture.

Les résultats des analyses statistiques descriptives des fractions granulometriques du sol

prélevé de six stations de prélevement sont résumés dans le tableau 14.

Tableau 14. Répartition granulométrique des particules (%) du sol des six stations étudiées.

Argile (%) Limon (%) Sable (%) Classes texturales
S1(ALS) 60.2 27.1 12.7 A
S3(ALM) 58.5 30.1 11.4 A
S4(CSS) 56.7 32.8 10.5 A
S5(CSJ) 54.6 29.2 16.2 A
S6(CSM) 62.4 26.3 11.3 A
S2(ALJ) 63.3 27.5 9.2 A

A : classe texturales Argileuse. ALS : A. longa L. de Sétif ; ALJ : A. longa L. de Jijel ; ALM :
A. longa L. de Mila ; CSS : C. spinosa L. de Sétif ; CSJ : C. spinosa L. de Jijel ; CSM : C.

spinosa L. de Mila.

D’une maniere générale, il apparait que les argiles et les limons constituent les fractions
granulométriques les plus importantes par rapport aux sables pour tous les sols étudiées. La
projection des fractions granulométriques sur le triangle textural proposé par le Ministére de
I'Agriculture des Etats-Unis (USDA) (Bonneau et Souchier., 1979) (Annexe 10), montre que

tous les sols étudiés ont une texture argileuse.
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V.1.2. Résultats des parameétres physico-chimiques du sol

Les résultats des analyses physico-chimiques du sol prélevé des six stations étudiées

sont portés dans le tableau 15.

Tableau 15. Résultats des paramétres physico-chimiques du sol des six stations étudiées.

Résultats et Discussion

Stations st1 st2 St3 St4 St5 St6
Parametres (ALS) | (ALJ) | (ALM) | (CSS) | (CSJ) | (CSM)

PH 7.88 7.53 7.42 7.39 7.33 73

MO (%) 3.75 4.03 4.32 1.76 1.46 1.88

CE (ms/cm) 0.55 0.56 0.48 037 | 0392 | o071

CaCO; (%) 38.2 45 311 42.6 36.7 3538

PH : potentiel d’Hydrogene ; MO : matiere organique ; CE : conductivité électrique ; ALS : A.
longa L. de Sétif ; ALJ : A. longa L. de Jijel ; ALM : A. longa L. de Mila ; CSS : C. spinosa L.
de Sétif ; CSJ : C. spinosa L. de Jijel ; CSM : C. spinosa L. de Mila.

+ Le sol de la St1 présente une teneur en argile 60.2%, limons 27.1% et un taux de sable
12.7%. Le sol étudié présente une texture argileuse, parmi ses propriétés chimiques, il
contient 38.2% du carbonate de calcium a tendance a étre légerement alcalin car le pH
est d'environ 7.88, la conductivité électrique a 25°C il était de 0.55uS/cm, donc il a un
sol non salin et il contient également un pourcentage riche en matiere organique ou il
atteint 3.75%.

+ Le sol de la St2 présente une teneur en argile 67.3%, limons 30.5% et un taux de sable
13.2%.

chimiques, il contient 45% du carbonate de calcium a tendance a étre lIégerement alcalin

Le sol étudié présente une texture argilo-limoneuse, parmi ses propriétes

car le pH est denviron 7.53, la conductivité électrique a 25°C il était de 0.56uS/cm,
donc il a un sol non salin et il contient également un pourcentage riche en matiere
organique ou il atteint 4.03%.

+ Le sol St3 présente une teneur en argile 58.5%, limons 30.1% et un taux de sable 11.4%.
Le sol étudié présente une texture argilo-limoneuse, parmi ses propriétés chimiques, il
contient 31.1% du carbonate de calcium a tendance a étre tres légerement alcalin car le
pH est d'environ 7.42, la conductivité électrique a 25°C, il était de 0.48uS/cm, donc il a
un sol non salin et il contient également un pourcentage riche en matiére organique ou
il atteint 4.32%.
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+ Le sol St4 présente une teneur en argile 56.7%, limons 32.8% et un taux de sable 10.5%.
Le sol étudié présente une texture argilo-limoneuse, parmi ses propriétés chimiques, il
contient 42.6% du carbonate de calcium a tendance a étre tres légerement alcalin car le
pH est d'environ 7.39, la conductivité électrique a 25°C, il était de 0.37uS/cm, donc il a
un sol non salin et il contient également un pourcentage pauvre en matiére organique ou
il atteint 1.76%.

+ Le sol St5 présente une teneur en argile 54.6%, limons 29.3% et un taux de sable 16.2%.
Le sol étudié présente une texture argilo-limoneuse un peu sableuse, parmi ses
propriétés chimiques, il contient 36.7% du carbonate de calcium a tendance a étre tres
légérement alcalin car le pH est d'environ 7.33, la conductivité électrique a 25°C, il était
de 0.39uS/cm, donc il a un sol non salin et il contient également un pourcentage pauvre
en matiére organique ou il atteint 1.46%.

+ Le sol St6 présente une teneur en argile 62.4%, limons 26.3% et un taux de sable 11.3%.
Le sol étudié présente une texture argilo-limoneuse, parmi ses propriétés chimiques, il
contient 35.8% du carbonate de calcium a tendance a étre trés légerement alcalin car le
pH est d'environ 7.3, la conductivité électrique a 25°C, il était de 0.71uS/cm, donc il a
un sol peu salin et il contient également un pourcentage pauvre en matiére organique ou
il atteint 1.88%.

% Il est a noter qu’A. longa L. pousse dans la texture argileuse (St1, St2 et St3).
Le pH dans la majorité des echantillons varie entre 7.88 et 7.42, la conductivité
électrique est faible, ne dépassant pas 0,5ms/cm, ce qui indique que ces sols sont
Iégerement alcalins et non salés. Le taux de calcaire total varie entre 38.2%, 45% et
31.1%. La présence de calcaire confere au sol des caractéristiques spécifiques en termes
de comportement physique et chimique, et influe méme sur son activité biologique. Le
sol, de presque I’ensemble des stations (St1, St2 et St3), ou pousse I’espece Aristolochia
longa L. est riche en matiére organique. Cette derniére joue un role trés important dans
le fonctionnement physique, chimique ou biologique du sol ; elle améliore la cohésion
des éléments structuraux, favorise la rétention en eau utile, participe au stockage
réversible des éléments nutritionnels et augmente 1’aération du sol (Du chaufour., 2001),
tous ces conditions favorise 1’espece A. longa L. & synthétisée et a produisée les
composés bioactifs.

% Conformément a nos résultats, il ressort que I’espéce A. longa L. se développe
sur des sols légers a texture essentiellement argileux, riche en matiere organique, a pH

basique (alcalin) et non salin (Tela botanica., 2022) (Fig.44).
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Figure 44. Caractéristique climatiques et édaphiques de ’espece type : A. longa L.
(Tela botanica., 2022).

I1 est a noter aussi, que 1’espéce C. spinosa L. pousse dans la textures argilo-limoneuse
(St4, St5 et St6). Le pH dans la majorité des échantillons varie entre 7.3 et 7.40, la
conductivité électrique est faible, ne dépassant pas 0,7 ms/cm, ce qui indique que ces
sols sont légerement alcalins et non a peu salés. Le taux de calcaire total varie entre
35.8% et 42.6%. La présence de calcaire conféere au sol des caractéristiques spécifiques
en termes de comportement physique et chimique, et influe méme sur son activité
biologique. Le sol, de presque I’ensemble des stations (St4, St5 et St6), est pauvre en
matiére organique. Les résultats obtenus dans I'analyse du sol sont en excellent accord
avec ce qui a été mentionné dans la littérature. Selon Bensghir Boukhari., (2014), le
caprier semble préférer les sols légers, bien drainants avec un pH neutre a alcalin. Dans
certaines régions on le retrouve sur des sols légers sablo-limoneux a pH 7,5 a 8
(Benzidane et al., 2020). Dans la région de Mila (Rouached), on le rencontre sur des
sols argileux et peu drainants. L’analyse de quelques échantillons de sol prélevés sur
des sols naturels et sur des anciennes cultures de cette région a montré que les sols sont
pauvres en éléments minéraux et moyennement riches en matiére organique. Ce sont

¢galement des sols riches en calcaire et a pH alcalin. Aussi, il a été déclaré que 1’espéce
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type Capparis spinosa L. se développe sur des sols Iégers a texture essentiellement
rocheux, pauvre en matiére organique, a pH basique (alcalin) et non salin (Tela
botanica., 2022) (Fig.45).
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Figure 45. Caractéristique climatiques et édaphiques de 1’espece : C. spinosa L.
(Tela botanica., 2022).

V.2. Caractéristiques climatiques de trois wilayas de recolte

Le climat est I'une des conditions les plus naturelles qui influencent la formation du couvert
vegeétal et sa croissance, car le changement climatique affecte d'un endroit a l'autre la répartition,
la diversité et la densité. Le taux de précipitations et la température sont les facteurs les plus

influents sur le couvert végétal.

Les données climatiques utilisées durant la période de récolte de deux plantes Aristolochia
longa L. et Capparis spinosa L. concernent la pluviométrie, I’humidité et les températures
minima et maxima sur une période de 10 ans (de 2010 a 2019) (une période qui couvre I’année
de récolte de deux especes étudiées). Elles sont obtenues a partir des stations météorologiques
aéroport “Ain Arnat" pour la wilaya de Sétif, “Achouat" pour la wilaya de Jijel et station de
"Ain tinn" pour la wilaya de Mila.

v Précipitations

La pluviométrie est un facteur primordial qui permet de déterminer le type de climat. Ces

précipitations sont évaluées en millimétre (mm) par jour, par mois, par saison ou par an, et
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constituent un facteur discriminant en matiére de compréhension de la dynamique des
biocénoses dans leur ensemble (Cherifi., 2013).

Les précipitations moyennes mensuelles et annuelles des trois wilayas durant la période
(2010-2019) sont données par le tableau 16.
Tableau 16. Sommes des précipitations durant la période (2010-2019) de trois wilayas : Mila,

Jijel et Sétif.
Wilaya | Jan Fev | Mar Avr Mai Jui Juil | Aout | Sep Oct Nov Dec P ann
(mm)
Mila 83 99 96 55 51 25 7 24 32 58 70 73 673
Jijel | 149.7 | 164.8 | 114.2 | 68.144 | 48.07 | 22.90 | 1.91 | 23.91 | 54.92 | 145.2 | 189.33 | 126.8 | 960.154
Sétif | 43.32 | 41.35 | 42.98 | 43.47 | 43.61 | 41.86 | 5.02 | 15.76 | 23.82 | 32.52 | 50.4 | 23.13 | 407.24

» Pour la wilaya de Mila

La précipitation annuelle dans la région d’étude équivaut a 673mm. Ainsi les mois de
Février et Mars sont les plus pluvieux avec une pluviométrie moyenne de 99mm et 96mm. Le
mois de juillet est le mois plus sec avec une précipitation moyenne de 7mm.

» Pour la wilaya de Jijel

La précipitation annuelle dans la région d’étude équivaut a 960.154mm. Ainsi le mois de
Novembre est le plus pluvieux avec une pluviométrie moyenne de 189.33mm. Le mois de juillet
est le mois plus sec avec une précipitation moyenne de 1.91mm.

» Pour la wilaya de Sétif

Le regime pluviométrique de la wilaya de Sétif présente une certaine variabilité (Tab.16),

la moyenne la plus basse est enregistrée durant les mois de Juillet avec 5.02mm, alors que

les mois les plus pluvieux sont : Novembre, Avril et Janvier avec moyennes mensuelles de

: 50.4mm, 43.47mm et 43.32mm. La quantité de pluie moyenne annuelle relevée sur une

période de 10 ans est de 407.24 mm, elle refléte la faiblesse de la pluviométrie dans la

Wilaya de Sétif.

v' Température

La température est également un élément écologique fondamental en tant que facteur
climatique vital et déterminant dans la vie des végétaux. Elle conditionne en effet la durée de
la période de végétation, ainsi que la répartition géographique des espéces (Ozenda, 1977). La

température est un facteur climatique de toute premiére importance car elle contréle I'ensemble
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des phénomenes métaboliques et conditionne la répartition de la totalité des espéces et des
communautés d'étres vivants dans la biosphére (Ramade., 1984).

La caractérisation de la température en un lieu donné se fait généralement a partir de la

connaissance des variables suivantes :

* Température moyenne mensuelle « T »,
» Température maximale « M »,

* Température minimale « m ».

» Températures moyennes mensuelles (2010-2019)
Les températures moyennes mensuelles et annuelles des trois wilayas durant la période
(2010-2019) sont données par le tableau suivant (Tab.17).

Tableau 17. Températures moyennes mensuelles et annuelles T (°C) durant la période (2010-
2019) de trois wilayas : Mila, Jijel et Setif.

Wilayas | Jan Fev Mar | Avr | Mai Jui Juil | Aout | Sep Oct Nov | Dec | T°C
Moy

Mila 8.9 9.0 11.3 | 145 | 17.7 | 234 | 286 | 263 | 223 | 18.7 | 13.2 | 9.7 | 20.36

Jijel 11.97 | 12.06 | 14.28 | 16.5 | 18.92 | 20.6 | 26.2 | 26.6 | 24.35 | 21.26 | 16.84 | 13.2 | 22.27

Sétif 5 533 | 7.86 | 12.8 | 16.73 | 22.06 | 26.36 | 25.8 | 20.76 | 16.13 | 9.77 | 57 | 17.43

Pour les 3 wilayas, le mois de Janvier est le plus froid alors que les mois d’Aofit et juillet
sont considérés les plus chaud. Les températures varient entre 8.9 °C et 28.6 °C a Mila, entre
11.97 °C et 26.6 °C a Jijel, et entre 5 °C et 26.3 °C a Sétif. Donc d’aprés le tableau 17, on
remarque que la période la plus froide s’étale de décembre a mars, la comparaison entre la
moyenne annuelle des trois wilayas nous a permis de confirmer la présence d’une variation

climatique.

v" Humidité
C’est le rapport entre la quantité de vapeur d’eau dans un volume d’air donné et la quantité
possible dans le méme volume a la méme température (Villeneuve., 1974). Elle dépend de

plusieurs facteurs climatiques comme la pluviométrie, la température et le vent (Faurie et al.,
1980).
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Tableau 18. Moyennes mensuelles et annuelles de I’humidité de trois wilayas durant la

période (2010-2019).

Résultats et Discussion

Mois | Jan | Fev | Mar | Avr Mai Jui Juil | Aout | Sep Oct Nov | Dec Moy.
Anuelles
Mila | 74 76 72 70 63 54 43 49 64 66 73 76 78
Jijel | 76.7 | 754 | 7441 | 76.5 | 753 | 73.14 | 70.7 | 70.82 | 73.04 | 73.64 | 74.81 | 76.82 86.42
Sétif | 76.2 | 74.3 | 67.84 | 65.47 | 60.24 | 48.14 | 36.42 | 40.17 | 54.95 | 62.4 73.4 | 75.63 73.51

» Pour la wilaya de Mila

L humidité est supérieure a 70% sur les 6 mois de ’année a partir du mois de Novembre. Le

maximum est enregistré en saison hivernale (76%) alors que le minimum (43%) est observé en

été (Tab. 18).

» Pour la wilaya de Jijel

L’humidité est supérieure a 70% sur les 12 mois de ’année. Le maximum est enregistré en

saison hivernale (76.82%) alors que le minimum (70.7%) est observé en été (Tab.18).

» Pour la wilaya de Sétif

L’ humidité est supérieure a 70% sur les 4 mois de I’année. Le maximum est enregistré en Saison

hivernale (76.2%) alors que le minimum (36.42%) est observe en été.

V.3. Synthése bioclimatique

» Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

C’est encore a I’heure actuelle un des représentations graphiques les plus utilisées. Ces

diagrammes figurent, sur un méme graphique, les courbes de pluies et de températures, qui

permettent de délimiter la durée de la période séeche ou: P <2 T.

P : Précipitations moyennes mensuelles. T : Température moyenne mensuelle.

Le climat est sec lorsque la courbe des températures est au-dessus de celle des précipitations

et humide dans le cas contraire (Hakemi., 2019 ; Laala., 2009).

Pour la wilaya de Mila

Pour établir ce type de diagramme, on utilise la formule : P (mm) < 2T (°C). D’apres le

graphe si dessous (Fig.46), nous arrivons a déterminer la période séche pour la wilaya de Mila

qui s’étale entre avril et octobre avec quelques pluies a la mi-septembre.
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Figure 46. Diagramme ombrothermique de la wilaya de Mila sur 10 ans (2010-2019).

e Pour la wilaya de Jijel
L’indice xérothermique de Bagnouls et Gaussen, montre que la période seche a Jijel s’étale
de mois de juin a début d’octobre avec une forte sécheresse durant les mois de Juillet et Aout

(Fig. 47). Les mois situés en dehors de cette période constituent la période humide (P>2T).
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Figure 47. Diagramme ombrothermique de la wilaya de Jijel sur 10 ans (2010-2019).

e Pour la wilaya de Sétif
L’indice xérothermique de Bagnouls et Gaussen, montre que la période seche a Sétif's’étale
de fin de mars a début d’octobre avec une forte sécheresse durant les mois de Juillet et Aout

(Fig.48). Les mois situés en dehors de cette période constituent la période humide (P>2T).
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Figure 48. Diagrammes ombrothermiques de la wilaya de Sétif sur 10 ans (2010-2019).

» Quotient pluviothermique d’Emberger

Le calcul du quotient pluviothermique « Q2 » d’Emberger est nécessaire pour déterminer
I’étage bioclimatique d’une station. Notons d’abord que ce quotient, mis au point par Emberger
en 1955 et amélioré par Daget en 1977, n’est applicable qu’aux climats de type méditerranéen.
Le (Q2) est déterminé par la combinaison des 3 principaux facteurs du climat. Il est donné par

la formule suivante :

Q2= 3.43P/M-m

Ou:

v P : représente la moyenne des précipitations annuelles en mm,
v" M : la moyenne des températures maximales du mois le plus chaud,
v" m: la moyenne des températures minimales du mois le plus froid.

Le tableau 31, résume I'ensemble des étages définis pour la région méditerranéenne.

Tableau 19. Etages bioclimatiques selon Emberger (Hakemi., 2019).

Etages bioclimatiques Q: P (mm)

Per-humide Q2>150 P>130
Humide 90> Q»>150 900<P<1300
Sub-humide 50> Q»>90 600<P<900
Semi-aride 30> Q>50 300<P<600
Aride 20> Q->30 100<P<300

Saharien Q2<20 P<100
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e Pour la wilaya de Mila
En nous basant sur les valeurs des précipitations et des températures obtenues, nous avons
estimé la valeur du quotient d’Emberger Q2= 73.43, qui permet de situer la wilaya de Mila dans

un étage bioclimatique sub-humide a hiver tempéré selon les données actuelles de 2010 a 2019
(Fig. 49).
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Figure 49. Climagramme pluviothermique d’Emberger pour la wilaya de Mila durant la

période 2010-2019.
e Pour la wilaya de Setif

En nous basant sur les valeurs des précipitations et des températures obtenues par les
stations météorologiques, nous avons estimé la valeur du quotient d’Emberger Q2 =38.71, qui
permet de situer la wilaya de Sétif dans un étage bioclimatique semi-aride a hiver frais (Fig.50)
selon les données actuelles de 2010 a 2019.
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Figure 50. Climagramme pluviothermique d’Emberger pour la wilaya de Sétif durant la

période 2010-2019.
e Pour la wilaya de Jijel

En nous basant sur les valeurs des précipitations et des températures obtenues par les
stations météorologiques, nous avons estimé la valeur du quotient d’Emberger Q2 = 125.95, qui
permet de situer la wilaya de Jijel dans un étage bioclimatique humide a hiver tempéré selon
les données actuelles de 2010 a 2019 (Fig.51).
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Figure 51. Climagramme pluviothermique d’Emberger pour la wilaya de Jijel durant la
période 2010-2019.
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Afin de déterminer la teneur en polyphénols totaux de deux plantes, des extraits bruts ont
été préparés a partir des feuilles, des tiges et des racines en utilisant deux solvants, le méthanol
et I’eau distillée.

V.4. Rendement de ’extraction

4 Aristolochia longa L.
Le rendement de chaque extrait par rapport au poids du broyat est représenté dans la
figure 52 (Annexe 3.1).

Aristolochia longa L.
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Figure 52. Rendements des extraits bruts (MeOH et aqueux) de trois parties d’Aristolochia

longa L. de Sétif, Mila et Jijel.

Le rendement d’extraction a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec
sous forme de poudre et les résultats ont été exprimés en pourcentage. Les valeurs de
rendements des extraits de différents organes d’Aristolochia longa varient de (22%) a (4.4%),
comme indiqué dans la figure ci-dessus. Les rendements d’extraction observés dépendent a la
fois du lieu de récolte, de la partie de la plante et aussi du solvant d’extraction (Duletic et al.,
2019). On constate que quel que soit 1’organe utilisé, le rendement d’extraction obtenu avec

I’eau chaude est toujours plus élevé.

Le rendement le plus élevé a été observé avec I’extrait aqueux des feuilles de Jijel
(EAF)) (22%), et nous expliquons cela par la température et les précipitations élevées qui ont

été enregistrée dans cette wilaya par rapport a Sétif et Mila, qui a eu un effet positif sur
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I'efficacité de la photosynthése et la respiration ce qui se reflete positivement sur la quantité de
métabolites secondaires (Attou., 2021). La raison peut étre due aussi, a la nature du sol de la
wilaya de Jijel, qui est riche en matiere organique (M.O = 4.03%). Tous ces conditions vont
favoriser la plante a faire la photosynthése est donc une bonne accumulation des MII. Alors que
I’extrait MeOH des tiges de Mila (EMTM) possédant le plus faible rendement (4.4%). Cette
différence enregistrée peut étre expliquée du fait que le choix de la méthode, la température, le
temps d’extraction, le rapport solide/liquide et la nature de solvant affectent le rendement des
extraits ainsi que leur composition chimique et par conséquent affecte leurs activités
biologiques (khaled —Khodja et al., 2014 ; Mohammedi., 2013).

Par ailleurs, la quantité des extraits est supérieure dans les feuilles (22%) par rapport
aux autres organes. On constate aussi la tendance d’extraire plus de composés avec ’eau
qu’avec les autres solvants. Cela peut s’expliquer par le simple fait que ’eau est un solvant

fortement polaire connu pour extraire une large gamme de molécules (Bonnaillie et al., 2012).

Ce résultat est en accord avec celui de Su et ses collaborateurs (2006) ; qui ont rapporté
que le rendement de 1’extraction aqueuse augmente avec la température. Cela est expliqué par
le fait que I’eau a haute température provoque la perturbation des cellules facilitant la
pénétration du solvant et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel., 2011). Dans une
autre étude menee par Metrouh et al., (2015) ; les résultats ont montré que les solvants polaires

affectent fortement le rendement ainsi que l'activité antioxydante des extraits de plantes.

Nos résultats sont en accordent avec ceux trouvés par Merouani et al., (2017), ou le
rendement de I’extrait aqueux des fruits d’A. longa est meilleur par rapport a I’extrait
méthanolique et acétonique dont 10.05%, 2.15% et 2.75% respectivement. En revanche, nos
résultats sont différents de ceux trouvés par d’autres recherches ou I’extrait éthanolique des
racines d’A. longa est meilleur par rapport aux extraits méthanolique et aqueux dont 50.66%;
46.66% et 35% respectivement (Bouteldja et al., 2021). Toutefois, il est difficile de comparer
strictement nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que relatif et
dépend de I’espéce végétale étudiée, la partie utilisée dans 1’extraction, les conditions de
séchage, le contenu de chaque espéce en métabolites secondaires, la nature du solvant utilisé
dans I’extraction, sa polarité ainsi que la méthode d’extraction elle-méme (Zargoosh et al.,
2019).

+ Capparis spinosa L.

Pour optimiser une technique d’extraction, la réponse conventionnelle est le rendement
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d’extraction, qui estime la masse de molécules extraites par rapport au matériel de départ. Les
résultats des rendements en extraits bruts de C. spinosa L. de trois wilayas sont reportés dans
la figure 53 (Annexe 3.2).

Capparis spinosa L.
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Figure 53. Rendement des extraits bruts (méthanoliques et aqueux) de trois parties de

Capparis spinosa L. de trois wilayas : Sétif, Mila et Jijel.

On constate que, quel que soit I’organe utilisé, le rendement d’extraction obtenu avec
I’eau chaude est toujours plus ¢élevé sauf pour I’extrait MeOH des racines de Sétif les valeurs
sont plus élevées (10.8%) et I’extrait MeOH des tiges de Mila (5.75%) ou les valeurs se

rapprochent.

Les valeurs de rendements des extraits des feuilles, tiges et racines de Capparis spinosa
L. de trois wilayas varient de 36.7% a 5.35%. Le rendement le plus élevé a été observé avec
I’extrait aqueux des feuilles de Jijel (EAFJ) (36.7%). Pour les extraits méthanolique, le
rendement le plus élevé a été enregistré au niveau des feuilles et racines de Setif avec 14.35%
et 10.8% respectivement. On peut expliquer ce bon rendement par le fait que I’espéce type C.
spinosa L. favorise le milieu semi-aride ou les conditions climatiques (taux faible des
précipitations et d’humidité) et édaphiques (pauvreté de sol en matieére organique) sont

défavorables, ce qui l'aide a produire une plus grande quantité en métabolites secondaires.

Nos résultats sont en accordent avec ceux trouvés par Fadili et al., (2017), ou le
rendement montre que la fraction aqueuse représente le rendement le plus élevé (7.65%) suivi
de la fraction buthanolique (2.95%) puis la fraction d’acétate d’éthyle (1.05%) et le rendement

le plus faible est obtenu avec la fraction chloroformique des racines de Capparis spinosa
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(0.85%). En revanche, nos résultats sont différents de ceux trouvés par d’autres recherches ou
I’extrait méthanolique des racines de Capparis spinosa est meilleur (21.58%) par rapport aux
extraits aqueux, Dichlorométhane (DCM) et I’extrait de I’Ether de Pétrole (EP) dont 21.48%);
00.87% et 00.73% respectivement (Meddour et al., 2013). L’effet des solvants sur le rendement
d'extraction a été signalés dans de nombreuses études (Ben EI Hadj Ali et al., 2014 ; Clara et
al., 2010).

V.5. Analyse qualitative

Cet analyse permettent de générer une premiére estimation des données préliminaires
sur les constituants des extraits en révélant I’absence ou la présence d’un type de métabolites
par des essais rapides, se basant sur des réactions physicochimiques colorées, de précipitation
ou de turbidité. Elles n’ont évidemment qu’une valeur indicative mais elles permettent
d’orienter les recherches ultérieures. Les résultats des tests de I’investigation phytochimique,
réalisés sur les différents extraits de trois organes de deux plantes d’études, sont représentés

dans le tableau ci-dessous (Tab.20).

Tableau 20. Résultats du criblage phytochimique des extraits des feuilles, tiges et racines

d’A. longa L. et C. spinosa L. de 03 wilayas.

Composants Aristolochia Longa L. Capparis spinosa L.
Feuilles Tiges Racines Feuilles I Tiges Racines
Sétif | Jijel | Mila | Sétif | Jijel | Mila | Sétif | Jijel | Mila | Sétif | Jijel | Mila | Sétif | Jijel | Mila | Sétif | Jijel | Mila

Polyphénols 4+ | | A+ - - - + + + + + + - - - + + +
Flavonoides +++ + + + + + + + + + + +

Tannins HH+ | | - - - ++ +++ ++ +H+ | |+t - - - ++ ++ ++
Terpénes + + + - - - - - - B B _ T T T _ T
Stéroides

Alcaloides + + + + + + - - - +++ |+ | - - - R R +
Saponosides - - - - - - - R R + T+ T

Quinones
Anthraquinones

Anthocyanes

Glucides + + + + + + +++ +++ +++ ++ ++ ++ - - - + + +
Protéines - - - - - - + + +

Mucilage - - - - ++ + - - - T+ | A+ | A+

(-) : absence de substance ; (+) : faible présence de substance ; (++) : Moyenne présence de

substance ; (+++) : Forte présence de substance.
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+ Aristolochia longa L.

Le criblage phytochimique de trois parties d’A. longa de trois wilayas a montré la présence
de divers métabolites. Les résultats obtenus montrent la richesse des feuilles, tiges et racines
d’A. Longa L. de trois wilayas en flavonoides et glucides. Alors que les polyphénols et les tanins
sont présents au niveau des feuilles et racines. Aussi, les alcaloides se trouvent uniquement au
niveau des feuilles et tiges de cette espéce médicinale. On a remarqué une absence totale des

saponosides, des quinones, des anthraquinones et des anthocyanes dans les trois organes.

Les familles chimiques détectées dans cette étude viennent de confirmer les travaux de
plusieurs recherches phytochimique réalisées sur 1’extrait aqueux des racines d’Aristolochia
longa, en effet les polyphénols et les flavonoides ont été isolés précédemment de cette espece
(Benaraba et al., 2016 ; Derouiche et al., 2018 ; Bouteldja et al., 2021 ; Sana., 2020), aussi des
alcaloides et des tanins ont été isoles des racines de cette espece (EI Omari et al., 2020 ;
Merouani et al., 2020).

D’autre part, des chercheurs ont publi¢é que le criblage phytochimique d’extrait
méthanolique d’A. bracteata révele la présence des alcaloides, des flavonoides, ainsi des tanins
et autre composés tel que les hydrates de carbone, les protéines et les stéroides (Chawla et al.,
2013 ; Thirumal et al., 2012). Selon Moharram et al., (2014), I’extrait méthanolique d’A. indica
est riche en alcaloides, glycosides cardiaques, saponines, tanins et flavonoides. Les résultats
obtenus par Murugan et Mohan., (2012), sur les feuilles et les tiges d’Aristolochia indica des
Ghats occidentaux (India), et Derouiche et al., (2021), sur les racines d’Aristolochia longa L.

d’El oued (Algérie) sont identique a nos résultats.

+ Capparis spinosa L.

Les essais phytochimiques effectués sur les extraits des feuilles, tiges et racines du C.
spinosa de trois wilayas ont révélé la présence des polyphénols, des tanins et des glucides au
niveau des feuilles et racines. Les flavonoides, les alcaloides, les mucilages et les saponosides
se trouvent seulement au niveau des feuilles. Pour les stéroides, les quinones, les anthraquinones

et les protéines sont absent au niveau de trois organes de Capparis spinosa de trois wilayas.

Un certain nombre de composants ont été identifiés dans Capparis spinosa L. par d’autres
auteurs, y compris des flavonoides (Chedraoui et al., 2017 ; Fadili et al., 2017 ; Meddour et al.,
2013), des alcaloides (Meddour., 2019 ; Manikandaselvi et al., 2014) des terpénoides (Fu et
al., 2008) et des tanins (Akkari et al., 2016).
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Les résultats des tests de caractérisations phytochimiques des tiges de la méme espece en
Irak, ont montrer leur richesse en alcaloides, en flavonoides, en terpenoides, en tanins et en

protéines (Muraih et al., 2020).

% Enfin on conclut que :

v' Les résultats montrent que le rendement des extraits aqueux est supérieur a celui des
extraits méthanoliques pour les deux plantes.

v les deux plantes sont riches en divers métabolites secondaires, ce qui explique
I’intérét et ’attention particuliere portés par les chercheurs a travers les études
scientifiques pour ces deux plantes.

v Cing groupes de composés bioactifs sont présents dans les extraits de feuilles de
deux plantes étudiées : les polyphenols, les flavonoides, les tanins, les alcaloides et
les glucides.

v/ L'abondance en principes actifs confere aux deux plantes des propriétés
pharmacologiques remarquables, ce qui pourrait justifier les multiples indications
thérapeutiques de deux plantes : A. longa L. et C. spinosa L.

V.6. Analyse quantitative

Afin de caractériser quantitativement les extraits prépares a partir de deux plantes étudiées,

un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavones et flavonols a été effectue.
V.6.1. Dosage des Composés Polyphénoliques Totaux (TPC)

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques,
réside de fait que les polyphénols ont des activités biologiques trés importantes. De méme pour
les flavonoides qui sont considérés comme la classe la plus importante des composés
phénoliques. Selon Obeid et al., (2007), la quantification et 1’identification des polyphénols des
extraits végétaux sont considérées comme la premiere étape vers 1’évaluation de la capacité

antioxydante.

Ce dosage a été effectué par la méthode de Folin Ciocalteu (FC). Leur quantification a
été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par I’acide gallique. La teneur en
polyphénols est exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait sec (ug EAG/mg d’E). La courbe d’étalonnage obtenue est une droite dont I’équation

est Y= 0.0086x—0.0249 avec un coefficient de corrélation R? de 0.9923 (Fig.54).
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Figure 54. Droite d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

+ Aristolochia longa L.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux, ont révelé la présence de ces composés dans
les deux extraits bruts (méthanoliques et aqueux) de différents organes d’Aristolochia longa L.
avec des quantités différentes selon le lieu de récolte, la nature du solvant d’extraction et la

partie de la plante étudiee.

» Extraits méthanoliques

Les résultats ont montré que les extraits des feuilles et tiges de trois wilayas ont des teneurs
élevées en polyphénols totaux par rapport aux extraits des racines (Fig.55). La teneur en
composes phenoliques (TCP) la plus élevé a été trouve dans les feuilles de Mila (sub-humide)
(176.56 +1.64ug EAG /mg d’E), suivi par les feuilles de Jijel (humide) (169.27+1.67ug EAG
/mg d’E), puis les feuilles de Sétif (semi-aride) avec une teneur de 155.79+0.08ug EAG /mg
d’extrait (Annexe 3.3).
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Figure 55. Teneur en Polyphénols, Flavonoides, Flavones et Flavonols des extraits

méthanoliques d’A. longa L. de trois Wilayas (Mila, Jijel et Sétif).
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D’apres la figure 55, on constate que la partie aérienne d’A. longa L. est riche en
composeés phénolique. Ces variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs cités dans
la bibliographie notamment 1’interaction avec I’environnement (type de climat, nature de sol),
la température et les précipitations affectent également tout le contenu total en phénols et en
flavonoides (Djebaili., 2013).

Ces résultats sont en forte corrélation avec plusieurs travaux qu’ont démontrés la
richesse des extraits d’A. longa en composés phénoliques, c’est le cas des travaux publiés par
Benaraba et al., (2014 ; 2016), dévoilent que I’extrait aqueux des racines d’A. longa contient
des polyphénols. En au-dela, autre travaux présentent que la partie aérienne d’extrait aqueux
riche en polyphénols en comparaison avec I’extrait méthanolique (Merouani et al., 2017).
Autres études comparatives entre I’extrait aqueux, méthanolique et d’acétate éthyle des racines
d’A. longa et les résultats ont confirmés la richesse des extraits méthanolique et d’acétate
d’éthyle par rapport a I’extrait aqueux (EI Omari et al., 2019). En effet, des recherches
démontrent que I’extrait éthanolique d’A. albida est riche en composés phénoliques que

I’aqueux (Guinnin et al., 2016).

Les résultats des analyses quantitatives des extraits bruts des feuilles et racines de la
méme espece de Tissemssilet, indiquent que les feuilles possedent des teneurs élevées en
polyphénols et en flavonoides totaux (8.580+0.04 mg EAG/g MS et 8.011+0.06 mg EQ/g MS)
respectivement. Alors que la composition des racines d’A. longa en polyphénols et flavonoides
est faible (8.183+0.51 mg EAG/g MS et 5.423+0.47 mg EQ/g MS) (Attou., 2021). Une autre
étude sur les racines d’Aristolochia bracteata, a montré que la teneur totale en composés
phénoliques dans I'extrait méthanolique et acétonique s'est révélée 59.22 + 0.65 et 39.67 + 0.92
respectivement. Tandis que la teneur totale en flavonoides était de 36.0+0.17 et 130.93+£2.58
ug EAG /mg d’E dans I'extrait méthanolique et l'extrait acétone, respectivement (Chawla et al.,
2013).
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» Extraits aqueux
Les résultats de dosages obtenus des extraits aqueux d’Aristolochia longa L. sont

mentionnés dans la figure 56.
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Figure 56. Teneur en Polyphénols, Flavonoides, Flavones et Flavonols des extraits aqueux
d’A. longa L. de trois Wilayas (Mila, Jijel et Sétif).

Le contenu en composes phénoliques des extraits aqueux d'A. longa L. provenant de
trois wilayas différentes variait largement entre 113.63+0.56pug EAG/mg d'extrait et
48.86+1.75ug EAG/mg d'extrait (Fig. 56). Les teneurs les plus élevées ont été observées dans
I'extrait des feuilles de Jijel (humide) (EAFJ) avec une teneur de 113.63+0.56ug GAE/mg d'E,
suivi par ’EAF de Sétif avec une teneur de 98.05+1.43ug GAE/mg d'E, puis ’EAF de Mila
(sub-humide) avec une teneur de 73.86+0.12ug GAE/mg d'E. On second lieu on trouve les
extraits des tiges (98.70+0.34ug GAE/mg d'extrait; 63.51+2.04ug GAE/mg d'extrait et
53.28+0.14ug GAE/mg d'extrait de Jijel, Sétif et Mila respectivement. Tandis que l'extrait des
racines a donné les teneurs les plus faibles (50.53+1.03ug EAG/mg, 49.02+0.23ug EAG/mg et
48.86x1.75ug EAG/mg d'E) pour Jijel, Mila et Sétif respectivement (Annexe 3.4). Selon les
résultats de dosage des composés phénoliques, on observe que le milieu humide est le plus
favorable pour la production des MIl chez A. longa L., ou les facteurs climatiques
(précipitations et humidité) sont favorables et le sol est riche en matiére organique. Chez les
plantes, les composés phénoliques présentent une variabilité interspécifique, intra spécifique et

méme entre les organes d’une méme espece (Coulibaly et al., 2014 ; Khiralla et al., 2015). Les
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teneurs phénoliques totales dans les extraits de plantes dépendent de la haute solubilité des
phénols dans les solvants polaires ce qui fournit une concentration élevee de ces composés dans

les extraits obtenus en utilisant ces solvants (Sepahpour et al., 2018).
V.6.2. Dosage des flavonoides totaux

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode d’AlCls. Elle a été faite
en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoide standard (quercétine). La
teneur en flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par
milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’E). La courbe d’étalonnage obtenue est une droite dont

I’équation est Y= 0.0401x- 0.0325 avec un coefficient de corrélation R? de 0.9945 (Fig.57).
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Figure 57. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

> Extraits MeOH

La teneur élevé en flavonoides a été révéleé dans les extraits des feuilles pour les trois wilayas
Mila, Jijel et Sétif ; suivi par les extraits des tiges, puis les extraits des racines. En comparant
les résultats entre les wilayas on trouve que la teneur la plus élevée en flavonoides a été
enregistré au niveau des feuilles de Mila (sub-humide) avec 43.51+1.13ug EAG/ mg d’extrait,
suivi par les extraits des feuilles de Jijel (humide) avec 36.23£0.02ug EAG/mg d’E puis de
Sétif (semi-aride) avec une teneur de 36.09£0.038ug EAG/mg d’E.

Des études antérieures, qui se sont intéressées a d'autres especes d'Aristolochia telles que
A. bracteolata et A. indica, ont révélé que I'extrait méthanolique de chaque plante contient une
quantité élevée de phénols et de favonoides (Badami et al., 2005 ; Sivaraj et al., 2018). Les
composés phénoliques sont un groupe important et complexe de constituants chimiques
présents dans les plantes. Ce sont des composés de défense classiques qui protégent les plantes

contre les herbivores, les pathogenes et des parasites (Walton et al., 2003).
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» Extraits Aqueux

Nos résultats montrent que 1’extrait des feuilles renferme la teneur la plus élevée en
flavonoides par rapport aux tiges et racines (EAFS 27.02+0.34ug EQ/ mg d'extrait, puis EAFJ
21.35+1.09ug EQ/ mg d'extrait et enfin ’EAFM avec 18.74% +2.43ug EQ/mg d'extrait). Les
teneurs en flavonoides au niveau des autres organes (tiges et racines) étaient de 16.81+1.56g
EQ/mg d'extrait (EATJ), 14.79+0.46pug EQ/mg dextrait (EATS); 9.80+0.67ug EQ/ mg
dextrait (EATM) ; 17.96x1.67ug EQ/mg d'extrait (EATJ); 9.92+1.56pg EQ/ mg
d'extrait (EATS) et 7.21+1.59ug EQ/mg d'extrait (EATM). El Omari et al., (2019), ont trouvé
que l'extrait aqueux des racines d’A. longa L. (Maroc) a été riche en flavonoides (03.80+0.32

pg ER/mg d’extrait), valeur faible par rapport a nos résultats.
V.6.3. Dosage des flavones et flavonols

La quantification des flavones et flavonols a été estimée par la quercétine selon la méthode de
Kosalec et al., (2004). La courbe d'étalonnage a été tracée en utilisant comme standard l'acide
gallique (0—200 pg/mL). Tous les essais ont éte réalisés en triplet et la concentration en flavones
et flavonols a été déterminée a partir de la droite d'étalonnage (Y=0.005x + 0.0158, R? = 0.9929)
et exprimée en ug EQ/mg d’E (Fig. 58).
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Figure 58. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavones et flavonols.

» Extraits méthanoliques

Les résultats montrent que I’extrait des feuilles de Jijel renferme la teneur la plus élevée en
flavones et flavonols (avec 48.44+0.03ug EQ/ mg d'extrait vegétal suivi par 'EAFS avec
31.44+2.54ug EQ/ mg d'extrait et enfin L’EAFM avec 29.04 £0.34ug EQ/mg d'extrait). Les
teneurs en flavones et flavonols des autres organes de C. spinosa L. (tiges et racines) étaient de
21.30£0.64pg EQ/ mg d'extrait (EATJ), 14.04+1.67ug EQ/ mg d'extrait (EATS) et 12.71+0.12
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pg EQ/ mg ; est de 9.77+0.12ug EQ/ mg d'extrait pour les tiges de Mila. Au niveau des racines
on a enregistré les valeurs les plus faibles avec 2.91+1.85ug EQ/mg d’E pour I'EARM,
2.71+1.85ug EQ/mg d'extrait pour ’EARS et 3.24+0.65ug EQ/mg d’E pour ’EARJ. Peu de

travaux concernant les teneurs en flavones et flavonols d’A. longa ont été réalisés.

> Extraits Aqueux

Les résultats ont montré que les trois extraits des feuilles et tiges d’Aristolochia longa de
trois wilayas ont des teneurs élevées en flavones et flavonols par rapport aux extraits des
racines. La valeur la plus importante a été enregistrée au niveau des feuilles de Sétif avec
55.24+2.87ug EQ/mg d’E, en second lieu on trouve les feuilles de Jijel avec une teneur de
48.10+3.43ug EQ/mg d’E) puis PTEMFM avec 39.04+0.01ug EQ/mg d’E. On remarque que la
teneur en flavones et flavonols pour I’extrait aqueux est plus élevée par rapport aux extraits

MeOH.

4 Capparis spinosa L.

Les résultats des teneurs totales en polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols des
extraits bruts (MeOH et aqueux) obtenus de 1’espece C. spinosa sont représentés dans la figure
59.
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Figure 59. Teneur en Polyphénols, Flavonoides, Flavones et Flavonols des extraits

méthanoliques de C. spinosa L. de trois Wilayas (Mila, Jijel et Sétif).
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» Extraits MeOH

Il ressort a travers 1’observation des rendements d’extraction (Fig.51) que le taux élevé en
polyphénols a été révélé dans les extraits des feuilles pour les trois régions Mila, Jijel et Sétif
suivi par les extraits des tiges et puis les extraits des racines. En comparant les résultats entre
les wilayas on trouve que la teneur la plus élevée en polyphénols et en flavones et flavonols a
été enregistré au niveau des feuilles de Sétif avec 228.34+3.44ug EAG/mg d’E et 77.77+2.75ug
EQ/mg d’E respectivement, suivi par les extraits des feuilles de Mila avec 207.02+3.01ug
EAG/mg d’E et 64.64+0.62ug EQ/mg d’E ; puis de Jijel avec une teneur de 137.96+1.54g
EAG/mg d’E et 36.50+0.06 ug EQ/mg d’E respectivement (Annexe 3.5).

D'apres les résultats de Meddour et al., (2013); le contenu en polyphénols des extraits
méthanolique des fruits (EsMeOH) et d’écorces des racines (E-MeOH) du C. spinosa sont de
11.743 £ 0.002 et 16.985 + 0.078ug EAG/mg d’extrait respectivement. Valeur faible par rapport
a nos résultats, cette différence trouve son explication dans la différence des parties de la plante

étudiée et probablement dans la différence en standard utilisé pour le dosage des polyphénols.

Aussi, Bonina et al. (2002), ont trouvé que I'extrait méthanolique lyophilisé des bourgeons
floraux du C. spinosa a été riche en polyphénols (65.13 + 5.53 mg ER/g d’extrait), valeur faible
par rapport a nos résultats, cette différence trouve son explication dans la différence des parties
de la plante étudiée ainsi que la méthode d’extraction qui joue un role important dans la

valorisation phytochimique (Tagnaout et al., 2016).

Arrar et al., (2013) et Rajhi et al., (2019), ont trouvé que les polyphénols et les flavonoides
sont plus abondants dans les feuilles, les fleurs et les fruits et enfin les racines. Mais les deux

études confirment la richesse de C. spinosa en ces molécules actives.

» Extraits aqueux
Les résultats des teneurs totales en polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols des
extraits bruts (MeOH et aqueux) obtenus de I’espéce C. spinosa L. sont représentés dans la

figure 60.
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Figure 60. Teneur en Polyphénols, Flavonoides, Flavones et Flavonols des extraits aqueux de

C. spinosa L. de trois Wilayas (Mila, Jijel et Sétif).

Les résultats montrent que I’extrait aqueux des feuilles est le plus riche en polyphénols
suivi par les extraits des racines puis des tiges. En comparant les résultats entre les wilayas on
trouve que la plus grand teneur a été enregistré au niveau des feuilles de Setif avec
49.83+£0.44ug EAG/mg d’E, suivi par les extraits des feuilles de Mila avec 45.57+0.16ug
EAG/mg d’E puis de Jijel avec une teneur de 35.76+0.29ug EAG/mg d’E (Annexe 3.6). Selon
les résultats obtenus, on observe que le milieu semi-aride et le sol le plus pauvre en matiere
organique sont les plus favorables pour la production des M, ceci est cohérent avec ce que de

nombreuses études antérieures ont déclaré.

Akkari et al. (2016) ont prouvé que la teneur totale en polyphénols des extraits aqueux
du C. spinosa a été plus élevée au stade de la floraison qu'au stade végétatif, allant de 67.29 en
boutons floraux a 33.55mg EAG/g de poudre seche, dans les feuilles fraiches. Une tendance
similaire a été observée pour les teneurs en flavonoides, des quantités plus élevées ont été
trouvées dans les fleurs (27.54mg EQ/g de poudre seche) par rapport aux feuilles fraiches (13.97

mg EQ/g de poudre seche).
Dosage des flavonoides totaux

> Extraits MeOH
Les résultats du dosage montrent que les extraits des feuilles sont les plus riches en
flavonoides que les extraits des tiges et des racines. Sachant que la valeur la plus élevée a été

enregistrée au niveau des feuilles de Sétif avec 95.39+2.50ug EQ/mg d’E suivi par celle de la
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wilaya de Jijel avec 85.90+1.69ug EQ/mg d’E et puis de la wilaya de Mila avec 84.95+1.76g
EQ/mg d’E.

Baghiani et al., (2012) ont montré que La teneur en flavonoides dans les extraits
chloroformique des racines et de la partie aérienne de C. spinosa ont été 32.16 + 0.71 et 31.37
+ 4.27ug EQ/100 mg d’extrait respectivement. Aussi, Cao et al., (2010), ont montré que le
contenu en flavonoides de I'extrait éthanolique des fruits du C. spinosa a été de 5.439 + 0.736
mg ER/g d'extrait valeur proche a celle de I’extrait méthanolique des feuilles qui est de 8.320 +
0.001pg EQ/mg d’extrait.

Khojasteh Rad et al., (2020), ont trouvé que I'extrait hydro-méthanolique des feuilles du C.
spinosa d’Iran a été riche en flavonoides (128.88 mg ER/g d’extrait), valeur élevée par rapport

a nos résultats.

> Extraits Aqueux

D’apres les résultats montrés dans 1a figure 60, on trouve que les extraits aqueux de trois
wilayas ont des valeurs faibles en flavonoides (teneurs en TFC entre 8.23+6.23 pour I’EAFJ
et 2.14+1.98 pour 'EARM).

Dosage des flavones et flavonols

» Extraits MeOH

Les résultats ont montré que les trois extraits des feuilles de C. spinosa de trois wilayas ont
des teneurs élevées en flavones et flavonols par rapport aux extraits des tiges et des racines,
avec une teneur plus élevé pour I’extrait MeOH des feuilles de la wilaya de Sétif (EMFS avec
77.77+2.75ug EAG/mg d’extrait),puis ’EMFM avec une teneur de 64.64+£0.62ug EAG/mg
d’extrait) puis ’'EMFJ (36.50£0.06pug EAG/mg d’E). Alors que les concentrations les plus

faibles en flavones et flavonols ont été déterminées dans les extraits des racines.

L’étude menée par Khojasteh Rad et ses collaborateurs (2020), sur les extraits hydro-
méthanolique de la méme espece a montré des niveaux plus faibles en flavones et flavonols

(4.31mg ER/g d’extrait) par rapport aux résultats obtenus dans la présente étude.

» Extraits Aqueux

Nos résultats montrent que I’extrait aqueux des feuilles de Jijel renferme la teneur la plus
élevée en flavones et flavonols (EAFJ avec 28.50+1.35ug EQ/ mg d'E, puis EAFS avec
21.37+2.46ug EQ/ mg d'extrait végetal et enfin EAFM avec 17.50£1.15ug EQ/ mg d'extrait).

Les concentrations des autres organes de C. spinosa L. (tiges et racines) étaient de 10.84+2.78
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Mg EQ/ mg d'E (EATS), 4.50£1.76ug EQ/ mg d'extrait (EATJ) pour les tiges ; est de 9.77+0.28
Mg EQ/ mg d'extrait et 2.37+0.99ug EQ/mg d'extrait pour les racines de Mila et Jijel

respectivement. Toutefois, il est important de signaler que 1’utilisation de différentes méthodes

de dosage et de différents standards chimiques, les conditions environnementales et

expérimentales réduisent la fiabilité d’une comparaison entre les études.

7
L X4

Les résultats du dosage montrent que les extraits méthanoliques sont plus riches en
polyphénols et en flavonoides que les extraits aqueux. Ceci pourrait étre di au fait que
le méthanol solubilise la majorité des constituants de la plante alors que 1’eau, extrait
les substances trés polaires. on peut dire que la sélectivité du solvant utilisé influence la
teneur en polyphénols, en flavonoides et en flavones et flavonols. On peut considérer le
MeOH comme efficace pour extraire les polyphénols et les flavonoides a partir des
organes des plantes.

Le dosage des polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols de trois parties d’A. longa
L. et C. spinosa L. a montré que : les feuilles sont plus riches tandis que pour les tiges
et les racines sont les plus pauvres.

Pour A. longa L. les résultats de dosage montrent que les teneurs les plus élevées ont eté
observé au niveau des especes qui sont prisent de Mila et Jijel, est par conséquent on
peut dire qu’A. longa L. préfere le milieu humide a sub-humide. Cependant, Pour C.
spinosa L. c’est I’inverse, pour que les résultats de dosage, ils ont toujours été plus élevé
dans C. spinosa L. de Sétif par rapport aux résultats obtenus dans Mila et Jijel. On peut
donc dire que cette plante préfere le climat sec avec des conditions naturelles difficiles.
Il a été prouvé que la teneurs en métabolites secondaires est élevée lorsque le milieu de
vie de la plante n'est pas adéquat, dans ce cas la plante favorise la synthése des
métabolites secondaires afin de s'adapter et de survivre (Ali-Rachedi et al., 2018).

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d'une plante a une
autre. Cela peut étre attribué a plusieurs facteurs dont nous citons les facteurs
climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol...etc. La
méthode d'extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I'estimation de la teneur des phénols totaux.
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V.7. Résultats des activités biologiques
V.7.1. Activités antioxydantes

Cinqg méthodes ont ¢été utilisées pour évaluer I’activité antioxydante des extraits
méthanoliques (EMeOH), et aqueux (EAq) des feuilles, tiges et racines de deux plantes
médicinales Aristolochia longa L. et Capparis spinosa L. provient de trois wilayas : Mila, Sétif
et Jijel. On note que les valeurs des Concentrations Inhibitrice (IC50) ou des Absorbances
(A0.5) exprimées en pg/mL ont été déterminées graphiquement & partir de la droite de
régression de pourcentage d’inhibition ou d’absorbance en fonction de la concentration pour

chaque extrait ou standard testé.

+ Aristolochia longa L.

» Effet scavenger du radical DPPH

Dans cette étude les résultats de I’activité antiradicalaire au DPPH sont représentés par les
pourcentages d’inhibition pour chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration
d’inhibition de 50% (CI50), en se basant sur la capacité d’une substance a réduire le radical
DPPH, par rapport aux antioxydants standards (BHA et BHT) (Fig. 61) (Annexe 4.1).
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Figure 61. Test de DPPH des extraits méthanoliques et aqueux de trois parties d’Aristolochia

longa L. récoltée de trois wilayas et de deux standards (BHA et BHT).

D’apres la figure 61, on constate que tous les extraits d’Aristolochia longa L. ont montré
une activité anti-radicalaire faible par rapport aux valeurs des standards BHA et BHT. Les
extraits aqueux et MeOH des feuilles de la wilaya de Jijel ont présenté une meilleure activité

antiradicalaire avec une CI50=71.32+9.60 et CI50=71.52+0.61ug/mL respectivement, notant
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qu’on a enregistré des teneurs élevées en polyphénols et en flavones et flavonols dans cet
extrait, c’est ce qui a pu lui donner cet efficacité par rapport a d'autres extraits. Suivies par les
extraits méthanoliques des feuilles de Sétif et de Mila avec une 1C50=79.06+0.61 et 1C50=
80.43+0.22ug/mL respectivement. Par contre, I’extrait aqueux de feuilles de Mila et de racines

de Jijel n’ont montrés aucune activité antiradicalaire.

La différence dans le comportement des extraits dans les essais de piégeage des radicaux
libres peut étre expliquée par les différents mécanismes chimiques impliqués dans le test et les
propriétés chimiques différentes des radicaux, dont le potentiel de réduction d'électrons par

rapport aux composes dans les extraits sont différents (Amorati et Valgimigli, 2018).

D’aprés Wintola et Afolayan., (2015), I’activité anti-radicalaire des extraits de plantes

peut étre due a la présence des composes antioxydants donneurs d'électrons ou de proton.

Les résultats ont montré que tous les extraits ont présenté une activité de balayage
efficace contre le radical DPPH avec une forte corrélation negative entre cette activité et la
teneur en polyphénols de ces extraits (R?= -0.92 (TPC) et R?= -0.91 (TFC)) (Annexe 08), cette
relation inverse fait que les valeurs des 1C50 diminuent avec I’augmentation du contenu
phénoliques. Pour cette raison, ’activité antioxydante des extraits peut étre expliquée par la
présence de composes phénoliques totaux et des composes flavonoidiques dans nos extraits
(Reddy et al., 2010 ; Silva et al., 2007).

L’étude de I’activité anti-radicalaire des extraits des parties aériennes d’Aristolochia
longa L. montre que I’activité la plus forte a été obtenu dans I’extrait MeOH avec (CI50=55.04
+1.29ug/mL), Cette valeur est proche a celle que nous avons obtenue pour I’extrait

méthanolique des feuilles de Jijel (IC50= 71.52+0.61g/mL) (Merouani et al., (2017)).

D’autre part, la fraction méthanolique des racines d’Aristolochia longa L. donne une
IC50 de 0.199 mg/mL, la fraction et I’extrait aqueux (0.125 et 0.354 mg/mL) respectivement
(El Omari et al., 2019). Méme I’extrait éthanolique a 80% d’A. pierrei est capable de piéger les
radicaux libres a une concentration de 0.453 mg/mL (Tuekaew et al., 2014). Les travaux
effectués par Bouteldja et al., (2020), sur les extraits méthanoliques, aqueux et éthanolique des
racines de cette espéce prouvent aussi leur capacité inhibitrice avec une 1C50=0.44
+0.005mg/mL contre 0.86+0.005 et 0.99+0.05mg/mL pour I’extrait éthanolique et aqueux
respectivement. Des articles publiés précédemment, ont démontré que I’extrait méthanolique

de racine d'Aristolochia longa L. avait une plus faible capacité a agir comme antioxydant
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IC50=514.58 pg/mL (Merouani et al., 2017), ceci est en accord avec notre étude vu que la
valeur d’IC50 enregistrer chez ’EMeOH de racines est de 565.68+0.87ug/mL.

> Activité de piégeage du cation radical ABTS™
Dans cette étude les résultats de 1’activité ont été suivis par la mesure de 1’absorbance et la
détermination de la concentration inhibitrice des différents extraits en comparaison avec les

standards BHA et BHT. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 62 (Annexe 4.2).
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Figure 62. Test d’ABTS des extraits méthanoliques et aqueux de trois organes d’A. longa L.

récoltée de trois wilayas et de deux standards (BHA et BHT).

Les résultats de ce test montrent que les extraits testés ont une activité antioxydante,
mais aucun d’entre eux n’a montré une meilleure activit¢ que les standards BHA

(C150=1.81+0.10 pg/mL) et BHT (C150=1.29+0.30 ug/mL) (Fig. 62).

Les extraits méthanoliques des feuilles ont présentés la meilleure capacité du piégeage
de ’ABTS par rapport aux autres organes avec 1C50=28.26+0.72ug/mL pour I’extrait MeOH
de feuilles de Setif, IC50=32.74+1.57pg/mL pour I’extrait MeOH de feuilles de Jijel, puis on
trouve 1’extrait MeOH de feuilles de Mila avec une 1C50=33.95+0.38ug/mL. Cette forte activité
de piégeage des radicaux libres est probablement liée a la présence de la rutin, de ’apigénin et
de neohesperidine qui sont identifiés par LC-MS/MS dans ces extraits. Choi et al., (2007) ont
confirmé la forte capacité antioxydante de neohesperidine contre ’ABTS. Tandis que les
extraits MeOH de racines ont montrés la plus faible activité inhibitrice
avec IC50=121.48+1.05pg/mL pour PEMRM, IC50= 102.14+4.66pg/mL pour 'EMRS. Les

résultats montrent une différence dans I’ordre d’activité anti-radicalaire (d’efficacité) des
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extraits et confirment I’efficacité d’EMF de trois wilayas. Alors que la plus faible capacité
d’inhibition d’ABTS a été enregistrée chez ’EMRM avec une 1C50=121.48+1.05ug/mL par
rapport aux standards utilisés (BHT et BHA avec [1C50=1.29+0.30pg/ml et
IC50=1.81+0.10pg/mL respectivement).

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux mécanismes :

-la libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycolyses et des anthocyanes).

-Dans le cas des composés phénoliques, le mécanisme principal d’action est le piégeage des
radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le radial alors il se transforme en une molécule

stable (Gonzalez et al., 2018).

Les résultats de ’analyse de corrélation, montrent qu’il y a une forte corrélation négative
entre l'activite antiradicalire vis-a-vis les radicaux d’ABTS et la teneur des extraits en

polyphénols et en flavonoides (R?= -0.87) (Annexe 08).

Dans cette activité, les extraits ont manifesté un pouvoir de piégeage des radicaux libres
meilleur que celui de Dactivité anti-radicalaire au (DPPH), et ceci peut étre justifié par la
capacité¢ du radical du cation (ABTS) d’étre plus polyvalent que le (DPPH) parce qu’il est
soluble dans I’eau et dans les solvants organiques, ce qui permet une évaluation d’activité

antiradicalaire pour les composés hydrophiles et lipophiles (Gulgin, 2010).

Apres comparaison des résultats de I’activité du piégeage du radical ABTS avec celle d’El
Omari et al., (2018), ils ont trouvé des 1C50= 144.40+2.07ug/mL, on constate que nos extraits
sont les plus actifs. Cette variation au niveau des résultats obtenus peut étre expliquée par la
différence du protocole suivi et les standards utilises en équivalence et les conditions
d'extraction. Ainsi, Falleh et al., (2008), ont déclaré que l'activité antioxydante ne dépend

seulement de la concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants.

» Test de blanchiment du B-carotene (1C50)
Cette activité consiste a mesurer la décoloration du -caroténe (orange) résultant de son
oxydation par les produits de décomposition de I’acide linoléique (Fig. 63), en comparaison

avec les concentrations inhibitrices (CI150) de deux antioxydants standards (BHA et BHT).
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Figure 63. Test B-caroténe des extraits méthanoliques et aqueux de trois organes
d’Aristolochia longa L. récoltée de trois wilayas et de deux standards.

Le test B-caroténe/acide linoléique a été utilisé pour évaluer l'effet antioxydant des
extraits de différentes parties d’Aristolochia longa L. de trois wilayas de climat différents.
Comme la montre la figure 63, tous les extraits ont montre une faible activité par rapport aux
standards (BHA avec 1C50=1.05£0.03ug/mL et BHT avec 1C50= 0.91+£0.01pg/mL) (Annexe
4.3).

On note que les extraits méthanoliques des feuilles de Jijel et Mila posseédent I’activité
la plus forte avec des C150=34.22+5.44ug/mL et 34.43+8.64ug/mL respectivement, tandis que
I’extrait aqueux des racines de trois wilayas et 1’extrait aqueux de feuilles de Jijel n’ont donnés
aucune activité. Les résultats obtenus pour le test de blanchiment du B-carotene peuvent étre
dus a la présence des flavonoides qui ont la plus grande contribution au potentiel antioxydant
des extraits de feuilles. Ces valeurs sont confirmées par les travaux de Merouani et al., (2017).
Les résultats de cette dernieres révélent le pouvoir antioxydant des extraits aqueux,
méthanolique et acétonique de la partie aérienne d’A. Longa de la wilaya de sétif avec un taux

d’inhibition de B-carotene de 1.02+33 et 1.79+57ug/mL respectivement.

D’apres les résultats obtenus, il y a une corrélation négative modérée entre I'inhibition
de l'auto-oxydation couplée de I'acide linoléique et les teneurs des extraits en polyphénols (Rz=
-0.65) (Annexe 08). Cela a montré que non seulement la quantité des composés phénoliques

qui influent sur l'inhibition du blanchiment du B-caroténe, mais aussi leur nature structurelle
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(Altemimi et al., 2017). En fait, certains auteurs ont signalé qu'une synergie possible entre les
composés polyphénoliques et les autres composants présents dans les extraits pourrait
contribuer a son activité antioxydante globale (Nur Arina et Azrina, 2016). Nos résultats
concordent avec les études menées par Othman et ses collaborateurs (2014), qui ont montré
qu'il 'existe une faible corrélation entre l'activité antioxydante basée sur le dosage de
blanchissement du B-caroténe et la teneur totale en composés phénoliques de quatre plantes

locales malaisiennes.

Plusieurs études ont été démontrées que les polyphénols jouent un réle important dans
la stabilisation de la peroxydation lipidique. En fait, la littérature a démontré une bonne
corrélation entre l'activité antioxydante et la teneur élevée en polyphénols et en flavonoides
(Aouachria et al., 2017 ; Bouaziz et al., 2020).

L’activit¢ antioxydante des extraits méthanoliques de feuilles (Mila et Jijel) sont
statistiquement supérieure a celle des autres extraits, il existe probablement des différences
qualitatives dans la nature des composés phénoliques qui entrent dans la composition des
extraits, influencant leur pouvoir antioxydant. Les flavonoides glycosylés (le reste des extraits)
ont une activité antioxydante inférieure a celle des flavonoides non glycosylés (EMF de Mila
et Jijel). Comme exemple la rutine est presque dix fois moins active que la quercetine qui est
déja identifiee dans les extraits méthanoliques de feuilles de Mila et Jijel (Sokol-Letowska et
al., 2007).

» Test de la capacité antioxydante par réduction du Fer (FRAP)

Le suivi de cette activité est basé sur I’aptitude des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe*"), de couleur jaune en fer ferreux (Fe?* ) de couleur bleu verte par la mesure des valeurs
A0.50 et par comparaison avec les standards acides ascorbique et a-Tocophérol, le test nous a

permis d’obtenir les résultats suivants (Fig. 64) (Annexe 4.4).
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Figure 64. Valeurs des A0.50 du test pouvoir réducteur par les extraits d’A. longa L. récoltee

de trois wilayas et de deux standards : Acide ascorbique et a-tocopherol.

D’aprés la figure 64, on observe que I’extrait MeOH des feuilles de Mila présente la
meilleure activité du pouvoir reducteur (39.52+0.54pg/mL), suivie par les extraits
méthanolique des feuilles de Sétif et Jijel avec 1C50=43.73+3.38ug/mL et 55.03+9.59ug/mL
respectivement. L’extrait aqueux des feuilles de trois wilayas a manifesté une faible activité par
rapport a l’autres extraits et aux standards : 1’acide ascorbique et a-Tocophérol. Alors que

I’extrait aqueux de racines de trois wilayas n’a donné aucune activité.

Une étude faite par Merouani et al., (2017), sur I’activité anti radicalaire (FRAP) de
I’extrait aqueux des racines d’Aristolochia longa L. a montré une activité avec
EC50=5.999+0.075ug/mL par rapport au BHA avec 1C50= 0.053+0.0009ug/mL. La variation
de l'activité antioxydante pourrait étre due a la quantité de polyphénols présents dans chaque
solvant, mais elle varie également selon la qualité des polyphénols, des flavonoides et des tanins
(Zhou et al., 2004).

Les résultats obtenus sont en accords avec les études réalisées sur A. longa (partie
aérienne) (Merouani et al., 2017) et A. indica (partie aérienne) (Subramaniyan et al., 2015) et
(racines) (Nile et al., 2017), qui indiquent qu'elles ont un pouvoir réducteur (FRAP) tres
important. La différence entre les résultats du pouvoir antioxydant de différents extraits peut
étre due a la différence de quantité en polyphénols. Certaines études (Othman et al., 2007) ont
montré que le pouvoir antioxydant (valeur FRAP) des extraits de plantes est fortement corrélé

a leur teneur en polyphénols.

113



Partie Il : Recherche Expérimentale Résultats et Discussion

D’apreés les résultats, le pouvoir réducteur/antioxydant de différents extraits d’A. longa
L. semble avoir une forte corrélation négative entre la capacité réductrice des extraits et leur
contenu a la fois des polyphénols (R? = -0.86) (Annexe 08). Ces résultats sont comparables avec
ceux trouvés par Li et ses collaborateurs, (2008) ou ils ont étudié 1’activité antioxydante de 45
plantes par la technique FRAP et ils ont montrés I’implication des polyphénols dans I’activité
antioxydante de ces plantes ou il existe une corrélation négative entre la teneur de ces plantes

en polyphénols et leur activité antioxydante.

Les composes phénoliques et les flavonoides en particulier sont connus pour leurs
propriété rédacteur/antioxydante (Weidner et al., 2018). La configuration spatiale et le nombre
de groupement OH des flavonoides peuvent avoir une influence sur les différents mécanismes
antioxydants. Trois criteres principales peuvent conferer aux flavonoides un grand effet
antioxydant : la structure 3’-4’-catéchol du cycle B (structure ortho-diphénolique), la présence
du groupement 3-OH en combinaison avec la double liaison C>-Cs adjacente a la fonction 4-
oxo et la présence de la double liaison C,-Czen conjugaison avec la fonction 4-oxo (carbonyle).
Ces trois critéres sont présents dans la quercétine (qui existe déja dans les feuilles de cette

espece) lui permet d’étre un puissant réducteur (Sarian et al., 2017).
Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

C’est une réaction de réduction du complexe cuivre- néocuproine, le dosage de cette
réaction est mesuré a titre de valeurs A0.50 des extraits d’A. longa L. et des standards BHA et

BHT mentionnées ci-dessous (Fig. 65) (Annexe 4.5).
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Figure 65. Valeurs des A0.50 du test CUPRAC pour les extraits méthanoliques et aqueux de

trois organes d’A. longa L. récoltée de trois wilayas et de deux standards (BHA et BHT).

Dans la méthode de CUPRAC, les extraits étudiés ont présente le méme comportement
que celui enregistré dans la méthode FRAP, tous les extraits présentent une activité faible par
rapport aux standards (BHT, BHA), et c’est I’extrait MeOH de feuilles de Jijel qui a présenté
le meilleur effet de la réduction cuprique avec une A0.5=45.32+1.20ug/mL, comparable a celui
de I’extrait MeOH de feuilles de Sétif avec une absorbance A05=47.58+2.39ug/mL, suivi par
I’extrait MeOH de feuilles de Mila avec une absorbance A05=48.14+1.06pg/mL. Les standards
ont gardé le meilleur effet (BHA : A05= 5.35+0.71ug/mL et BHT : A05= 8.97+3.94ug/mL).
Notre étude est la premiére dans I’évaluation de I’activité de réduction du complexe cuivre-

néocuproine (CUPRAC) de la plante A. longa L.

La détermination de coefficient de corrélation entre l'activité antioxydante totale mesurée
par la méthode CUPRAC et la teneur en polyphénols totale des extraits a montré I’existence
d’une forte corrélation négative (R?>=-0,89) (Annexe 08), ce qui suggére que cette activité

pourrait étre attribuée a la présence des composés phénoliques dans les différents extraits.

% A D’issue de ces résultats, il apparait que les extraits méthanolique des feuilles ont
montré une meilleure activité pour les cing méthodes utilisées : anti-radicalaire DPPH,
ABTS, blanchissement du béta-carotene, et pouvoir réducteur du fer (FRAP) et du
cuivre (CUPRAC) par rapport aux autres organes, ce qui indique qu'ils peuvent étre des
agents thérapeutiques utiles pour le traitement des lésions pathologiques liées aux

radicaux.
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Les résultats d’étude des différentes activités d’Aristolochia longa L. sont comme suit :
L’extrait aqueux des feuilles de Jijel, et les extraits MeOH de feuilles de trois wilayas,
ont montré la meilleure activité avec le test DPPH.

L’extrait méthanolique des feuilles de Sétif a manifesté la meilleure activité avec le test
ABTS.

L’extrait MeOH des feuilles de Jijel a montré la meilleure activité avec les deux tests
CUPRAC et le test du blanchissement du béta-caroténe.

L’extrait MeOH des feuilles de Mila a présenté la meilleure activité avec le test de
FRAP.

Il est a noter que 1’ordre d’efficacité des extraits étudiés est pratiquement le méme dans
les cing méthodes, ce qui confirme la corrélation entre les méthodes étudiées, et la bonne
pratique expérimentale.

L’activité anti-oxydante de la plante Aristolochia longa L. est due a sa richesse en
flavonoides et en composés phénoliques (rutin, apigénine et neohesperidine).

A travers la recherche bibliographique il est bien établi qu’il y a une corrélation positive
entre les polyphénols, les flavonoides totaux, la capacité de stabiliser le radical de
DPPH, de neutraliser le radical ABTS, la capacité de réduire le fer et la capacité de
réduire le cuivre d’extrait méthanolique d’A. longa L. Ce qui signifier que chaque
activité antioxydante ne dépend pas seulement de la teneur en polyphénols mais aussi
de la structure et de I’interaction entre certains composés (Oueslati., 2013).

Capparis spinosa L.

Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits a été¢ évaluée par spectrophotométrie a 517 nm, en

suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par changement de la couleur violette a la

couleur jaune. Dans ce test les résultats ont été comparés par rapport aux standards BHA et

BHT.

Les résultats de I’activité antiradicalaire au DPPH sont représentés par les pourcentages

d’inhibition pour chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition de
50% (Fig. 66) (Annexe 5.1).
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Figure 66. Valeurs des CI150 du test DPPH pour les extraits méthanoliques et aqueux de trois

organes de C. spinosa L. récoltée de trois wilayas et de deux standards (BHA et BHT).

D’apres les résultats obtenus (Fig. 66), on constate que les extraits bruts de Capparis
spinosa L. ont montré une activité anti-radicalaire faible par rapport aux valeurs des standards
BHA et BHT. Les extraits MeOH des feuilles de trois wilayas montrent les activités de piégeage
les plus élevées avec des valeurs C150=74.04+3.17 « EMFS », C150= 83.06%+4.12 « EMFM »
et C150=127.45+1.60 pug/mL « EMFJ » respectivement, suivies par les extraits méthanolique
des racines. L’activité antioxydante des extraits MeOH des feuilles est toujours la plus forte
grace a la synergie des flavonoides et des phénols (Rauwald et al., 1994). Par contre les extraits

aqueux de racines de Mila et Jijel ont montrés I’activité de piégeage la plus faible.

De nombreuses recherches ont été faites pour étudiées le pouvoir antioxydant des
extraits du Capparis spinosa, en ltalie Bonina et al., (2002) ont montré que 1’extrait
méthanolique lyophilisé de baies fraiche de C. spinosa présente une activité antioxydante trés
importante avec un IC50 de 34 pg/ml. Bouriche et al., (2011) ont également fait le méme constat
que ce dernier sur le Céprier d’Algérie ou ils ont trouvés des IC50= 53.53ug/mL. Les extraits
méthanoliques de graines de C. spinosa récolté en Tunisie testé par deux méthodes DPPH et
ABTS, montrent une activité antioxydante importante avec des valeurs de IC50 3.5 et 2.6pg/mL

respectivement inférieures a celles de controles positifs BHT (Tlili et al., 2015)

Nos résultats sont en accord avec les résultats de Meddour et al., (2013) qui ont évalué
’activité antioxydante de I’extrait méthanolique des bourgeons a fleurs, des fleurs et des fruits

immatures du C. spinosa par le test de DPPH ou ils ont révélé une activité anti-radicalaire élevée
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(78.34%). L’¢étude de I’effet antioxydant des extraits de la partie aérienne et des racines par
Baghiani et al. (2012), a détecté une activité antioxydante puissante qui a été estimée par la
méthode du systéme béta-caroténe linoléate et par la méthode de capacité de réduction de fer
ferrigue (FRAP), peut étre due aux groupes d'hydroxyle existant dans les composés
phénoliques, et que les extraits de la partie aérienne ont eu une activité supérieure a celle de la

partie racinaire.

Nos résultats confirment également ceux d’ Arrar et al., (2013), qui ont démontré que toutes
les parties de C. spinosa ont un bon potentiel antioxydant et que celui des fruits est plus puissant
que celui des racines, par la méthode de B-carotene et par la méthode a DPPH. Aussi, Alsabri
et al. (2012) ont constaté que l'activité antioxydante (IC50 pg/ml) d'extraits au méthanol et a
I'acétate d'éthyle du C. spinosa ont été respectivement de 94.4+4.5ug/mL et de 57.75+2.3ug/mL
par la méthode a DPPH.

> Effet scavenger du radical-cation ABTS

Dans ce test, ’antioxydant réagit avec ’ABTS™ de couleur bleu/vert par transfert
d’électrons pour redonner ’ABTSH'" incolore. Cette transformation a été suivie par la mesure
de I’absorbance et la détermination de la concentration inhibitrice des différents extraits bruts
de C. spinosa L. en comparaison avec les standards : BHA et BHT. Les résultats obtenus sont

illustrés dans la figure 67 et I’ Annexe 5.2.
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Figure 67. Valeurs des CI150 du test ABTS pour les extraits méthanoliques et aqueux de trois

organes de C. spinosa L. récoltée de trois wilayas et de deux standards (BHA et BHT).
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Dans ce test, on remarque que les extraits de Capparis spinosa L. sont faibles par rapport
aux standards utilisés (BHT, BHA). La meilleure capacité du piégeage du radical ABTS™" est
manifesté par les extraits MeOH des feuilles (CI50=17.67£074 « EMFS », CI50= 20.95+047
« EMFM» et CI50=28.04+121pg/mL « EMFJ ») par rapports aux autres extraits. Suivies par
les extraits aqueux des feuilles puis les extraits MeOH des tiges. Alors que I’extrait aqueux des
racines de Mila (CI50=346.34+8.75ug/mL) a manifesté la plus faible activité par rapport aux

standards et aux autres extraits (Fig.67).

D’aprés ces résultats du piégeage du radical ABTS™, On peut dire que c’est I’extrait
MeOH des feuilles de la région de Sétif qui a manifesté la meilleure capacité antioxydante par
rapport aux autres extraits, et il pourrait étre considéré comme une source alimentaire
d’antioxydant. Notre étude est la premiere réalisée par 1’utilisation de la méthode du piégeage

du radical (ABTS) pour I’espece Capparis spinosa L.

La determination de coefficient de corrélation entre l'activité antioxydante totale mesurée
par la méthode ABTS et la teneur en polyphénols totale des extraits a montré I’existence d’une
forte corrélation négative (R’=-0,80) (Annexe 08), ce qui suggeére que cette activité pourrait étre

attribuée a la présence des composés phénoliques dans les différents extraits.

» Test de la capacité antioxydante par réduction du Fer (FRAP)

Le principe de la méthode de FRAP est d’évaluer la capacité de réduction du fer ferrique
(F**) au fer ferreux (F?*) par les antioxydants présentés dans les échantillons testés. Par
conséquent, en mesurant la formation du complexe bleu a 700 nm. Une absorbance plus élevée
indique également un pouvoir réducteur plus éleve (Liu et al., 2007). La figure 68 montre les

résultats de cette activité de différents extraits en fonction de 1’absorbance.
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Figure 68. Valeurs des A0.50 du test pouvoir réducteur par les extraits méthanoliques et
aqueux de trois organes de C. spinosa L. récoltée de trois wilayas et de standards : Acide

ascorbique et a-tocophérol.

Nos résultats ont révélé que ’extrait MeOH des feuilles de la région de Mila a présenté
la meilleure activité du pouvoir réducteur (A05=35.57+6.05ug/mL), suivie par les extraits
méthanolique des feuilles de la wilaya de Sétif et Jijel avec A05=36.86+2.45ug/mL et
48.08+5.05ug/mL respectivement. Cette capacité de réduction de fer des extraits MeOH des
feuilles est trés proche a celle du standard a-Tocopherol avec A05=35.57+6.05ug/mL de
feuilles de Mila et A05= 36.86x2.45ug/mL de feuilles de Sétif et A05= 34.93+2.38ug/mL de
I’a-Tocopherol, est modérée par rapport a I’acide ascorbique qui présente une
A05=6.77+1.15ug/mL (Annexe 5.3).

L’extrait aqueux des feuilles et des racines de Mila a manifesté une faible activité par
rapport aux extraits et aux standards. Par contre ’extrait MeOH des tiges de trois wilayas n’a
montré aucune activité. Les résultats de cette recherche sont encourageant par rapport a 1I’étude
de (Mollica et al, 2019) sur les feuilles de la méme espéce de I'ltalie avec A05=
56.33+0.72mgTE/g d’extrait, cette différence est probablement due a ’effet de la région et des

conditions climatiques, la saison de récolte affectant la biosynthése des composés phénoliques.

Une corrélation négative a été également observée entre le pouvoir réducteur du fer et
la teneur en polyphénol (R?=-0.40 (TPC) et R?>=-0.52(TFC)) (Annexe 08), par conséquence
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I’activité antioxydante des extraits peut étre expliquée par la présence de composés
phénoliques.

Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Le dosage de cette réaction est mesuré a titre de valeurs A0.50 des extraits de C. spinosa

L. et des standards BHA et BHT mentionnées dans la figure 69 et I’ Annexe 5.4.
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Figure 69. Valeurs des A0.50 du test CUPRAC pour les extraits meéthanoliques et aqueux de

trois organes de C. spinosa L. récoltée de trois wilayas et de deux standards (BHA et BHT).

La présente étude a montré que les extraits MeOH des feuilles (A05=38.29£3.84 « EMFS »,
A05=39.54+1.42 «<EMFM» et A05=47.92+0.88ug/mL «EMFJ») ont montrés la meilleur
capacité antioxydante par réduction du cuivre par rapport aux autres organes de cette espéce.
Mais cette activité reste modérée par rapport a celles des standards BHA et BHT
(A05=5.35+0.71pg/mL et A05=8.97£3.94ug/mL respectivement). Par contre ’extrait MeOH

et aqueux des racines de trois wilayas n’a manifesté aucune activité antioxydante.

» Test de blanchiment du B-carotene

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits de C. spinosa L. a été déterminée en
mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative du B-caroténe (disparition de sa couleur) par
les produits d’oxydation de I’acide linoléique selon la méthode décrite par Marco., (1968). Les

résultats obtenus sont montionés dans la figure 70.
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Figure 70. Test B-caroténe des différents extraits methanolique et aqueux de trois organes de

C. spinosa L. récoltée de trois wilayas et de deux standards (BHA et BHT).

Le test B-caroténe/acide linoléique a été utilisé pour évaluer I'effet antioxydant des
extraits bruts de Capparis spinosa L. comme le montre la figure 70, tous les extraits de C.
spinosa L. ont montré une faible activité par rapport aux standards utilises (BHT et BHA). On
note que les extraits EARS, EAFJ, EAFS possédent I’activité la plus forte tandis que les extraits
EMTM et EMTJ sont les plus faible. Par contre les extraits MeOH des feuilles et les extraits
aqueux des tiges de trois wilayas n’ont donné aucune activité (Annexe 5.5). Les résultats
obtenus pour le test de blanchiment du 3-caroténe peuvent étre dus a la présence de polyphénols
et des flavonoides qui ont la plus grande contribution au potentiel antioxydant. En fait, la
littérature a démontré une bonne corrélation entre l'activité antioxydante et la teneur élevée en

polyphénols et en flavonoides (Aouachria et al., 2017, Bouaziz et al., 2020).

L’analyse de corrélation a indiqué que le test du blanchiment de B caroténe est corrélée
négativement avec la teneur en composés phénoliques et flavonoidiques (R?= -0.77(TPC) et
R?=-0.89 (TFC)) (Annexe 08), ce qui suggere que cette activité inhibitrice pourrait étre due a

la présence des composés de type phénol et flavonoides.

R/

% A I’issue de ces résultats, il apparait que les extraits MeOH de feuilles de C. spinosa L.
ont montré une meilleure activité pour les cing méthodes utilisées : anti-radicalaire
DPPH, ABTS, CUPRAC, blanchissement du béta-caroténe et pouvoir réducteur
(FRAP).

% Les résultats d’étude des différentes activités de C. spinosa L. sont comme sulit :
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v Les extraits MeOH de feuilles de Sétif ont montré la meilleure activité avec les
tests : DPPH, ABTS et CUPRAC et I’EARS est le plus actif vis-a-vis le test de
blanchiment de p-caroténe.

v L’extrait MeOH de feuilles de Mila, a présenté la meilleure activité avec le test de
FRAP.

% En plus, plusieurs acides phénoliques et flavonoides isolés des extraits de la plante
Capparis spinosa L. présentent des activités antioxydantes ; I’acide gallique, la rutine,
la quercétine, I’acide férillique, la catéchine et I’acide vanillique (Tlili et al., 2017 ;
Shamam et al., 2014 ; Calis et al., 2002 ; Mollica et al., 2019). En effet l'activité
antioxydante des extraits obtenus de I’espéce C. spinosa L. peut étre associée a la
présence de ces composés.

V.7.2. Activités enzymatiques

= Evaluation de I’activité anti-cholinestérase

L’activité anti-cholinestérase des divers extraits de deux plantes est testée par la méthode
d’inhibition d’acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase selon la méthode d’Ellman et
al., (1961).

V.7.2.1. Inhibition de I’acétylcholinestérase (AChE)
Cette inhibition est suivie par la mesure de I’absorbance et la détermination de la
concentration inhibitrice (CI50) des différents extraits en comparaison avec le standard, la

galantamine. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous.

Les extraits bruts d’Aristolochia longa L. et Capparis spinosa L. sont testés pour la premiere

fois contre I’AChE et BChE pour les trois parties de ces deux especes.

+ Aristolochia longa L.
D’aprés les résultats obtenus (Fig. 71), on remarque que I’activité inhibitrice de I’ AChE
a été enregistrée uniquement au niveau de I’extrait MeOH des feuilles de Jijel et Sétif avec une
(C150 : 12.66£1.49 et 14.29+1.57ug/mL respectivement). Ces valeurs sont proches de celui du
standard : la galantamine avec une IC50= 6.27+1.2ug/mL. Par contre les autres extraits étaient

inactifs pour les différentes concentrations (Annexe 4.6).

L’analyse de corrélation a indiqué que l'activité anti-acétylcholinestérase exécrée par les
extraits d’A. longa est proportionnellement corrélée avec la teneur en composés phénoliques et
flavonoides (R?=0.52 (TPC) et R?=0.53 (TFC)) (Annexe 08). Ces résultats suggerent que cette

activité pourrait étre due a la présence des composés phénoliques et des flavonoides.
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Figure 71. Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de ’acétylcholinestérase
pour les extraits méthanoliques et aqueux de trois organes d’A. longa L. récoltée de trois

wilayas et du standard (galantamine).

4 Capparis spinosa L.
Les résultats de la figure 72, montrent que tous les extraits de C. spinosa L. ont été inactifs

contre I’AChE (Annexe 5.6).
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Figure 72. Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de I’acétylcholinestérase
pour les extraits méthanoliques et aqueux de trois organes de C. spinosa L. récoltée de trois

wilayas et du standard (galantamine).
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V.7.2.2. Inhibition de la Butyrylcholinestérase (BChE)

+ Aristolochia longa L.

D’aprés les résultats obtenus dans la figure 73, on remarque que ’activité inhibitrice de
I’BChE a été enregistrée au niveau des extraits MeOH de trois organes et I’extrait aqueux des
racines de trois wilayas. Tandis que les extraits MeOH de racines d’A. longa de trois wilayas
ont presenté une excellente activite anti-BChE (IC50= 2.42+2.87ug/ml (EMRM);
C150=6.53+8.51pg/mL (EMRS) et IC50=21.81+1.26pg/mL (EMRJ) ; méme supérieure a celle
du standard la galantamine (1C50=34.75+1.99 pug/mL). Les extraits méthanoliques des feuilles
de Mila et de Jijel et les extraits aqueux des racines de trois wilayas ont manifesté une activité

modérée contre la BChE. Cependant, les extraits aqueux des tiges ont été inactifs (Annexe 4.7).
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Figure 73. Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de la
butyrylcholinestérase pour les extraits méthanoliques et aqueux de trois organes d’A. longa L.

récoltée de trois wilayas et du standard (galantamine).

+ Capparis spinosa L.
La figure 74, présente les activités inhibitrices de 1’activité anti-BChE des extraits de C.

spinosa L. de trois wilayas, comparées a celle de la galantamine.

Les extraits méthanolique des racines de trois régions d’étude présentent une activité
anti-BChE modérée (avec des IC50=143.37+£65.56ug/mL pour I’extrait MeOH de racines de
Mila suivie par 1C50=147.07£145.38ug/mL pour I’extrait MeOH de racines de Jijel et puis
I’extrait MeOH de racines de Sétifavec IC50=150.77+80.56pg/mL. Tandis que la galantamine
qui est utilis¢ comme substance de référence a donner (IC50=34.75+£1.99ug/mL). L’autres

extraits ont été inactifs quelques soit la concentration utilisée (Annexe 5.7).
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Figure 74. Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de la
butyrylcholinestérase pour les extraits méthanoliques et aqueux de trois organes de C. spinosa

L. récoltée de trois wilayas et du standard (galantamine).

¢ Par comparaison de I’activité des deux enzymes AChE et BChE avec les extraits d’A.
longa, on constate que la plupart des extraits (sauf les extraits aqueux des tiges de trois
wilayas) ont montré une activité d'inhibition importante contre la BChE par apport a
I'AChE, surtout les extraits MeOH de racines qui ont montré une meilleure capacité
anti-BChE, mieux méme que celle de la substance de référence utilisé (galantamine).

¢+ Pour Capparis spinosa L. on constate que la plupart des extraits n’ont montré aucune
activité d'inhibition ni contre la BChE ni a I'AChE, sauf les extraits méthanoliques des
racines de trois wilayas qui ont donné une activité modérée contre la BChE.

V.7.3. Pouvoir antibactérien des extraits bruts
V.7.3.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

L’activité antibactérienne des différents extraits de nos plantes est évaluée en utilisant la
méthode de diffusion des disques. La sensibilité des souches testées est estimée par la mesure
des diamétres des zones d’inhibition de chaque extrait. Les valeurs de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricides (CMB) sont également estimées
pour confirmer I’effet antibactérien, et déterminer les niveaux d’efficacité des extraits de deux

plantes étudiées.
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Test de sensibilité aux antibiotiques

Un test de sensibilité des souches bactériennes utilisées vis-a-vis des antibiotiques a été
réalisé. Ce test a pour but d’étudier I’antibiogramme standard des germes et le comparer avec
I’effet de nos extraits. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d’une gélose Muller
Hinton, préalablement ensemenceé avec une culture pure de la souche a tester. La sensibilité des
bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole appliqué pour les extraits.

Les résultats des antibiogrammes sont présentés dans le tableau 21.

Tableau 21. Sensibilité (zone d’inhibition en mm) des souches bactériennes testées vis-a-

vis des antibiotiques.

Souches bactériennes Antibiotiques standards (contrdle positif)
CTX CS GEN
Staphylococcus aureus ATCC 25923 18 18 0
Enterococcus faecalis ATCC 51299 18.5 15 22.5
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 19 13 17
Escherichia coli ATCC 25922 335 15 25

CTX : Cefotaxime ; CS : Colistine sulfate ; GEN : Gentamicine

+ Aristolochia longa L.
Les résultats de 1’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits bruts (MeOH et

Aqueux) d’Aristolochia longa L. sont repris au niveau de la figure 75 et I’Annexe 07.

» Extraits MeOH

L’étude de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique d’A. longa L. de trois wilayas
d’étude, sur différents germes (Gram® et Gram’) par la méthode de I’antibiogramme donne des
diametres qui varient en fonction de la souche testée. Cependant, il est constaté que seule la

concentration 100ug/ml a présenté une activité.
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Figure 75. Effet antibactérien des extraits méthanoliques d’A. longa L. contre les germes

pathogenes testés.

Selon la figure 75, on remarque que tous les extraits sont inactifs vis-a-vis K.
pneumoniae sans aucune zone d'inhibition produite autour des disques. Cependant, S. aureus
représente la bactérie la plus sensible a tous les extraits d’Aristolochia longa L, suivie par E.

faecalis et E. coli.

L'extrait MeOH des tiges de Mila semble avoir I'effet inhibiteur le plus puissant contre
S. aureus, parmi I’autres extraits, avec une zones d'inhibition de 12.83mm a la concentration
100pg/ml. De méme pour l'extrait MeOH de racines de Mila qui montre une activité anti- S.
aureus et anti- E. coli importante avec des diamétres d’inhibition de 11.88mm et 10.33mm a la
concentration 100ug/ml respectivement (Annexe 7.1). La quercétine est présente dans cet
extrait, cette substance pourrait contribuer a son activité antibactérienne (Shan et al., 2007).
Aussi les extraits MeOH de tiges de Sétif et Jijel ont éte révélés actifs sur S. aureus et les zone
d'inhibition ont été mesurées de 11.66 et 10.33mm, respectivement a la concentration
100pg/mL. Aussi, I’extrait de feuilles de Sétif montre un effet anti-S. aureus et anti- E. faecalis
remarquable avec un halo d’inhibition de 10.66mm et 9.16mm a la concentration 100ug/mL,
respectivement. La variation de la composition chimique des extraits (essentiellement la
concentration (de point de vue quantitative) en composes actifs) explique les variations
observées dans I’activité antibactérienne entre eux. Essawi et Srour., (2000), ont déclaré que
la puissance optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal, mais a

I’action combinée (synergie) de différents composés a I’origine de cet extrait.

L’absence de I’activité antibactérienne des extraits envers certaines souches (dans notre

cas envers K. pneumoniae) pourrait étre expliquée par beaucoup de facteurs qui sont liés soit a
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la nature de la plante ou au mauvais choix de techniques, conditions et outils de manipulations.
Le DMSO a été testé comme solvant (contr6le négatif), les résultats montrent que le solvant est
approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des toutes les souches
microbiennes. Trés peu de travaux sont réalisés sur I’activité antimicrobienne de 1’espéce
Aristolochia longa L. pour cette raison, les résultats de notre étude sont comparés a ceux

obtenus pour les différents especes de méme genre.

Nos résultats sont en accords avec celles trouvés par Merouani et al., (2017) ; ou ils ont
enregistré que les extraits MeOH de la partie aérienne (tiges et feuilles) d’A. longa a donner
seulement une activité anti S. aureus et anti Bacillus cereus avec des zones d’inhibition de 8mm

a 100mg/ml tous les deux, alors qu’ils sont inactifs contre E. coli et Pseudomonas aeruginosa.

Aussi, Murugan et Mohan., (2012), ils ont trouves que les extraits methanolique des
feuilles et des tiges d’A. indica de I’inde était actif sur K. pneumonia, S. aureus et E. coli avec

des zones d’inhibitions 6mm, 2mm, 1mm, 2mm, 2mm et 1 mm respectivement.

Les résultats obtenus dans notre étude sont tres proches de celui trouvé sur les extraits
MeOH des racines de la méme espece de Maroc, et sur les mémes souches bacteriennes, ou ils
ont trouveé que ces extraits sont inactifs vis-a-vis : P. aeruginosa et K. pneumoniae quelque soit
la dose utilisée, et sont actifs contre S. aureus avec une zone d’inhibition de 20.5mm a
200mg/mL (ElI Omari et al., 2020). En outre, il a été démontré que les différents extraits (Ether
de pétrole, Acétone, Benzene) des feuilles et des tiges d’A. Indica ont une activité

antibactérienne contre S. aureus, B. subtilis, E. coli et P. aeruginosa (Murugan et Mohan, 2012).

Aussi, Bouteldja et al., (2021) ; a déclarer dans une étude faite sur différents extraits de
racines d’A. longa que I’extrait éthanolique présente un grand pouvoir d’inhibition contre la
majorité des germes testés (S. aureus, E. coli, M. luteus, B. subtilus, B. cereus, E. faecalis et P.
aeruginosa) par rapport aux extraits MeOH et aqueux. La sensibilité de S. aureus (Gram positif)
et la résistance de K. pneumoniae (Gram négatif) peuvent avoir une relation avec la structure

de paroi qui est un critere majoritaire de classification bactérienne.

V.7.3.2. Détermination des CMIset CMB;

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricides
(CMB) ont été déterminées pour les extraits qui ont montré la meilleure activité antibactérienne
pour les souches testées (méthode d’antibiogramme), a I'exception de la bactérie K. pneumonia

qui étaient résistantes a tous les extraits.
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D’aprés les résultats du tableau 22, on trouve que la souche S. aureus représente la
bactérie la plus sensible a tous les extraits (sauf ’extrait de feuilles de Mila), suivie par E.
faecalis et E. coli. Les concentrations minimales inhibitrices (C M 1) sont observées surtout
avec les extraits des feuilles de Mila, qui présentent une activité contre S. aureus, contre E.
faecalis et anti- E. coli avec des CMI aux dilutions C/32, C/16 et C/64ug/mL, et CMB aux
dilutions C/16, C/8 et C/32 respectivement. Cependant, les extraits de feuilles de Sétif
montrent une efficacité antibactérienne vis-a-vis S. aureus avec une CMI a la dilution de
C/16pg/mL, et CMB a la dilution de C/8ug/mL et un effet anti- E. faecalis a la dilution de
C/16pug/mL et CMB a la dilution de C/8 pg/mL.

Tableau 22. CMI et CMB de I’activité antimicrobienne des extraits MeOH
de la plante Aristolochia longa L. de trois wilayas vis-a-vis les souches

bactériennes testé.

Wilayas | Parties CMls, CMBs (ug/mL)
de la souches a Gram-positif souches a Gram-négatif
plante S. aureus \ E. faecalis E.coli
Concentrations des extraits (ug/mL)
CMI | CMB | CMB/CMI | CMI CMB | CMB/CMI | CMI | CMB | CMB/CMI
Mila Feuilles | C/32 | C/16 2 C/16 C/8 2 Cle4 | CI32 2
Tiges C/16 C/8 - - - - -
Racines | C/16 C/8 - - - C/32 | 1/16 2
Jijel Feuilles | C/32 | C/16 2 - - - - - -
Tiges C/16 C/8 - - - - - -
Racines | C/8 Cl4 2 - - - - - -
Sétif Feuilles | C/16 C/8 2 C/16 C/8 2 - - -
Tiges C/8 Cl4 2 - - - - - -
Racines | C/32 | C/16 - - - - - -

(-) : pas de CMI ou pas de CMB.

Les valeurs les plus importantes de CMI et CMB sont notées par les extraits
méthanoliques de tiges de Sétif et les racines de Jijel contre S. aureus (C/8 pg/mL et
C/4 pg/mL respectivement). La quercetine est présente dans 1’extrait méthanolique de feuilles
de Mila, cette substance pourrait contribuer a son activité antibactérienne. De nombreuses
¢tudes ont indiqué que I’activité antibactérienne de la quercetine contre E. coli pourrait étre
au moins partiellement attribuée a I’inhibition de I’ADN gyrase et inhibe son activité ATPase
(Plaper et al., 2003).
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» Extraits aqueux

L’étude de D’activité antibactérienne de ’extrait aqueux d’A. longa L. de trois wilayas
d’étude, sur différents germes (Gram® et Gram") par la méthode de I’antibiogramme donne des
diamétres qui varient en fonction de la souche testée. Cependant, il est constaté que seule la
concentration 200mg/ml a présenté une activité. Les valeurs de la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricides (CMB) sont également estimées

pour confirmer ’effet antimicrobien et déterminer les niveaux d’efficacité des extraits des

plantes étudiées (Fig. 76 ; Tab. 23).

Résultats et Discussion
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Figure 76. Effet antibactérien des extraits aqueux d’A.longa L. contre les germes pathogenes

Tableau 23. CMI et CMB de I’activité antimicrobienne des extraits aqueux de la plante

Aristolochia longa L. de trois wilayas sur les quatre souches bactériennes testé.

Mila

Sétif

testés.

Jijel

Wilayas | Parties de la plante CMls, CMBs (ug/mL)
souches a Gram-positif
S. aureus
CMI | CMB CMB/CMI
Mila Racines C/32 | C/16 2
Jijel Racines C/l6 | C/8 2
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Selon les résultats de tableaux 15, on remarque que la majorité des extraits d’A. longa
sont dépourvus d’effet inhibiteur sur les quatre souches testées quel que soit la dose utilisée.
Les extraits de racines de Mila et Jijel semble avoir les plus actifs par rapport aux restes des
extraits. Cet effet est représenté par une activité contre Staphylococcus aureus avec des
diamétres d’inhibition de 12.33mm et 14.44mm respectivement. Cependant, les souches : E.
faecalis, E. coli et K. pneumoniae sont les plus résistantes vis-a-vis de tous les extraits (Annexe
7.2).

Cette efficacité antimicrobienne vis-a-vis la souche S. aureus est inversement
proportionnelle aux concentrations minimales inhibitrices (CMI) et aux concentrations
minimales bactéricides (CMB). Cette observation apparait clairement avec 1’extrait de racines
de Jijel, il a enregistrée une zone d’inhibition de 14.44mm et une CMI a une dilution de C/16
pMg/mL, cependant, I’extrait de racines de Mila a montré une zone d’inhibition de 12.33mm de

diamétre et une CMI a une dilution de C/32pg/mL.

Au niveau de I’extrait aqueux de cette plante, le plus grand diamétre d’inhibition (14.4
mm) est obtenu sur S. aureus a la concentration de 200ug/mL. Cette bacterie est responsable
des infections cutanées et les infections nosocomiales, cela pourrait donc justifier 1’utilisation

traditionnelle d’A. longa dans le traitement de ces affections.

Murugan et Mohan., (2012) ; ils ont trouvés que I’extrait aqueux des feuilles d’A. indica
de I’inde était inactif vis-a-vis les souches S. aureus et E. coli mais il a une activité anti- K.
pneumoniae avec un diamétre d’inhibition de 3mm. Alors que I’extrait aqueux des tiges de la

méme espeéce n’a donné aucune activité vis-a-Vvis toutes les souches testées.

La faible concentration ou I’absence des molécules possédant 1’activité antibactérienne
dans les extraits testés pourrait étre due a la perte des composés thermolabiles au cours du
broyage ou au cours de la conservation de la plante (Barba et al., 2016). Aussi, il est toujours
possible que l'ajout de DMSO a un extrait végétal diminue sa capacité antibactérienne. Par
conséquent, nous avons comparé les CMI et CMB des extraits bruts d’A. longa L. sur les
souches testées. Le rapport CMB/CMI a permis de préciser la modalité d’action de la substance
(Fauchere., 2002). Selon Kamanzi., (2002), I’extrait est bactéricide quand sa CMB est égale a
sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est inférieur ou égal a 4. 11 est dit bactériostatique quand sa

CMB est supérieure a sa CMI ou si le rapport CMB/CMI est plus élevé que 4.

R/

% Ilenressort que les extraits MeOH de feuilles et racines d’A. longa L. exercent un effet

bactéricide sur S. aureus, E. feacalis et E. coli. et I’extrait aqueux des racines exerce un

132



Partie Il : Recherche Expérimentale Résultats et Discussion

effet bactéricide sur S. aureus.

% L’activité antibactérienne observée dans les extraits d’A. longa L. pourrait étre due a la
présence de différentes classes de métabolites secondaires connus par leurs activités
antibactériennes a savoir les flavonoides notamment la quercétine (Dhayakaran et al.,

2015), les tanins, les acides phénoliques et les terpenes (Hatano et al., 2005).

X/

% Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence les propriétés
antibactériennes des extraits d’A. longa. Ces derniers révelent la présence de principes
actifs antibactériens dans les feuilles et les racines de cette espece ce qui justifie certains
usages ethno-pharmacologiques. Ainsi, ils démontrent que cette plante peut étre utilisée
pour soigner quelques maladies infectieuses.

4+ Capparis spinosa L.
Les résultats des tests de I’activité antibactérienne des extraits bruts (eau, méthanol) de

Capparis spinosa L. vis-a-vis les quatre souches de références, sont exprimées par la mesure

du diametre des halos d’inhibition.

» Extraits MeOH
Les résultats des tests d’évaluation de ’activité antibactérienne des extraits bruts sont

présentés dans la figure 77 et le tableau 24.
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Figure 77. Effet antibactérien des extraits méthanoliques de C. spinosa L. contre les germes

pathogenes testés (mm).
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Résultats et Discussion

Tableau 24. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et des

concentrations minimales bactéricides (CMB) d’extrait MeOH de C. Spinosa

L de trois wilayas d’étude.

Wilayas | Partie CMls, CMBs (ug/mL)
de la souches a Gram-positif souches a Gram-négatif
plante S. aureus | E. faecalis E.coli
Concentrations des extraits (ug/mL)
CMI | CMB | CMB/CMI | CMI CMB | CMB/CMI | CMI | CMB | CMB/CMI
Mila | Feuilles | C/32 | C/16 2 C/64 C/32 2 - - -
Tiges - - - Cle4 C/32 2 - - -
Setif | Feuilles | C/16 C/8 2 - - C/64 | C/32 2
Racines | C/32 | C/16 2 - - - Cled | CI32 2

(-) : pas de CMI ou de CMB.
L’étude de I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique de C. spinosa L. de trois

wilayas d’étude, sur différents germes Gram® et Gram™ par la méthode de I’antibiogramme
donne des diametres qui varient en fonction de la souche testée. Cependant, il est constaté que

seule la concentration 100ug/mL a présenté une activité.

Selon la figure 77, on peut dire que I'extrait MeOH des feuilles de Mila sembles avoir
le plus actifs, parmi I’autres extraits, en présentant des zones d'inhibition de la croissance
bactérienne avec la souche S. aureus 7.66mm, et contre- E. faecalis avec 10mm. Cependant, les
extraits MeOH des feuilles et de racines de Sétif montrent une activité anti- S. aureus et anti-
E. coli a la concentration 100ug/mL avec des zones d'inhibition de 8.66mm, 9.01mm, 10.32mm
et 10.21mm respectivement (Annexe 7.3). Ces bactéries sont connues par leur présence dans
le systeme digestif, ce qui explique l'utilisation de cette plante comme médicament pour de
nombreuses maladies digestives et respiratoires. Par contre les extraits de feuilles, tiges et
racines de Jijel semblent avoir inactifs sur les quatre souches, sans aucune zone d'inhibition
produite autour des disques. L’extrait méthanolique de racines de Sétif a été trouvé le plus riche
en polyphénols (TPC=104.55ug Equivalent AG/mg d’extrait). Cette activité peut étre due grace

a ces composés bioactifs.

Les résultats du tableau 24, montrent les CMI et les CMB des extraits MeOH bruts de
C. spinosa L. en présence de quatre souches de références. Il est a noter qu’ E. coli, E. faecalis
et S. aureus présentent les souches les plus sensibles. Les extraits de feuilles de Mila et Sétif,
montrent une activité antibactérienne vis-a-vis S. aureus avec une CMI a une dilution de
C/32ug/mL et C/16ug/mL, et CMB a une dilution C/16ug/mL et C/8ug/mL respectivement.

Aussi, les extraits MeOH des feuilles et des racines de Sétif, montrent une activité
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antibactérienne vis-a-vis E. coli avec des CMI a une dilution de C/64pg/mL, et CMB & une
dilution C/32ug/mL. La souche K. pneumoniae est la plus résistante vis-a-vis de tous les

extraits.

Les solvants utilisés pour la procédure d’extraction et pour la solubilisation des dilutions
peuvent influencer la composition chimique des extraits induisant ainsi la diminution de leurs
activités antibactériennes (Balouiri et al., 2016). Selon Ciobanu et ses collaborateurs (2012),

I'ajout de DMSO a un extrait végétal diminue son activité antibactérienne.

Le mauvais choix de la méthode adopté pour la réalisation de I’activité antibactérienne
peut ainsi expliquer la résistance bactérienne observée. En effet, Jorgensen et Turnidge., (2015),
ont constaté que la méthode de diffusion a partir des puits est plus adaptée et reproductible pour
I’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits organiques que la méthode de diffusion en

milieu gelosé.

Nos résultats sont tres bien corrélés avec celui de Meddour et al., (2013), ou elle a trouvé
que I’extrait d’éther de pétrole présente une inhibition contre S. aureus avec un diametre de
12.38mm a la dose de 1g/mL. Mahasneh., (2002), dans une étude faites sur les extraits aqueux
et éthanolique de C. spinosa de Qatar, ou ils ont trouvé qu’ils sont inefficaces contre E. coli,
par contre, lI'extrait butanolique présente une activité moyenne contre S. aureus et P. aeruginosa

respectivement.

Des résultats semblables ont été trouvés dans une étude récente sur les tiges de la méme
espece en lrak (Samawah-Basra-), est sur les mémes souches bactériennes, Ou a-t-il été
enregistré une activité contre S. aureus, contre E. coli a la concentration 100mg/mL d’extrait
MeOH (Muraih et al., 2020).

Les extrais a I'acétone, I'éthanol, l'acétate d'éthyle, I'éther de pétrole, méthanol et I'eau
bouillante des feuilles de C. spinosa d’Egypte montrent des activités significatives contre les
souches bactériennes testées, K. pneumonia et E. faecalis étaient les souches les plus sensibles
(Sherif et al., 2013).

D’aprés AL-Azawi et al., (2018) I'extrait méthanolique des feuilles de C. spinosa avait
une activité élevée contre les bactéries testées, en particulier S. aureus, K. pneumonia et E. coli,
par contre la souche P. aeruginosa montre une résistance a cet extrait. Al-Bayati et Al-Jarjry.,
(2007) ; ont montré que les extraits éthanolique et chloroformique des parties aériennes du

Caprier d’Irak n’ont aucune activité antibactérienne, alors que les extraits des racines présentent
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des propriétés antibactériennes élevées, en précisant que les bactéries Gram® étaient plus
sensibles aux extraits que les bactéries Gram'.

Une interprétation globale des résultats montre que les valeurs des CMI concordent d'une
maniére générale avec celles des diamétres d'inhibition ; les extraits ayant induit une importante

zone d'inhibition présentent les plus petites CMI sur les souches correspondantes.

®,

% les extraits MeOH de feuilles et racines de C. spinosa L. ont une activité bactéricide sur
I’ensemble des souches bactériennes soumises a cette étude car les rapports CMB/CMI
sont tous inférieurs ou égal a 4 (Kamanzi., 2002).

+ Extraits aqueux

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau 25, on remarque que tous les extraits

n’ont montré aucune activité inhibitrice contre 1’ensemble des souches bactériennes testées.

L’absence de I’activité de ces extraits envers ces souches in vitro ne peut pas
conditionner leurs activités antibactériennes in vivo. Certains métabolites de la plante peuvent
étre actifs sans étre métabolisés et dans ce cas leur activité in vitro et in vivo sera détectable,
cependant certains métabolites ne sont actifs qu’apres leur métabolisation et dans ce cas ils

seront inactifs in vitro alors qu’ils sont actifs in vivo (Tan et Lim., 2015).

Tableau 25. Diametre des zones d’inhibition des extraits aqueux de la plante Capparis

spinosa L. de Sétif, Mila et Jijel (mm).

Wilayas | Partie Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
de la souches & Gram-positif souches a Gram-negatif
plante S. aureus | E. faecalis E.coli | K.pneumonia

Concentrations des extraits (mg/mL)

25 | 50 100 | 25 | 50 100 | 25 | 50 100 | 25 | 50

Mila Feuilles | - - - - - - - - - - -

Tiges | - - - - - - - - - - -

Racines | - - - - - - - - - - -

Jijel Feuilles | - - - - - - - - - - -

Tiges | - - - - - - - - - - -

Racines | - - - - - - - - - - -

Sétif Feuilles | - - - - - - - - - - i

Tiges | - - - - - - - - - - -

Racines | - - - - - - - - - - -

(-) : pas d’inhibition.
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VI. Identification des composés phénoliques des extraits actifs de deux plantes par la

Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse en tandem (LC-MS/MS)

L’analyse phytochimique des extraits methanoliques de feuilles de deux

plantes Aristolochia longa L. et Capparis spinosa L. de trois wilayas par LC-MS/MS a révélé

la présence d’

un nombre limité des composés phénoliques, qui ont été identifiés sur la base de

la comparaison de leurs profils chromatographiques et les temps de rétention avec ceux des

standards utilisés. Les détails expérimentaux concernant l'optimisation de la méthode ont été

fournis précédemment. Parmi les 35 standards utilisés, I’analyse a permis d’identifier :

Aristolochia longa L., 6 composés phénoliques pour les extraits méthanolique
de Mila (Tab. 26) et Jijel (Tab. 27) et quatre composés pour I’extrait
méthanolique de feuilles de Sétif (Tab. 28).
C. Spinosa L., I’analyse a révélé la présence de cinq composés dans I’extrait
méthanolique de feuilles de Sétif (Tab. 29) et 4 composés pour les extraits de
feuilles de Mila (Tab. 30) et Jijel (Tab. 31).
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Figure 78. Chromatogramme de 36 standards utilisés dans la LC-MS/MS.
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» Aristolochia longa L.

Dans le but d’identifier les composés phénoliques des extraits de feuilles de trois wilayas,
une LC-MS/MS est effectuée. Sur la base de la comparaison de leurs profils
chromatographiques et les temps de rétention avec ceux des standards utilisés, un nombre limité
de composés phénoliques d’intérét thérapeutique sont identifiés dans chaque plante.

Concernant la plante A. longa L. de Mila la quercétine 3-glucoside était le composé
majoritaire, il a d’ailleurs fait I’objet de plusieurs études scientifiques ce qui a permis de
déterminer ses effets thérapeutiques : antioxydant (Nile et al., 2021), anticancéreux (Lee et al.,
2019) et anti-inflammatoire (Lee et al., 2016), alors qu’A. longa L. de Jijel est riche en rutine
qui a de nombreuses activités pharmacologiques notamment des activités antioxydantes,
cytoprotectives, vasoprotectrice, anticarcinogéne, neuroprotectrice et cardioprotectrice
(Ganeshpurkar et Saluja., 2017 ; Javed et al., 2012 ; Richetti et al., 2011 ; Nassiri et al., 2010).
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Tableau 26. Composes phénoliques identifiés par LC-MS/ MS dans I’extrait méthanolique

Résultats et Discussion

des feuilles d’A. longa L. de la wilaya de Mila.

Molécule RT Found | Concentration | Pics des composeés identifiés par
proposéee (min) | RT (ppm) la LC-MS/MS
Rutine 6.512 | 6.71 0.3683
T
Aplgénlne-7-O- 6.796 | 6.979 0.113 (028 1000
glucoside =)
Quercétine 8.628 | 8.747 0.86 A
Taxifoline 5.993 | 5.929 0.2514
Quercétine-3- | 6.573 | 6.769 1.0802
glucoside
Apigénine 8.023 | 8.184 0.3881 ER
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Tableau 27. Composés phénoliques identifiés par LC-MS/ MS dans I’extrait méthanolique
des feuilles d’A. longa L. de la wilaya de Jijel.

Molécule RT Found | Concentration | Pics des composes
proposée (min) RT (ppm) identifiés par la
LC-MS/MS
Diosmine 6.734 6.933 0.216
Rutine 6.512 6.404 1.102

Apigénine-7-O- | 6.796 6.979 0.1905
glucoside
Quercétine 8.628 8.747 0.491 i
f\
0 :f "\. “
f] |
Néohespéridine | 6.453 6.672 0.0873 F
\
A
/!
\‘
AN\
Apigénine 8.023 8.173 0.5568 T
|
i
[\

140



Partie 11 : Recherche Expérimentale

Résultats et Discussion

Tableau 28. Composés phénoliques identifiés par LC-MS/ MS dans I’extrait méthanolique

des feuilles d’A. longa L. de la wilaya de Sétif.

Molécule RT Found | Concentration Pics des composés
proposée (min) RT (ppm) identifiés par la LC-
MS/MS
Rutine 6-512 6.717 0- 145 ZE]_JUSI}Z 5000-300,0000(-)
A
|\
R
R
;3\/\/—\/’\—/ \‘\\L& ~/
Néohespéridine | 6.453 | 6.731 0.0143 e
Apigénine 8.023 | 8.176 0.1492
R -
jE ’I ‘ .‘"
A J
Wogonine 8.627 6.764 0.159 T

Il est intéressant de noter que I’analyse des extraits de feuilles d’A. longa L. de trois

wilayas a révélé qu’ils ont montré une certaines variation de composés identifiés, leur contenu

et surtout

leur concentration.

Cette différence de composition (essentiellement de

concentration) est due probablement & diverses conditions notamment 1’environnement,

I’origine géographique, la période de récolte, la température et I’humidité (Coulibaly et al.,
2014 ; Khiralla et al., 2015).
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El Omari et al., (2020) ont pu identifier dans les extraits méthanoliques des racines d’A.
longa récolté au Maroc par I’ HPLC-DAD/TOF-MS, 32 composés essentiellement : Luteolin,
4-Hydroxycinnamic, I’acide ferulique, I’acide citrique, rutine, quercétine, I’acide vanillique et
le Kaempferol. De méme, une autre étude menée par Dhouioui (2016), sur I’huile essentielle
des racines d’A. longa originaire du Maroc a permis d'identifier 103 composés dont les
sesquiterpénes oxygénés constituent les composés majoritaire (50.2%).

Il existe trés peu de données dans la littérature concernant la composition chimique d’A.
longa, De Pascual Teresa et al. (1983) ont identifié uniquement trois composés (calarene,
maaliol et aristolen) de I’huile essentielle des racines d’origine Espagnole. Selon la
bibliographie, aucune étude n’a été réalisée sur la composition chimique des tiges de cette
espece.

+ Capparis spinosa L.

Le composé majoritaire de la plante C. spinosa est la rutine pour les deux wilayas Setif
(Tab. 23) et Mila (Tab. 24), qui est connu pour ses effets anticancéreux (Al-Dhabi et al., 2015),
antidiabétique (Niture et al., 2014), anti-inflammatoire (Choi et al., 2014), antioxydant et anti-
hypertensif (Park et al., 2014 ; Sharma et al., 2013). Concernant C. spinosa L. de Jijel, le
composant majoritaire était néohespéridine (Tab. 25), ce dernier a un large éventail de
propriétés pharmacologiques notamment anti-inflammation, protection cardiovasculaire,
l'activité de piégeage des ROS et un effet neuroprotecteur (Gong et al., 2019 ; Wang et al.,
2018).
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Tableau 29. Parametres des Composés phénoliques identifiés par LC-MS/ MS dans I’extrait

Résultats et Discussion

méthanolique des feuilles de Capparis spinosa L. de la wilaya de Sétif.
Molécule RT Found | Concentration | Pics des composes identifiés
proposé RT (ppm) par la LC-MS/MS
Rutine 6.512 | 6.743 8.297
Quercétine-3- | 6.573 | 6.808 1.900
glucoside
Néohespéridine | 6.453 6.753 1.342
\
Acide 4.384 | 4.495 0.118 TTRSE
salicylique
Apigénine 4.384 | 4.495 0.561 ﬁ
TN
A
2 .’I I"-\I
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Résultats et Discussion

Tableau 30. Parametres des composés phénoliques identifiés par LC-MS/ MS dans I’extrait

méthanolique des feuilles de Capparis spinosa L. de la wilaya de Mila.

Molécule RT Found | Concentration | Pics des composés identifiés
proposé RT (ppm) par la LC-MS/MS
Rutine 6.512 | 6.748 5.1902
00- /{\\
00 / \
Quercétine-3- | 6.573 6.839 1.4622
glucoside
Néohesperidine | 6.453 | 6.747 0.7992
Apigénine 8.023 8.246 0.1001
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Résultats et Discussion

Tableau 31. Parametres des Composés phénoliques identifiés par LC-MS/ MS dans I’extrait

méthanolique des feuilles de Capparis spinosa L. de la wilaya de Jijel.

Molécule TR Found | Concentration | Pics des composés identifiés
proposé RT (ppm) par la LC-MS/MS
Rutine 6.512 6.295 0.089 [ :
saoe] II|'”"II
- B
Apigénine-7-O- | 6.796 6.968 0.166 :
fi
glucoside [
|i|| l
Quercétine-3- | 6.573 6.423 0.134 )
glucoside l
11)2-3 |II
Néohespéridine | 6.453 6.736 0.742 3 ]
I. II]tl
100 IIII IIII.\.

D’apres les résultats précédents on peut dire que les extraits méthanolique de feuilles

de C. spinosa L. de trois wilayas ont la méme composition chimique, mais on remarque une

certaine différence entre ses constituants.

Les études sur la composition chimique de C. spinosa ont identifié plusieurs

composants, notamment des flavonoides tels que le kaempférol, la rutine, la quercétine et leurs
dérivés (Panico et al., 2004 ), des alcaloides (Fu et al., 2008), et des terpénoides (Calis et al.,
2002). Récemment, Benzidane et al., (2020), ont isolé par HPLC-DAD six molécules bioactives

des extrait méthanoliques et aqueux des feuilles, racines et fleurs de C. spinosa de la région de

Sétif: rutine, catéchine, ’acide férulique et I’acide gallique.
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Aksay et al., (2021) ont identifié dans I'extrait de C. spinosa de la turqui par HPLC-
DAD-ESI-MS/MS un nombre plus important de molécules ; les acides phénoliques (1’acide p-
coumarique et l’acide Férulique) et les flavonoides (rutine, quercetin-3-O-glucoside,
kaempferol-3-O- glucosyl-rhamnoside et la quercétine).

Une étude tunisienne réalisée par Tlili et al., (2017) a permis d’isoler de nouveaux
composés des parties aériennes de la méme espece par HPLC-DAD a savoir : la rutine,
coumarine, epicatéchine, lutéolin, catéchine, I’acide vanillique et 1’acide gallique. Dans leur
investigation phytochimique sur les feuilles de Capparis spinosa de Nasiriyah (Irak) ; Oudah
et al., (2014) ; ont isolé sept molécules a savoir : I’acide gallique, ’acide vanillique, 1’acide
ferulique, la rutine et la quercétine. Aussi, Akkari et al. (2016), ont pu identifier dans les extraits
aqueux des feuilles de C. spinosa: la quercétine, quercetin 3-O-glucoside, quercetin3-O-
glucoside-7-O-rhamnoside, I’acid férulique et 1’acide p-coumarique.

L’analyse de I’huile essentielle des feuilles de Capparis spinosa en Iran a montré que
les principaux composants de cette huile sont le thymol (26.4%), l'isothiocyanate d'isopropyle
(11%), le 2-hexénal (10.2%) et l'isothiocyanate de butyle (6.3%) (Afsharypuor et al., 1998).
Une étude effectuée en 2010 en Croatie a montré que le composé majoritaire de I'huile
essentielle de feuilles et des bourgeons floraux de Capparis spinosa est I’isothiocyanate de
méthyle (92.06%) (Kulisic-Bilusic et al., 2010).

Des recherches recentes, ont été déclarées que les flavonoides trouvés dans 1’espéce
Capparis spinosa étaient leurs principaux composés pharmacologiquement actifs et ont été
associés a des effets antioxydants et anticarcinogenes (Grimalt et al., 2018 ; Anwar et al., 2016).
Il a été signalé aussi que les quantités de flavonoides kaempferol et quercétine sont
remarquables dans les fruits et les bourgeons du caprier. Plusieurs glycosides flavonoides tels
que la quercétine 3-O-glucoside, la quercétine 3-O-glucoside-7-O-rhamnoside et la rutine ont
été isolés de C. spinosa L. (Moufid et al., 2015). Notamment, la rutine, connue pour sa forte
activité antioxydante, est signalée comme étant abondante dans la plante (Nabavi et al., 2016).
Sur En outre, plusieurs fractions de I'extrait aqueux des fruits ont montré d'autres types de
flavonoides, comme le chrysoeriol et I'apigénine (Zhou et al., 2010).

% D’autres composés en teneurs considérables sont aussi identifiés dans les deux plantes

comme I’apigénine-7-O-glucoside, la quercétine-3-glucoside, I’acide salicylique ...etc.

Notant que les quantités de ces composés different d’une wilaya & une autre pour la

méme plante.

%+ Ce quiest remarquable, c'est que les résultats des trois régions testées, ont donné presque

les mémes résultats avec quelques différences mineures, c'est-a-dire que les deux
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plantes de trois wilayas étudiées contiennent les mémes substances actives de point de
vue qualitatif.

VII. Analyses statistiques
VII. 1. Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’objectif de I’ACP est de revenir a un espace de dimension réduite en déformant le moins
possible la réalité. Il s’agit donc d’obtenir le résumé le plus pertinent possible des données
initiales.

o Mieux identifier parmi les méthodes utilisées, celles qui sont complémentaires et celles

redondantes.

o Faciliter l'interprétation des facteurs fondamentaux contribuant le plus a expliquer la

variation des valeurs d’IC50 et A0S selon les échantillons et les méthodes utilisées
(Tlili., 2021).

L'Analyse en Composantes Principales (ACP) est une méthode factorielle de réduction de
dimension de données quantitatives complexes. Elle permet de résumer de vastes populations
décrites par plusieurs variables quantitatives, et de mettre en évidence les tendances entre les
données, les regroupements d'individus ainsi que la force de liens entre eux. Il s'agit donc
d'obtenir le résumé le plus pertinent possible des variables. Son but est de regrouper les
échantillons (variables quantitatives) dans un nouvel espace de variables formé a partir des
combinaisons linéaires des variables initiales (Tolba., 2016).

Nous avons effectué une analyse en composantes principales (ACP) a partir de la matrice
de données des 36 extraits x 10 tests (Fig.79). L'examen du plan factoriel de I'ACP obtenu
permet de visualiser la répartition des valeurs des activités biologiques des différents
échantillons qui se présentent sous forme de points.

Les extraits d’A. longa L. ont été décrits sur le premier cluster. lls ont été caractérisés par
une teneur élevée en phénols, flavonoides, en flavones et flavonols et une meilleure activité
enzymatique vis-a-vis le test anti-acétylcholiesterase (AChE). Le deuxieme cluster contenait
les extraits MeOH de C. spinosa L. et ils ont été caractérisés par leurs efficacités vis-a-vis les
tests : CUPRAC, p-caroténe et leurs richesse en polyphénols, flavonoides, flavones et
flavonols. Le cluster III montre que 1’espece C. spinosa L. est active via : ABTS, DPPH et la
bytéry-Icholinesterase (BChE). Le quatrieme cluster montre que les extraits MeOH d’A. longa
L. sont puissants vis-a-vis les tests : FRAP, CUPRAC, DPPH et B-carotene.
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Figure 79. Plan factoriel de I'ACP effectuée sur les teneurs en polyphénols (TPC), en
flavonoides (TFC), en flavones et flavonols (TF) et les valeurs d’IC50 et d’AQ.5 des activités

biologiques testees sur les 36 extraits de deux plantes : A. longa L. et C. spinosa L.

VI1.2. Corrélation entre la teneur en métabolites secondaires (TPC, TFC, TFF), données
climatiques (Précipitations (P), Températures (T) et Humidité (H)) et les caractéristiques
granulométriques et physicochimiques du sol de 03 wilayas étudiées (test de Pearson (n)).

Les résultats de 1’étude statistique sur la corrélation entre les composés phénoliques et
les facteurs écologiques (climatiques et pédologiques) se résument dans I’Annexe 09. Le test
statistique n Pearson montre que les teneurs moyennes des phénols totaux sont faiblement
corréler avec les facteurs écologiques. Les coefficients de corrélation obtenu entre les teneurs
en polyphénols, flavonoides et la matiére organique (M.O) du sol est fortement positif (R? =
0.710 et R?= 0.736 respectivement), aussi on a enregistré une corrélation moyenne positive
entre la teneur en TFC, TPC et le pH du sol avec R?= 0.586 et R?=0.471. Alors que celui obtenu
entre les polyphénols totaux et les autres caractéristiques granulométriques et physicochimiques
du sol est moins fort. Aussi, une corrélation positive a été enregistrée entre TPC, TFC et ’argile
avec des valeurs de R?= 0.567 et R?= 0.471.
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Nous avons cherché a établir une relation entre les teneurs en composés phénoliques et
les données climatiques (précipitations (P), Températures (T) et Humidité (H)); le coefficient
de corrélation (r).

En établissant la relation entre les teneurs en phénols totaux, flavonoides, flavones et
flavonols et les caractéristiques climatiques on trouve une faible corrélation a été établit avec
la température (R?= 0.001), et une corrélation moyenne avec I’humidité (R? = 0.180), mais

cette corrélation est trés faible et négative avec les précipitations (R?= -0.031) (Annexe 09).
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Dans le présent travail, deux plantes médicinales : Aristolochia longa L. et Capparis
spinosa L., ont été choisies afin de déterminer 1’effet de certains facteurs écologiques
(climatiques et edaphiques) sur la teneur, la composition chimique et sur Defficacité
biologique des extraits bruts de ces deux especes qui ont été récoltées de trois wilayas de
climat différents ; Sétif, Mila et Jijel.

Une exploitation compléte des données climatiques était réalisée pour définir le climat de
trois wilayas d'étude, cela impose l'utilisation des indices climatiques: le diagramme
pluviothermique de Bagnouls et Gaussen et l'indice pluviométrique d'Emberger. La wilaya de
Sétif appartient a I'étage bioclimatique de végétation semi-aride, la wilaya de Mila appartient
a l'étage bioclimatique de vegétation subhumide et la wilaya de Jijel appartient a I'étage
bioclimatique de vegétation humide.

L’¢étude quantitative a révélé que les extraits bruts obtenus par macération et décoction
d’A. longa L. et C. spinosa L. montrent un rendement différent avec le lieu de récolte sous
I’influence des variations climatiques et édaphiques, dont I’ Aristolochia longa L. qui pousse
dans les régions humide et sub-humide présentent un rendement plus élevé au niveau des
extraits aqueux (22 et 18.5 %) et d’extrait méthanolique (8.15 et 5.75%) en comparaison avec
ceux de region semi-aride ce qui semble étre que le climat humide et le sol riche en matiére
organique sont les plus favorables a la production des métabolites secondaires chez A. longa
L. Alors que pour I’espéce C. spinosa L. on trouve I’inverse, dont les grandes valeurs de
rendement ont été enregistrées dans les feuilles de Sétif (36.7%) cette derniére qui se
caractérise par un climat semi-aride et un sol pauvre en matiere organique.

Les inductions thérapeutiques pourraient se justifier par la richesse des especes étudiées
en métabolites secondaires, qui constituent la base scientifique de I'utilisation traditionnelle
de ces deux plantes. Dans ce sens, le criblage phytochimique des poudres issues des feuilles,
tiges et racines d’A. Longa L. de trois wilayas a révélé la richesse de ces trois organes en
flavonoides et glucides et 1’absence des saponosides, des quinones, des anthraquinones et des
anthocyanes. Pour Capparis spinosa L. les essais phytochimiques, ont révélé la présence des
polyphénols, des tanins et des glucides au niveau des feuilles et racines, et une abscence totale
des stéroides, des quinones, des anthraquinones et des protéines au niveau de trois organes de
cet espéce.

Nous avons également, noter qu’Aristolochia longa L. provenant des zones sub-humide et

humide est le plus riche en polyphénols avec un taux de (176.56 et 169.27ug Equivalent
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d’AG/mg d’E respectivement) et en flavonoides (43.50 et 36.22ug EQ/mg d’E
respectivement) dans les feuilles par rapport aux rendements d’Aristolochia longa L. qui
poussent dans la zone semi-aride, ce qui signifie que la formation et ’accumulation des
métabolites secondaires au niveau des feuilles de cette espece favorisent le climat humide,
dont le taux d’humidité est élevé. Concernant la deuxiéme plante C. spinosa L. on a trouvé
que la teneur la plus élevée en polyphénols et flavonoides a été enregistré au niveau des
feuilles de Sétif qui se caractérise par un climat semi-aride (TPC=228.34ug EAG/mg d’E et
TFC=35.39ug EQ/mg d’E respectivement). Ce qui suggéere que cette espece favorise le climat
semi-aride, dont le climat est sec et le sol est pauvre en matiére organique. Cette variation des
teneurs peut étre attribuée a 1’origine de la plante sous I’influence de variations climatiques
notamment la température, le taux d’humidité et les conditions pédologiques.

S’agissant de 1’é¢tude comparative entre les différentes parties de deux plantes, nous avons
montré que le teneur en métabolites secondaires (TPC et TFC) des feuilles est supérieur a
celui des tiges et racines. Les teneurs en métabolites secondaires sont variables selon I’espece,
la nature de solvant et I’organe de la plante étudié.

La composition chimique des extraits méthanolique des feuilles de deux plantes de trois
wilayas d’étude est déterminée par LC-MS/MS, en montrant leur richesse en différents
composes phénoliques. Pour I’Aristolochia longa L. on a pu identifier 6 composés pour les
extraits méthanolique de Mila et Jijel et quatre pour I’extrait méthanolique de feuilles de Sétif.
Concernant Capparis spinosa L. ’analyse a révélé la présence de six composés dans 1’extrait
méthanolique de feuilles de Sétif et 4 composés pour les extraits de feuilles de Mila et Jijel.

Ensuite, D’activité antioxydante in vitro a eté étudiée. Les résultats montrent que les
extraits bruts de deux plantes ont des activités remarquables a réduire le fer (FRAP) et a
piéger les radicaux libres DPPH et ABTS. La meilleure activité est obtenue en piégeant le
radical ABTS. Ces activités sont négativement corrélées avec les contenus phénoliques de ces
extraits qui semblent étre les principaux contributeurs a cette capacité antioxydante. Le
pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques évaluée par les tests DPPH, ABTS, FRAP,
CUPRAC et B caroténe a révélé que I’extrait brut d’A. longa L. est plus actif que celui de C.
spinosa L. L’activité anti-Alzheimer a été évaluée par les deux tests anti- Acétylcholinestérase
et anti- Butyrylcholinesterase, les résultats montrent que les extraits méthanolique des feuilles
et racines de la plante Aristolochia longa L. possédent une activité anti-Alzheimer importante.

Finalement, ’activité antibactérienne a été evaluée par la méthode de diffusion des
disques en milieu gélosé sur des souches de références de types ATCC. Les résultats montrent

que Staphylococcus aureus (ATCC 6538) est la souche la plus sensible vis-a-vis tous les

151



Conclusion générale

organes d’A. longa L. de trois wilayas (avec des diamétres d’inhibitions qui varient entre
12.83mm et 9.33mm a la concentration 100pug/mL). Concernant C. spinosa L. la souche
Staphylococcus aureus présente une sensibilité via les extraits MeOH des feuilles de Mila
(7.66mm a 100pg/mL), des feuilles et des racines de Sétif (8.66 et 9.0lmm a 100ug/mL),
alors qu’E. coli présente une sensibilité via les extraits MeOH des feuilles et des racines de
Sétif (10.32 et 10.21mm a 100pg/mL).

Dans l'ensemble, le climat humide a obtenu le rendement, I'activité antioxydante et le
contenu phénolique total les plus élevés pour Aristolochia longa L. Pour Capparis spinosa L.
les résultats ont montrés que cette espéce préfere le climat semi-aride.

La détermination des coefficients de corrélation entre les IC50 et le contenu en composés
phénoliques a montré ’existence d’une corrélation négative, cette relation inverse fait que les
valeurs des IC50 diminuent avec I’augmentation du contenu de phénoliques.

Les résultats obtenus constituent une justification scientifique de I'usage traditionnel de
deux plantes étudiées et confirment la pertinence des remedes traditionnels dans le traitement
de nombreuses maladies. Ils sont encourageants mais ne constituent qu’une premicre étape
dans la recherche de substances biologiquement actives. Il serait par conséquent intéressant de

continuer cette étude dans le but :

- d’isoler les molécules responsables des différentes activités biologiques de ces plantes, afin
de détecter leurs modes d’action et les interactions éventuelles entre elles et de confirmer ou

d’infirmer les activités attribuées a ces plantes ;

- d’étudier la toxicité des molécules purifiées sur différents modéles biologiques, afin de

prévenir tout effet secondaire indésirable ;

- d’¢largir le panel des tests biologiques afin de mettre en évidence d’autres activités

anticancéreuse, antidiabétique, anti-inflammatoire ou autres.
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Annexes

Annexe 1. Composition des milieux de culture utilisés dans 1’activité antibactérienne.
Eau physiologique stérile :

Chlorure de sodium (NACI) .....oiii e e e e eae e 9¢g
BaU diStill€e. ... .ot e 1000mL

Bouillon Brain Heart Infusion (BHIB) :

PrOTEOSE-PEPIONE. . ..ttt e e e e e e e 10g

Infusion de cervelle de Veau...........oooiiiiiii i e, 12,90

Infusion de coeur de boeuf.........oiiiii 5¢g
Chlorure de SOAIUML. ... uiii ettt et e e S5¢g
Phosphate  di-SOdiqUe. .........ouiiniei e, 2.59
GIUCOSE. . ottt e e e e 2g
Bau distill€e. . ...o.vn 1000mL
PH=7.5

Gélose Muller Hinton (MH) :(en g /1 d’cau distillée)

PO, ..o e 17.59
Extraitde viande............oooiiiiiiii e 2.00)
N 016 ) 1.59
L 1 (03 113 3o 20-25mg
Y E Yoy s T 1111 D PPN 10-12.5mg
N ) PP 269
Eau distill@e. . ... e 1L
PH=7.4

Stérilisation a ’autoclave a 121+1 °C pendant 15 a 20 minutes.
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Annexe 2. Composition des réactifs utilisés pour le screening phytochimique

Réactif de Wagner
Todure de potassium (KI).......cccoioiiiiiiiiiieiieie ettt e be e saessaesaae e 029
Di-100€ (12) . e, 1.27g dans 75 ml d’eau.

Ajuster le volume total a 100 ml d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité

brun.

Réactif de Bouchardat

L0 .o, 02¢g
TOdUIe de POLASSTUIN ... .ueetitt ittt ettt et et et e e et et e e et et et et e e aneeneeaens 02¢g
BaU diStII. .. ..o 100mL

Composition des réactifs
Liqueur de Fehling

Réactif a chaud

Solution A
CUSIO e 359
Bau distillée ..o, 500 mL contenant 5 mL d’H2S04

Laisser refroidir puis compléter au litre avec I’eau distillée

Solution B

Sl de SEIGNELLE ... .ttt ettt et st eenneeas 1509
Bau distillée ......o.ooini 500mL

Refroidir puis ajouter 300 ml de lessive de soude non carbonaté, compléter au litre avec I’eau

distillée.

NB: mélanger les 2 solutions a volume égal au moment de I’emploi.



Annexe 3.

Annexes

Annexe 3.1. Résultats des rendements des extraits méthanolique et aqueux de trois parties

d’Aristolochia longa L.

Partie de la Setif Mila Jijel
plante Feuilles | Tiges | Racines | Feuilles | Tiges | Racines | Feuilles | Tiges | Racines
Extraits MeOH
Rendement | 8.15 | 6.05 | 6.55 5.2 4.4 6.4 5.75 6.6 7.8
En % Extraits aqueux
18.5 8.5 17.8 10.7 17.1 12.8 22 15.7 8.5

Annexe 3.2. Résultats des rendements des extraits méthanolique et aqueux de trois parties de

Capparis spinosa L.

Partie de la Setif Mila Jijel
plante Feuilles | Tiges | Racines | Feuilles | Tiges | Racines | Feuilles | Tiges | Racines
Extrait MeOH
Rendement | 14.35 | 5.35 10.8 12.65 | 5.75 6.75 10.6 8.3 6.96
En % Extrait aqueux
32.7 6.2 8.1 15.5 5.1 10.1 36.7 9.3 11.2
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Annexe 3.3. Teneur en polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols des extraits

méthanolique d’A. longa L.

La plante Wilaya Partie de la | polyphénols flavonoides Flavones et
d’étude plante flavonols
pg Equivalent Hg Equivalent Hg Equivalent
Acide Gallique | Quercétine / mg Quercétine
/ mg d’extrait d’extrait / mg d’extrait
Mila Feuilles 176.56+1.64 43.51+1.13 29.04+0.34
Tiges 88.73+1.53 24.22+1.23 9.77+0.12
Racines 46.33+£0.87 7.89+2.35 2.91+£1.85
Aristolochia Sétif Feuilles 155.79+0.08 36.09+0.038 31.44+2.54
Longa L. Tiges 105.60+0.01 21.86+0.025 14.04+1.67
Racines 49.97+2.43 8.549+1.00 2.71+£1.85
Jijel Feuilles 169.27+1.67 36.23+0.02 48.44+0.03
Tiges 155.7142.32 25.28+0.62 21.30+0.64
Racines 35.79+0.24 7.56%1.03 3.24+0.65

Annexe 3.4. Teneur en polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols des extraits aqueux

d’A. longa L.
La plante Wilaya Partie de la polyphénols flavonoides Flavones et
d’étude plante flavonols
ug Equivalent ug Equivalent ug Equivalent
Acide Gallique / | Quercétine/ mg | Quercétine/ mg
mg d’extrait d’extrait d’extrait
Mila Feuilles 73.86+0.12 18.74+2.43 39.04+0.01
Tiges 53.28+0.14 9.92+1.56 17.57+0.03
Racines 49.02+0.23 7.21+£1.59 9.04+0.01
Aristolochia Setif Feuilles 98.05+1.43 27.02+0.34 55.24+2.87
Longa L. Tiges 63.51+2.04 14.79+0.46 30.64+1.78
Racines 48.86x1.75 9.80+0.67 16.44+1.54
Jijel Feuilles 113.63+0.56 21.35+1.09 48.10+3.43
Tiges 98.70+0.34 16.81+1.56 45.24+2.89
Racines 50.53+1.03 17.96+1.67 32.17+3.16
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Annexe 3.5. Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides, en flavones et flavonols des

extraits MeOH de différentes parties de Capparis spinosa de trois régions d’étude. Les

valeurs représentent les moyennes + SD de 3 répétitions.

La plante Wilaya | Partie de | polyphénols flavonoides Flavones et
d’étude | la plante flavonols
Hg Equivalent | pg Equivalent ug Equivalent
Acide Gallique | Quercétine/ mg | Quercétine/ mg
/mg d’extrait d’extrait d’extrait
Mila Feuilles 207.02+3.01 84.95+1.76 64.64+0.62
Tiges 67.26+3.11 21.52+2.79 19.97+2.80
Racines 24.55+2.65 12.06+2.06 4.50+0.41
Capparis | Sétif | Feuilles | 228.34+3.44 95.39+2.50 77.77+2.75
spinosa L. Tiges 101.75+3.55 36.42+1.98 39.97+1.50
Racines 104.55+2.98 9.048+1.54 /
Jijel Feuilles 137.96+1.54 85.90+1.69 36.50+0.06
Tiges 85.17+1.31 21.89+1.14 23.10+0.025
Racines 23.85+1.57 9.67+0.89 3.30+0.034
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Annexe 3.6. Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides, en flavones et flavonols des

extraits aqueux de différentes parties de Capparis spinosa de trois régions d’étude. Les

valeurs représentent les moyennes + SD de 3 répétitions.

Laplante | Wilaya | Partie de | polyphénols flavonoides Flavones et
d’étude | la plante flavonols
Hg Equivalent | pg Equivalent ug Equivalent
Acide Gallique | Quercétine/ mg | Quercétine/ mg
/ mg d’extrait d’extrait d’extrait
Mila Feuilles 45.57+0.16 3.96+£1.76 17.50+1.15
Tiges 20.29+0.20 2.18+1.56 1.64+0.13
Racines 29.98+0.32 2.14+1.98 9.77+0.28
Capparis Setif | Feuilles 49.83+0.44 5.99+2.29 21.37+2.46
spinosa L. Tiges 29.17+0.14 4.86+0.71 10.84+2.78
Racines 39.29+0.14 7.99+1.05 /
Jijel Feuilles 35.76+0.29 8.23+6.23 28.50+1.35
Tiges 20.60+0.32 3.6215.75 4.50+1.76
Racines 25.56+0.43 2.55+4.65 2.37+0.99

Vi
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Annexe 4. Valeurs des taux d’inhibitions et des IC50/A05 des activités biologiques

d’Aristolochia longa L.

Annexe 4.1. Test de DPPH

Extraits (%) d’Inhibition du DPPH

(ng /mL) 12.5ug 25ug 50ug | 100ug 200pg 400ug 800ug Clso (pg/mL)
EMFS 8.90+4.03 15.75£1.20 31,49+0,98 62,72+0,39 86,03+0,08 85,28+1,39 80,87+0,60 79,06+0,61
EMFM 9.61+1.85 16.55+0.47 | 31,14+0,13 | 62,01+0,20 | 88,08+0,43 | 87,06£0,23 | 82,56+0,91 80,43%0,22
EMFJ 9.16+2.40 17,66+0.23 | 34,34+0,96 | 69,48+0,60 | 85,99+0,80 | 84,21+0,41 | 77,40+0,31 71,52+0,61
EMRS 1,30+0,22 6,79+0,33 12,99+0,65 17,08+0,88 39,85+0,22 50,88+0,07 71,66%0,22 388,55+1,04
EMRM 0,38+0,14 3,22+0,22 3,56+0,38 7,07+0,30 8,05+0,01 20,69+0,22 | 52,3610,14 565,68+0,87
EMRJ 1,49+0,22 2,79+0,36 3,13+0,29 7,27+0,96 32,58+0,29 | 45,67+0,22 | 62,66+0,22 528,52+1,77
EMTS 1,90+3,47 8,57+0,08 14,23+0,81 30,14+0,88 55,62+2,95 87,35%0,68 85,88+0,56 178,10£8,80
EMTM 6,09+3,13 6,96+1,65 15,42+0,99 | 29,77+1,92 | 58,93+1,17 | 87,95+0,90 | 86,20+0,63 186,63+5,42
EMTJ 7,97+2,39 12,62+0,42 | 25,13+0,32 | 49,04+1,24 | 84,59+0,48 | 87,31+0,55 | 85,05+0,44 109,20+1,25
EAFS 16,01+2,15 28,66%3,30 46,37+4,08 65,78+4,46 SAT SAT SAT 88,78+47,88
EAFM 3,40+9,67 7,90+6,18 18,44+7,02 24,53+4,34 25,55+3,57 SAT SAT >800
EAFJ 17,16+11,85 23,18+7,68 42,38+6,25 64,23+7,96 SAT SAT SAT 71,32+9,60
EARS 10,34+3,57 5,54+3,38 4,08+0,82 2,49+7,85 | 12,96+1268 | 19,28+746 SAT >800
EARM 9,06+4,76 6,08+5,11 11,62+1,64 21,35%2,24 29,38+174 41,00+527 SAT 321,68+5,46
EARJ 24,09+8,78 23,54+7,57 22,20+5,75 25,85+3,52 SAT SAT SAT >800
EATS 12,57+9,19 24,51+4,55 31,39+1,61 31,08+4,68 44,2316,40 SAT SAT 304,53+£102,86
EATM 9,06+4,76 6,08+5,11 11,62+1,64 21,35%2,24 28,38+1,74 41,0045,27 SAT 560,07+£114,80
EATJ 8,3416,25 12,42+3,13 23,15+3,73 39,7018,61 47,48+4,87 SAT SAT 205,21+31,15
BHA 76,55+0,48 79,89+0,26 | 81,73+0,10 | 84,18+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 | 90,14+0,00 6.14+0.41
BHT 49,09+0,76 72,63+2,06 | 88.73+0,89 | 94.00+0,31 | 94.97+0,08 | 95.38+0,41 | 95.02+0,23 12.99+0.41

Annexe 4.2. Test d’ABTS

Extraits (%) d’Inhibition de ’ABTS
(ug /mL) 12.5ug 25ug 50ug 100ug 200ug 400pg 800ug IC50 (pg/mL)
EMFS 27.58+0.46 50.40+1.53 75.45+1.87 89.12+1.14 90.24+1.45 SAT SAT 28.26+0.72
EMFM 22.60+0.70 41.50+2.22 68.59+0.66 91.67+0.62 91.67+0.09 91.82+0.32 SAT 33.95+0.38
EMFJ 22.34+1.99 42.77+1.99 71.29+2.97 89.99+1.71 90.29+1.67 90.90£0.58 SAT 32.74+1.57
EMRS 9.59+1.22 18.67+£0.54 29.93£1.45 48.99+2.14 71.24+1.91 79.82+20.40 92.38+0.49 102.14+4.66
EMRM 9.75+£2.72 15.08+1.77 28.87+0.44 47.31+0.78 69.96+0.42 89.35+0.64 92.38+0.39 121.48+1.05
EMRJ 8.86+1.02 14.74+2.21 29.09+1.12 52.75+1.47 72.20+0.64 90.02+0.42 92.10+0.58 93.80+2.06
EMTS 19.09+2.66 39.30+3.86 61.88+0.16 87.13+064 91.69+1.31 SAT SAT 38.10+1.03
EMTM 15.44+4.39 32.39+2.35 57.16+1.53 83.00+1.25 90.88+2.42 92.06+0.33 SAT 41.99+2.85
EMTJ 19.73+£3.78 43.22+2.48 72.82+1.32 92.60+0.48 SAT SAT SAT 32.61+0.26
EAFS -0,72+7,32 27,27+4,36 22,75%17,02 22,70 £ 0,31 98,71+ 0,39 SAT SAT 309,30+1,43
EAFM -1,51+0,97 6,04 £1,64 14,05 + 3,20 28,88 + 0,28 96.65+ 1,20 SAT SAT 238,12+1,56
EAFJ 13,27+3,39 22,31+1,62 43,62 +£ 0,09 68,18 + 0,26 89,00 2,15 SAT SAT 267,24+0,51
EARS -11.35+034 2.35+5.79 26.61+3.85 60.86+1.79 78.54+3.33 SAT SAT 46.53+11.71
EARM 11.71+0.98 25.92+1.08 37.64+0.65 73.76x1.32 88.48+0.39 SAT SAT 64.84+1.54
EARJ -14.16+2.85 -1.70+2.97 24.20£2.29 61.19+0.56 81.60£0.52 SAT SAT 100.75+2.53
EATS 11.92+1.26 23.59+1.38 43.48+1.81 69.93+1.32 87.34+0.54 SAT SAT 65.47+0.49
EATM -10.96+1.87 -1.04+£3.92 22.64+4.21 61.71+5.00 86.69+0.68 SAT SAT 98.96+5.91
EATJ 18.89+0.78 24.94+13.42 58.41+1.80 80.01+1.76 87.24+0.98 SAT SAT 40.62+1.92
BHA 92.83+1.42 94.68+0.42 94.95+0.90 95.32+0.25 95.59+0.47 95.83+0.15 95,86+0,10 1.81+0.10
BHT 69.21+0.40 78.23+1.34 88.12+1.28 88.76+3.07 90.85+1.74 90.95+0.51 96.68+0.39 1.29+0.30

Vil




Annexe 4.3. Test du blanchissement du f-carotene.

Annexes

Extraits (%) d’Inhibition de la B-caroténe/acide linoléique
(Mg /mL) 12,5 25 50 100 200 400 800 IC50 (ug/mL)
EMFS 31.53+6.04 46.29+5.91 44.63+7.01 55.45+4.14 59.20+1.43 62.61+5.01 SAT 61.68+35.62
EMFM 37.18+4.39 50.22+2.84 55.95+4.38 59.91+2.25 64.08+4.44 66.79+4.87 SAT 34.43+8.64
EMFJ) 36.17+2.21 49.58+4.70 56.48+2.34 58.00+3.16 62.14+1.61 66.72+0.86 SAT 34.22+5.44
EMRS 5.11+11.46 5.85+6.72 18.56+4.75 24.47+5.91 39.18+2.26 43.25+5.28 48.99+5.05 926.08+42.51
EMRM 2.95+3.02 11.45+5.88 21.27+6.43 30.58+4.62 39.83+3.39 49.77+1.56 62.07+2.41 451.32+42.38
EMRJ 1.25+5.19 18.80+1.46 23.77+2.07 35.98+2.95 42.51+2.32 45.74+1.68 SAT 518.46+39.64
EMTS 26.17+0.48 31.65+1.24 40.21+2.11 46.69+1.16 52.76+0.80 55.02+2.14 58.18+1.04 160.44+8.80
EMTM 21.14+3.03 29.19+1.45 31.81+11.31 45.60+0.11 SAT SAT SAT 121.58+6.16
EMTJ 23.20+2.58 32.23+1.49 41.00+2.41 4426+089 46.16+1.34 48.51+2.18 31.30+£18.72 538.49+169.29
EAFS 8.59+4.19 19.09+3.48 3174+2.25 42.44+2.31 49.94+2.43 54.61+2.31 59.20+1.84 193.26+15.98
EAFM 17.94+3.15 27.50+2.99 33.66+0.43 41.76+2.15 47.04+1.74 50.53+1.74 57.03+3.40 389.22+127.46
EAR) 14.91+0.49 22.79+2.19 31.79+9.78 33.20+2.61 SAT SAT SAT >800
EARS -515+316 -1102+362 -1329+1222 -230745.32 -25.03+7.42 -4882+421 -56.02+7.99 NA
EARM -5.56+5.37 -6.18+2.94 -9.99+4.57 -24.00+7.25 -43.36+3.34 -4861+539 -62.31+2.10 NA
EARJ -9.58+1.43 -12.98+9.64 -22.35+4.25 -31.72+5.82 -46.45+4.16 -4614+1168 -47.48+10.39 NA
EATS 31.99+3.44 27.59+4.12 38.29+2.16 48.07+1.57 53.91+1.33 61.41+3.24 62.41+0.34 129.18+29.87
EATM 17.53+3.24 23.07£3.37 33.31+2.45 44.39+3.94 5190+211 54.48+4.61 57.58+4.13 175.28+6.72
EATJ 28.73+1.41 39.20+2.37 47.34+1.88 53.13+1.67 54.06+2.25 SAT SAT 77.99+8.48
BHA 93.48+0.44 95.52+0.33 96.34+0.55 97.56+0.19 97.64+2.22 97.85+0.32 99.66+0.52 1.05+0.03
BHT 88.29+0.10 91.70+0.36 93.65+0.30 93.68+0.46 94.49+0.07 94.8810.10 95.58+0.19 0.91+0.01
Annexe 4.4. Test du Pouvoir réducteur
Extraits Absorbance du pouvoir réducteur (A05)
(g /ml) 3.125 6.25 125 25 50 100 200 Ags (Hg/mL)
EMFS 0.11+0.01 0.13+0.02 0.22+0.01 0.34+0.02 0.55+0.04 | 0.75+0.06 | 0.97+0.09 43.73+3.38
EMFM 0.10+0.00 0.14+0.03 0.22+0.02 0.36+0.02 0.60£0.01 0.75+0.12 0.88+0.18 39.52+0.54
EMRFJ 0.11+0.00 0.15+0.01 0.23+0.01 0.37£0.05 0.44+0.06 0.73+0.03 1.07+0.10 55.03+£9.59
EMRS 0.08+0.03 0.08+0.01 0.09+0.00 0.10£0.01 0.14+0.01 0.21+0.02 0.35£0.00 | 312.39+12.25
EMRM 0.10+0.03 0.07+0.00 0.09+0.02 0.13+0.03 0.14+0.02 0.19+0.00 | 0.31+0.02 | 359.45+32.36
EMRJ 0.11+0.03 0.08+0.01 0.08+0.01 0.09+0.01 0.14+0.02 0.25+0.01 | 0.28+0.00 | 440.56+57.17
EMTS 0.10+0.00 | 0.13+0.01 0.17+0.02 0.26+0.02 0.41+0.02 0.84+0.26 | 0.99+0.15 | 59.54+20.02
EMTM 0.08+0.01 0.11+0.00 0.15+0.01 0.23+0.00 0.56+0.03 0.59+0.09 0.82+0.19 42.61+2.04
EMTJ 0.11+0.00 0.16+0.01 0.23+0.01 0.35+0.01 0.56+0.04 0.91+0.03 1.23+0.05 44.04+2.04
EAFS 0.10+0.01 0.12+0.00 0.17+0.00 0.26+0.00 0.38+£0.01 0.58+0.04 1.15+0.11 81.20+6.32
EAFM 0.08+0.02 0.10+0.03 0.16+0.01 0.22+0.02 0.34+0.01 0.53+0.03 | 0.86+0.17 90.67+7.15
EAFJ 0.11+0.02 0.14+0.03 0.17+0.01 0.25+0.01 0.40+0.02 0.60+0.06 1.06+0.07 77.88+9.13
EARS 0.05+0.01 0.05+0.01 0.07+0.01 0.07+0.01 0.09+0.00 0.14+0.00 | 0.20+0.02 >200
EARM 0.05+0.00 | 0.05+0.00 0.06+0.01 0.07+0.00 0.09+0.00 0.14+0.01 | 0.17+0.02 >200
EARJ 0.05+0.00 | 0.05+0.00 0.07+0.01 0.07+0.01 0.09+0.01 014+001 0.24+0.01 >200
EATS 0.07+0.00 0.09+0.02 0.11+0.01 0.14+0.01 0.22+0.04 0.39+0.03 0.87+0.09 104.83+£12.82
EATM 0.07+0.00 | 0.09+0.01 0.10+0.00 | 0.15+0.02 0.21+0.02 0.38+0.04 | 0.56+0.06 | 170.36+21.12
EATJ 0.08+0.00 | 0.15+0.11 0.12+0.03 | 0.15+0.02 0.23+0.02 0.29+0.02 0.68+0.06 | 150.88+9.75
Ascorbic acid 0.35+0.05 0.46+0.03 0.84+0.12 0.93+0.30 1.18+0.34 1.37+0.20 1.44+0.21 6.77+1.15
a-Tocopherol 0.11+0.00 | 0.16+0.00 0.21+0.03 | 0.35+0.03 0.73+0.03 1.37+0.08 1.81+0.09 34.93+2.38

VI



Annexe 4.5. Test de CUPRAC

Annexes

Extraits Absorbance du pouvoir réducteur (A05)

(g /ml) 125 25 50 100 200 400 800 Ags (ug/mL)
EMFS 0.21+0.02 0.32+0.01 0.52+0.02 0.85+0.04 1.59+0.07 2.47+0.14 3.42+0.32 47.58+2.39
EMFM 0.19+0.00 031+001 0.51+0.01 0.91+0.01 1.53+0.05 2.63+0.06 3.56+0.08 48.14+1.06
EMFJ 0.19+0.01 0.32+0.01 0.54+0.01 0.93+£0.05 1.57+0.06 2.74+0.05 3.86+0.14 45.32+1.20
EMRS 0.12+0.02 0.12+0.00 0.15+0.02 0.22+001 0.32+0.01 0.50+0.03 0.86+0.12 390.98+22.33
EMRM 0.10+0.00 0.12+0.01 0.14+0.00 0.21+0.01 0.30+0.00 0.46x0.01 0.88+0.10 430.67+18.09
EMRJ 0.11+0.00 0.12+0.00 0.15+0.00 0.23+0.01 0.32+0.00 0.53+0.02 0.88+0.05 368.15+21.04
EMTS 0.15+0.02 0.21+0.01 0.33+0.02 0.55+0.01 1.00+0.03 1.97+0.04 2.97+0.18 88.79+2.10
EMTM 0.13+0.01 0.20+0.01 0.33+0.03 0.55+0.00 1.01+0.01 1.60+0.40 2.67+0.15 88.72+3.51
EMTJ 0.15+0.00 0.23+0.02 0.41+0.02 0.79+0.03 1.33+0.17 2.58+0.32 3.35+0.08 60.16+1.77
EAFS 0.16+0.02 0.25+0.05 0.39+0.01 0.53+0.04 1.14+0.01 1.97+0.21 2.92+1.05 88.36+7.08
EAFM 0.11+0.01 0.16+0.00 0.34+0.14 0.49+0.19 0.67+0.15 1.16x0.07 1.99+0.06 105.45+86.90

EAF] 0.13+0.00 0.22+0.02 0.34+0.00 0.67+0.02 1.10+0.09 1.73+0.02 2.75+0.04 77.10+5.46
EARS 0.13+0.03 0.16+0.02 0.19+0.02 0.30+0.01 0.48+0.00 0.87+0.08 1.32+0.05 212.03+13.67

EARM 0.10+0.01 0.15+0.01 0.19+0.01 0.32+0.02 0.46+0.01 0.89+0.02 1.72+0.08 205.37+4.74
EARJ 0.10+0.00 0.16+0.02 0.23+0.08 0.32+0.01 0.46+0.01 0.86+0.04 1.63+0.10 212.52+9.29
EATS 0.14+0.01 0.20+0.03 0.26+0.01 0.44+0.03 0.70+0.01 1.23+0.04 2.27+0.03 127.44+1.35
EATM 0.13+0.01 0.17+0.04 0.25+0.02 0.37+0.00 0.64+0.01 1.19+0.02 2.11+0.03 145.44+0.87
EATJ 0.15+0.01 0.19+0.01 0.29+0.01 0.49+0.01 0.82+0.01 1.45+0.02 2.53+0.05 107.43+0.40

BHA 1.12+0.05 1.95+0.31 3.14+0.46 3.58+0.42 3.35+0.20 3.77+0.19 3.92+0.13 5.35+0.71
BHT 1.41+0.03 2.22+0.05 2.42+0.02 2.50+0.01 2.56+0.05 2.86+0.07 3.38+0.13 8.97+£3.94
Annexe 4.6. Activité inhibitrice de I’Acétylcholinesterase.
Extraits (%) d’Inhibition de I’acétylcholinestérase
(ug /ml) 1.5625 3.125 6.25 125 25 50 100 IC50 (pg/mL)
EMFS 10.74+1.51 29.90+3.00 30.04+5.00 47.64+3.85 74.53+4.70 99.72+2.17 SAT 14.29+1.57
EMFM NA NA NA NA NA NA NA NA
EMFJ 6.58+4.49 13.5945.60 27.84+3.84 52.26+4.62 88.88+6.73 SAT SAT 12.66+1.49
EMRS -0.89+2.89 -1.85+2.53 -3.90+1.00 -7.94+3.11 4.32+1.28 6.77+2.99 19.01+26.96 >100
EMRM -29.61+18.00 -10.99+55.14 -26.53+6.82 -11.81+12.50 -17.60+8.17 -4.07+5.71 -1.67+1.70 NA
EMRJ -0.76x1.09 -0.89+5.80 -5.49+1.44 4.14+0.94 9.56+4.63 10.84+3.99 18.45+3.83 >100
EMTS -0.18+4.19 -3.97+3.75 -13.09+3.51 -17.50+1.16 -19.61+8.53 4.19+1.46 5.86+9.97 >100
EMTM 7.96+13.86 8.01+6.03 9.20+1.36 9.93+3.76 16.77£1.78 27.23+25.14 31.99+1.84 >100
EMTJ -1.54+1.92 -14.01+1.67 -15.38+4.58 -16.10+1.87 -17.36+2.93 -18.47+2.25 | -23.83+13.24 NA
EAFS -10.40+5.56 -2.06+9.23 -3.74+8.03 2.13+6.30 4.07+£5.74 5.03+7.07 18.23+46.49 >100
EAFM NA NA NA NA NA NA NA NA
EAF) -0.30+4.15 -0.84+6.69 -1.62+0.81 -2.18+6.76 -2.30+4.15 4.17+£11.77 5.32+1.23 >100
EARS -10.01+5.29 -11.43+40.65 -11.66+2.87 -12.28+1.66 -21.58+5.89 -18.95+6.16 -13.25+2.76 NA
EARM -26.41+6.70 -7.81+£39.95 -22.12+3.44 -26.97+7.20 -8.80£13.79 -8.84+11.34 -2.47+7.23 NA
EARJ -6.99+3.74 -11.41+1.71 -12.30+3.70 -13.41+3.22 -16.89+2.60 -17.19+2.51 -11.92+5.14 NA
EATS -5.92+3.44 -5.17+4.55 -17.33+1.85 0.57+2.02 4.32+7.62 5.19+3.36 27.96£35.90 >100
EATM -4.27+4.75 -5.43+1.04 -1.15+4.95 -0.39+8.20 -7.12+4.74 -7.66+3.10 -8.12+1.40 NA
EATJ -1.80+18.48 -0.33+4.98 -6.65+3.68 -1.88+3.39 -7.97+6.21 -11.63+2.38 4.34+35.76 >100
Galantamine NT 35,93 £2,28 43,77 £0.00 68,50 £ 0,31 80,69+0,41 | 8578+1,63 | 91,80+0,20 6.27£1.2




Annexe 4.7. Activité inhibitrice de Butyrylcholinesterase

Annexes

Extraits (%) d’Inhibition de la butyrylcholinestérase
(mg /ml) 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 100 IC50 (pg/mL)
EMFS -74.41+13.97 | -72.67+17.14 | -50.36+3.59 -33.06+10.40 2.56+10.05 14.94+10.99 22.11+3.71 >100
EMFM -21.89+8.20 -36.14+37.46 -11.66+0.92 2.29+1.95 35.56+2.89 47.04+1.91 79.64+4.98 51.52+2.23
EMRJ) -60.40+2.85 -83.05+72.91 -9.97+13.10 6.84+5.78 29.63+£3.26 63.96+3.48 77.49+10.82 46.23+0.80
EMRS -19.70+9.91 -16.08+32.45 40.20+3.89 52.26+4.33 60.90£1.96 67.74+3.85 78.89+1.31 6.53+£8.51
EMRM -19.71+12.84 | 25.69+17.07 70.41+7.37 70.550.77 71.18+10.59 SAT SAT 2.42+2.87
EMRJ 0.50+1.81 17.49+19.44 31.06+7.52 41.11+0.92 53.57+2.11 67.94+2.80 73.87+0.76 21.81+1.26
EMTS -11.37+6.24 -42.41+32.44 | -10.32+3.76 -2.39+16.00 16.81+3.90 36.87+3.16 50.05+7.93 100.07+19.43
EMTM -22.17+29.67 -54.69+70.12 -9.87+25.53 -8.28+13.26 8.16+7.72 38.00+14.62 66.50+4.33 58.52+19.05
EMT]J -19.10+9.34 -21.30+3.61 -1.15+13.92 1.81+3.64 16.62+4.90 36.29+5.05 66.19+2.01 69.38+3.47
EAFS -2.30+£3.78 -2.95+0.18 -2.97+7.01 -1.5149.15 3.42+4.15 8.01+7.79 13.05+6.42 >100
EAFM -1.92+6.95 -31.89+45.93 | -10.89+4.26 -16.12+1.92 -2.61+6.15 -17.79+13.18 | -38.00+12.72 NA
EAFJ 8.66+7.36 10.61+7.93 11.19+3.49 11.49+4.17 11.69+1.39 16.70+9.80 32.53+8.01 175.03+94.95
EARS 3.61+7.48 3.48+8.00 4.76+6.02 5.02+6.55 7.29+1.77 34.40+2.10 SAT 206.08+169.72
EARM 9.73+£3.85 9.85+3.40 9.98+4.02 18.00+2.33 21.84+2.22 29.41+4.85 41.76+3.50 131.22+15.96
EARJ 8.66+7.36 10.61+7.93 11.19+3.49 11.84+4.17 11.90+1.39 16.70+9.80 32.53+8.01 175.03+94.95
EATS -5.50+5.79 -6.42+3.76 -1.19+1.41 0.97+0.49 -0.32+4.11 -0.86+3.07 -13.58+13.75 NA
EATM -4.61+5.30 0.23+5.34 0.12+2.94 -3.88+6.61 -13.82+2.27 -13.33+6.91 -15.03+12.03 NA
EATJ] -2.69+11.51 -11.31+5.23 -8.51+1.35 -15.95+0.81 -16.59+4.04 -16.06+2.87 -21.77x7.21 NA
Galantamine NT 3,26+ 0,62 6,93+ 0,62 24,03+ 2,94 45,13+ 2,60 63,87+ 2,85 73,57+ 0,77 34.75+1.99

Annexe 5. Valeurs des taux d’inhibitions et des IC50/A05 des activités biologiques de

Annexe 5.1. Test de DPPH

Capparis spinosa L.

Extraits (%) d’Inhibition de DPPH
(ug /ml) 12.5ug 25ug 50 ug 100 pg 200 pug 400 pg 800 ug Clso (ng/mL)
EMFS 10,24+3,06 | 20,38+0,80 | 34,31+1,74 | 66,36+2,41 | 83,93+1,42 | 83,89+1,00 SAT 74,04+3,17
EMFM 8,1016,14 14,51+2,01 | 27,50+£3,37 | 57,63+1,61 | 82,06+1,30 SAT SAT 83,06+4,12
EMFJ 4,27+5,99 9,70+0,47 | 21,05+0,08 | 42,81+0,28 | 74,77+1,16 | 83,36+0,51 SAT 127,45+1,60
EMRS 3,87+1,48 0,97+£1,17 6,02+3,21 15,59+3,69 | 26,70+4,72 | 47,53+2,25 | 73,61+1,79 474,57+35,45
EMRM 2,87+3,49 34,7+0,48 13,18+1,56 19,84+3,09 | 31,51+3,25 | 54,04+0,79 | 76,27+3,51 364,49+13,57
EMRJ 1,0245,56 18,09+5,90 | 10,23+4,10 | 20,64+13,12 | 38,52+4,22 | 64,20+3,38 | 81,73+0,48 265,64+19,10
EMTS 5,68+4,40 4,79+1,96 12,56+0,46 | 26,11+0,71 | 58,50+1,49 | 84,83+1,41 | 84,49+1,14 150,30+7,06
EMTM 8,72+3,20 3,63+6,03 | 10,51+0,92 | 17,74+2,31 | 30,94+0,39 | 52,09+0,61 | 76,84+1,99 366,57+11,93
EMTJ 6,03+2,24 6,41+0,56 9,10+1,36 15,09+1,04 | 27,14+1,82 | 47,44+2,04 | 75,38+1,58 466,92+19,65
EAFS 5,61+256 | 11,18+1,25 | 11,89+3,43 | 23,09+2,85 | 36,12+1,85 | 58,82+3,14 | 61,37+5,41 324,85+14,69
EAFM 2,59+6,58 4,25+3,18 10,94+2,69 13,73+1,01 | 23,74+3,76 | 42,70+2,76 | 55,80+26,7 650,94+30,02
EAR] 0,02+2,85 5,73+1,88 9,28+3,90 14,85+2,05 | 30,32+3,73 | 59,35+1,16 | 73,28+0,91 318,04+29,88
EARS 1,35+1,58 2,81+1,54 9,31+0,16 19,88+0,63 | 36,94+0,41 | 59,99+0,65 | 66,75+1,49 365,58+7,86
EARM 2,08+1,04 2,68+1,44 3,27£1,75 5,56+0,86 11,51+1,27 | 31,45+4,11 | 49,40+3,01 787,92+59,00
EARJ 1,13+5,41 7,27+5,05 8,90+0,34 16,64+2,74 19,53+0,53 | 37,57+4,08 | 50,24+4,05 769,31+98,75
EATS 12,16+1,34 | 13,40+5,66 | 13,99+3,78 | 16,11+7,70 | 34,33+9,70 | 49,30+3,56 | 62,98+6,21 486,73+63,44
EATM 2,34+2,66 2,24+1,04 4,99+1,26 12,17+1,45 | 24,30+£1,89 | 42,92+1,42 | 67,53+0,47 538,59+2,95
EATJ 0,64+5,39 1,59+0,23 1,69+2,15 5,11+3,29 7,69+0,60 | 27,53+0,93 | 29,7116,16 >800
BHA 79,89+0,26 | 81,73+0,10 | 84,18+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 | 90,14+0,00 NT 6.14+0.41
BHT 72,63+2,06 | 88.73+0,89 | 94.00+0,31 | 94.97+0,08 | 95.38+0,41 | 95.02+0,23 NT 12.99+0.41




Annexe 5.2. Test I’ABTS

Annexes

Extraits (%) d’Inhibition de ’ABTS
(Hg /ml) 125 25 50 100 200 400 800 IC50 (ng/mL)
EMFS 37.63+2.01 | 67.48+1.94 | 90.30+0.56 SAT SAT SAT SAT 17.67+0.74
EMFM 33.51+2.46 | 57.83+0.61 88.59+1.37 91.48+0.32 | 92.12+0.28 92.45+0.28 SAT 20.95+0.47
EMFJ) 26.49+1.79 | 48.94+1.37 79.26+1.96 91.59+0.67 | 91.27+0.49 92.23+0.25 SAT 28.04+1.21
EMRS 7.41+1.81 13.73+£0.82 21.76+1.10 36.48+0.86 | 55.70+1.53 77.15+2.24 89.22+1.77 184.57+7.23
EMRM 6.53+2.03 11.50+1.12 | 17.88+0.39 | 28.76x3.29 | 47.51+1.44 | 65.96x1.98 | 80.67+1.48 254.62+5.03
EMRJ 7.98+0.54 11.81+2.14 | 18.24+1.09 | 28.39+1.71 | 44.72+1.66 | 62.99+5.86 | 82.33+4.80 | 278.33+26.14
EMTS 14.96+0.86 | 29.93+1.74 | 50.20+0.69 | 81.32+0.45 | 91.32+2.13 SAT SAT 52.67+1.18
EMTM 9.82+2.01 18.05+2.33 | 40.38+12.63 | 54.31+0.40 | 79.10+1.81 89.38+0.91 90.35+0.43 85.29+7.11
EMTJ 11.36+£2.06 | 19.02+1.69 31.41+0.99 51.06+1.59 | 77.61+3.37 89.78+0.26 90.58+0.30 96.65+2.86
EAFS 26.77+1.31 | 45.68+8.23 76.94+1.37 83.11+3.24 | 85.74+0.15 SAT SAT 29.24+2.21
EAFM 17.26+2.61 | 36.02+3.77 | 65.51+5.75 | 89.13+2.28 SAT SAT SAT 37.47+2.74
EAFJ 26.31+0.70 | 51.80+3.12 | 79.82+1.58 | 87.81+3.58 | 87.86+0.84 SAT SAT 24.153.17
EARS 6.35+1.19 14.48+0.59 | 27.43+0.79 | 51.06%1.00 | 84.58+1.03 | 88.68+0.34 SAT 105.042.20
EARM 3.24+1.44 6.82+3.24 13.37£1.06 22.14+1.46 | 35.19+2.19 55.45+0.68 74.20+0.98 346.34+8.75
EARJ 3.99+8.27 4.18+1.32 12.26+1.26 22.29+1.06 | 36.30+0.75 59.58+3.72 85.94+1.68 | 320.72+20.33
EATS 8.68+3.02 13.57+3.00 25.31+4.91 44.36+3.67 | 73.09+2.58 | 79.78+20.37 | 86.90+1.36 | 39.05+104.43
EATM 3.29+2.00 8.17+2.62 23.20+1.11 | 39.73%x2.46 | 77.29+1.66 | 79.50+20.12 | 88.22+1.08 125.73+3.39
EATJ 3.84+5.12 1024+3.06 16.34+3.29 | 30.86+0.23 | 46.08+1.27 | 73.29+1.15 | 90.58+0.31 232.82+4.78
BHA 92.83+1,42 | 94.68%0,42 94.95+0,90 | 95.32+0,25 | 95.59+0,47 95.83+0,15 | 95,86+0,10 1.81+0.10
BHT 69.21+0,40 | 78.23+1,34 88.12+1,28 88,76+3,07 | 90.85+1,74 90.95+0,51 96.68+0.39 1.29+0.30
Annexe 5.3. Test du Pouvoir réducteur

Extraits Absorbance du pouvoir réducteur (A05)

(ug /ml) 3.125 6.25 125 25 50 100 200 Acs (g /mL)
EMFS 0.09+0.04 0.17+0.00 0.24+0.03 0.35+0.02 0.66+0.06 1.07+0.05 1.25+0.15 36.86+2.45
EMFM 0.12+0.00 0.18+0.01 0.25+0.01 0.40+0.07 0.66+0.08 0.96+0.03 1.27+0.15 35.57+6.05
EMFJ) 0.10+0.01 0.12+0.01 0.18+0.02 0.32+0.01 0.53+0.03 0.82+0.11 1.14+0.10 48.08+5.05
EMRS 0.07+0.00 0.07£0.01 0.08+0.01 0.10+0.01 0.16+0.01 0.21+0.03 0.34+0.05 | 337.03+64.28
EMRM 0.07+0.00 0.07+.01 0.09+0.01 0.13+0.01 0.16+0.01 0.25+0.00 0.50+0.06 | 207.30+27.93
EMRJ 0.07+0.02 0.08+0.01 0.09+0.01 0.12+0.01 0.18+0.01 0.25+0.04 0.44+0.01 233.01+4.81
EMTS 0.05+0.00 0.06+0.01 0.07+0.00 0.09+0.01 0.12+0.00 0.16+0.01 0.27+0.03 >200
EMTM 0.06+0.00 0.06+0.01 0.06+0.00 0.08+0.01 0.09+0.00 0.11+0.01 0.18+0.02 >200
EMTJ 0.06+0.00 0.06+0.00 0.07+0.00 0.07+0.00 0.08+0.01 0.11+0.01 0.15+0.01 >200
EAFS 0.06+0.00 0.07+0.00 0.09+0.00 0.12+0.00 0.18+0.01 0.25+0.02 0.47+£0.05 | 220.50+27.21
EAFM 0.05+0.00 0.06+0.00 0.08+0.00 0.08+0.00 0.09+0.01 0.19+0.01 0.30+0.09 | 414.62+93.63
EAF) 0.06+0.01 0.06+0.01 0.08+0.00 0.11+0.00 0.15+0.01 0.16+0.01 0.36+0.04 | 310.69+34.90
EARS 0.06+0.00 0.07+0.00 0.09+0.00 0.12+0.00 0.18+0.01 0.25+0.02 0.47+0.05 | 220.50+27.21
EARM 0.05+0.00 0.06+0.00 0.08+0.00 0.08+0.00 0.09+0.01 0.19+0.01 0.30+£0.09 | 414.62+59.73
EARJ 0.06+0.01 0.06+0.01 0.08+0.00 0.11+0.00 0.15+0.01 0.16+0.01 0.36+£0.01 | 310.69+34.90
EATS 0.08+0.01 0.09+0.01 0.11+0.01 0.13+0.2 0.16+0.02 0.23+0.06 0.40+0.04 276.48+0.52
EATM 0.08+0.00 0.09+0.01 0.11+0.00 0.14+0.01 0.12+0.01 0.06+0.02 0.19+0.02 276.78+0.00
EATJ 0.07+0.00 0.07+0.01 0.07+0.00 0.08+0.00 0.08+0.00 0.11+0.02 0.10+0.01 276.78+0.00

Ascorbic acid 0,35+0,05 0,46+0,03 0,84+0,12 0,93+0,30 1,18+0,34 1,37+0,20 1,44+0,21 6.77+1.15
a-Tocopherol 0.11+0,00 0.16+0.00 0,21+0,03 0,35+0,03 0,73+0,03 1,37+0,08 1,81+0,09 34.93+2.38

Xl



Annexe 5.4, Test de CUPRAC

Annexes

Extraits Absorbances du CUPRAC (AQ5)
(ug /ml) 125 25 50 100 200 400 800 Ags (Mg /mL)
EMFS 0.23+0.02 0.39+0.01 0.62+0.06 1.10+0.08 1.960.17 3.11+0.26 4.06+0.11 38.29+3.84
EMFM 0.21+0.01 0.34+0.02 0.61+0.02 1.07+0.08 1.93+0.15 3.00+0.62 3.97+£0.13 39.54+1.42
EMFJ 0.19+0.01 0.27+0.01 0.53+0.01 0.85+0.04 1.54+0.10 2.39+0.06 3.48+0.14 47.92+0.88
EMRS 0.10+0.02 0.11+0.00 0.14+0.01 0.18+0.03 0.26+0.02 0.38+0.02 0.40+0.07 >800
EMRM 0.10+0.01 0.12+0.00 0.15+0.01 0.22+0.01 0.33+0.03 0.35+0.10 0.39+0.02 >800
EMRJ 0.10+0.01 0.11+0.01 0.13+0.00 0.20+0.01 0.30+0.01 0.32+0.01 0.42+0.04 >800
EMTS 0.14+0.00 0.21+0.02 0.31+0.02 0.46+0.03 0.80+0.02 1.46+0.03 2.65+0.09 108.34+2.54
EMTM 0.11+0.01 0.15+0.01 0.23+0.01 0.36+0.01 0.60+0.02 1.11+0.04 1.92+0.06 158.66+5.16
EMTJ 0.12+0.00 0.16+0.01 0.21+0.01 0.32+0.01 0.56+0.00 0.95+0.02 1.69+0.05 173.80+4.03
EAFS 0.12+0.01 0.13+0.01 0.18+0.03 0.23+0.01 0.37+0.02 0.62+0.02 1.21+0.06 300.51+13.60
EAFM 0.10+0.03 0.11+0.02 0.15+0.02 0.18+0.01 0.29+0.02 0.47+0.00 07.0+0.01 | 486.19+20.67
EAR) 0.09+0.02 0.12+0.02 0.13+0.01 0.20+0.01 0.33+0.01 0.53+0.01 0.91+0.04 366.06+9.36
EARS 0.09+0.00 0.10+0.01 0.13+0.01 0.16+0.01 0.23+0.00 0.38+0.01 0.42+0.04 >800
EARM 0.09+0.01 0.10+0.00 0.11+0.01 0.15+0.01 0.21+0.01 0.34+0.02 0.39+0.06 >800
EARJ 0.12+0.03 0.11+0.01 0.14+0.00 0.20+0.01 0.31+0.02 0.47+0.02 0.45+0.04 >800
EATS 0.11+0.03 0.12+0.01 0.15+0.02 0.21+0.01 0.33+0.01 0.55+0.01 0.96+0.03 359.55+3.72
EATM 0.09+0.01 0.12+0.00 0.15+0.00 0.24+0.01 0.39+0.01 0.68+0.03 1.28+0.06 278.81+2.17
EATJ 0.08+0.00 0.09+0.01 0.11+0.01 0.15+0.01 0.22+0.01 0.37+0.01 0.68+0.02 | 593.07+342.6
BHA 1,12+0,05 1,95+0,31 3,14+0,46 3,58+0,42 3,35+0,20 3,77+0,19 3,92+0,13 5,35+0,71
BHT 1.41+0.03 2.22+0.05 2.42+0.02 2.50+0.01 2.56+0.05 2.86+0.07 3.38+0.13 8.97+3.94
Annexe 5.5.Test de blanchiment du B-caroténe
Extraits (%) d’Inhibition de B-caroteéne/acide linoléique
(ug /ml) 12,5 25 50 100 200 400 800 IC50
EMFS NA NA NA NA NA NA NA NA
EMFM NA NA NA NA NA NA NA NA
EMFJ) NA NA NA NA NA NA NA NA
EMRS 21.3246.24 | 27.14+7.80 36.10+7.32 41.85+4.03 | 43.90+3.16 | 51.81+7.51 52.58+5.35 501.94+401.44
EMRM 5.20+5.58 | 20.68+2.81 | 32.12+3.53 | 42.38+0.18 | 48.06+1.07 | 48.98+3.60 | 56.20+2.48 399.41+98.05
EMRJ 3.3746.00 | 18.13+3.39 | 26.05+8.50 | 33.04+7.91 | 40.29+6.54 | 43.50+4.12 | 84.87+65.85 | 560.93+71.52
EMTS 3.59+10.97 | 7.60+4.97 | 13.92+19.60 | 17.71+21.32 | 35.74+4.23 | 47.98+1.92 SAT 333.02+113.16
EMTM 5.09+5.75 10.81+3.38 17.72+4.57 31.08+1.08 36.55+4.26 | 44.93+1.76 51.01+2.40 721.29+60.53
EMTJ 0.12+£1.53 5.07+3.32 5.12+1.92 13.63+3.32 | 14.72+4.42 | 43.72+2.10 | 48.53+1.03 739.23+9.64
EAFS 11.43+1.83 | 18.42+0.93 | 29.10+2.32 | 43.54+3.35 | 53.26+0.41 | 52.68+1.16 | 60.83+1.62 169.21+4.75
EAFM 10.76+1.04 | 15.93+4.09 24.85+1.70 34.50+2.90 22.77+2.28 | 34.90+£3.94 58.82+1.23 652.21+24.89
EAFJ 2.19+8.06 14.17+0.35 25.41+2.19 40.46+1.19 56.05+1.92 | 50.35+2.36 60.48+1.25 164.64+8.27
EARS 22.53+1.19 | 32.80+0.84 | 39.46+1.07 47.92+2.64 | 49.58+0.86 | 58.93+1.42 60.08+0.42 110.52+16.30
EARM 12.37£3.76 | 14.12+3.85 26.06+2.10 38.57+5.77 | 45.71+2.10 | 46.15+1.19 57.72+1.08 227.67+26.40
EARJ NA NA NA NA NA NA NA NA
EATS NA NA NA NA NA NA NA NA
EATM NA NA NA NA NA NA NA NA
EATJ] NA NA NA NA NA NA NA NA
BHA 93.48+0.44 | 95.52+0.33 | 96.34+0.55 | 97.56+0.19 | 97.64+2.22 | 97.85+0.32 | 99.66+0.52 1.05+0.03
BHT 88.29+0.10 | 91.70+0.36 | 93.65+0.30 | 93.68+0.46 | 94.49+0.07 | 94.88+0.10 | 95.58+0.19 0.91+0.01
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Annexe 5.6. Activite inhibitrice de I’Acetylcholinesterase

Annexes

Extraits (%) d’Inhibition de ’acétylcholinestérase
(ng /ml) 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 100 IC50 (pg/mL)
EMFS 2.26+1.45 11.18+25.90 -4.81+£2.94 -1.48+7.03 -6.66+0.90 -6.19+11.77 -14.33+4.64 NA
EMFM -4.68+3.20 -7.42+5.39 -10.96+14.82 -14.3649.60 -17.88+26.00 -21.58+3.87 -36.22+12.42 NA
EMF] 2.32+7.17 4.5249.77 -10.34+4.56 -7.82+6.76 -13.76%2.36 -14.7346.83 -19.86+0.33 NA
EMRS NA NA NA NA NA NA NA NA
EMRM -3.88+7.77 -6.59+7.09 -7.86x2.76 -10.10+16.05 -19.76+3.28 -79.35+17.02 -89.89+0.89 NA
EMRJ -8.88+5.65 -11.7742.55 -14.56+7.59 -14.6946.24 -30.77+17.35 -86.86+17.73 -92.61+3.01 NA
EMTS -10.48+1.36 -12.3446.52 -16.98+7.02 -18.19+13.48 -16.11+11.14 -14.11+4.03 -12.24+10.01 NA
EMTM -14.25+£3.72 -16.75+3.77 -22.52+2.02 -19.04+1.70 -20.02+7.56 -37.16+11.46 -22.94+9.47 NA
EMTJ -0.74+1.78 -9.80+35.07 -20.94+11.47 -30.81+3.99 -29.15+5.08 -28.314+8.54 -26.92+0.95 NA
EAFS 0.09+6.00 -3.35+11.08 -5.03+8.65 -5.59+6.45 -9.60+7.14 -9.92+3.85 -10.99+1.53 NA
EAFM NA NA NA NA NA NA NA NA
EAF) -1.9246.41 -4.54+1.43 -4.58+4.33 -14.96+4.43 0.85+11.83 2.20£11.40 2.2745.83 >100
EARS -3.22+4.33 -3.56+5.85 -9.15+0.82 -11.75%4.78 -12.62+16.85 -16.13+£3.53 -23.54+12.22 NA
EARM 5.47+0.82 9.14+4.33 14.41+10.84 5.67+25.35 14.09+18.30 8.07+4.29 5.28+5.66 >100
EARJ -2.97+6.49 26.01+44.39 16.69+1.71 18.27+5.06 11.28+5.06 9.60+6.11 6.01+1054 >100
EATS NA NA NA NA NA NA NA NA
EATM NA NA NA NA NA NA NA NA
EATJ NA NA NA NA NA NA NA NA
Galantamine NT 35,93 +2,28 43,77 £0.00 68,50 £ 0,31 80,69 £ 0,41 85,78 £ 1,63 91,80 £ 0,20 6.27+1.2
NT : non testé ; NA : non actif
Annexe 5.7. Activité inhibitrice de Butyrylcholinesterase
Extraits (%) d’Inhibition de la butyrylcholinestérase
(g /ml) 1.5625 3.125 6.25 125 25 50 100 IC50 (ug/mL)
EMFS -17.02+15.52 -32.34+15.84 -1.35%£1.20 -1.35+6.02 2.61+1.65 11.16+8.12 23.4945.29 >100
EMFM -17.61+3.86 -52.31+38.32 -32.39+10.62 -46.12+12.37 -46.3348.36 -40.15+4.19 -36.90+11.19 NA
EMFJ -0.40+1.45 -0.88+£12.54 -0.2446.85 -6.57+£1.53 -17.62+2.89 -33.97+13.02 -35.23+7.58 NA
EMRS -5.64+5.03 -7.95+19.67 -11.81+16.63 17.88+4.65 40.34+7.81 41.2246.50 49.20+6.24 150.77+80.56
EMRM -7.02+4.34 -19.94+7.63 -5.10£7.25 -10.37+13.54 -4.63+£3.08 19.62+5.04 23.44+6.58 143.37+65.56
EMRJ -13.40+0.48 -76.87+106.04 -11.4845.43 -10.53+1.91 -9.25+10.62 10.21+5.98 21.85+12.31 147.07+£145.38
EMTS -25.23+2.66 -54.07+33.85 -43.56+1.78 -32.96+2.59 -20.39£3.45 14.01+5.56 20.70+£12.73 >100
EMTM -22.66+8.13 -18.18+14.66 -38.38+7.38 -42.64+3.27 -44.5245.41 -20.20+8.10 -22.2245.75 NA
EMTJ -2.02+£10.37 -73.74483.35 -18.4748.15 -15.87+11.06 -27.85%3.36 -21.21+12.19 -27.13+17.15 NA
EAFS 1.28+8.53 4.33+4.40 6.27+4.54 18.93+3.65 29.03+8.30 20.59+1.01 15.4745.22 >100
EAFM -4.61+5.30 -4.36+7.46 -3.87+£7.03 -3.88+6.61 -13.82+2.27 -13.33+6.91 -15.03+12.03 NA
EAF) 0.26+5.02 1.79+7.32 4.35+3.32 11.38+8.31 16.37+4.67 15.73+13.24 16.37+6.56 >100
EARS NA NA NA NA NA NA NA NA
EARM -3.90+5.40 -4.34+6.46 -6.84+8.86 -13.4745.35 -9.0515.84 -0.81+2.04 4.64+11.20 >100
EARJ -6.71+£19.81 -7.87+16.26 -17.59+17.45 2.58+0.92 4.05+£15.93 11.99+10.21 19.50+11.98 >100
EATS 1.9246.95 -31.89+45.93 -10.89+4.26 -16.12+1.92 -2.61+6.15 -17.79+13.18 -38.00+12.72 NO
EATM -18.16+2.64 -11.4345.18 -27.64+2.16 -26.66+3.47 -29.69+2.24 -20.31+7.49 -17.77+2.89 NA
EATJ -7.62+17.23 -34.96+41.71 -14.6548.27 -2.64+16.56 -14.9444.27 -11.33+2.03 -4.79+5.26 NA
Galantamine NT 3,26+ 0,62 6,93+ 0,62 24,03+ 2,94 45,13+ 2,60 63,87+ 2,85 73,57+ 0,77 34.75+£1.99
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Annexe 6. Photos des activités biologiques.

Plaque du test de B-carotene.

Plaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (FRAP).
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Plaque de dosage de I’activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC).

Plaques de dosage de I’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase.
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Plaques de dosage de I’activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase.
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Annexe 7. Résultats de I’activité antibactérienne de deux plantes.

Annexes

Annexe 7.1. Diameétre des zones d’inhibition des extraits méthanolique

d’Aristolochia longa L. sur les souches bactériennes testés (en mm).

Wilayas Parties de Diameétre de la zone d’inhibition (mm)
la plante souches a Gram-positif souches a Gram-négatif
S. aureus | E. faecalis E.coli | K.pneumonia
Concentrations des extraits (mg/mL)
25 | 50 100 25 | 50 100 25 | 50 100 25 50 100

Mila Feuilles - - - - - 11.33+0.00 - - 9.16+0.26 - - -
Tiges - - 12.83+0.0 - - - - - - - -
Racines - - 11.88+1.00 - - - - - 10.33+£0.53 - - -
Jijel Feuilles - - 9.46+0.28 - - - - - - - - -
Tiges - - 10.33+0.00 - - - - - - - - -
Racines - - 11.33+0.57 - - - - - - - - -
Sétif Feuilles - - 10.66+0.58 - - 9.16+0.00 - - - - - -
Tiges - - | 11.66+057 | - - - - - - - - -
Racines - - 9.33+£1.00 - - - - - - - - -

(-) : pas d’inhibition

Annexe 7.2. Diamétre des zones d’inhibition des extraits aqueux d’Aristolochia longa L.

Wilayas

Partie de
la plante

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

souches a Gram-positif

souches a Gram-négatif

S. aureus

E. faecalis

E.coli |

K.pneumonia

Concentrations des extraits (mg/mL)

200

50

100 200

50

100

100

Mila

Feuilles

Tiges

Racines

- 12.33+0.00

Jijel

Feuilles

Tiges

Racines

- 14.42+0.01

Sétif

Feuilles

Tiges

Racines

(-) : pas d’inhibition.

Annexe 7.3. Diamétre des zones d’inhibition des extraits MeOH de Capparis spinosa L.

Wilayas | Partie de la Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
plante souches a Gram-positif souches a Gram-négatif
S. aureus E. faecalis E.coli K.pneumonia
Concentrations des extraits (mg/mL)
25 50 100 25 50 100 25 50 100 25 50 100

Mila Feuilles - - 7.66+0.26 - - 10+1.15 - - - - - -
Tiges - - - - - 7.32+0.08 - - - - - -
Racines - - - - - - - - - - -
Jijel Feuilles - - - - - - - - - - - -
Tiges - - - - - - - - - - - -
Racines - - - - - - - - - - -
Sétif Feuilles - - 8.66+0.00 - - - - - 10.32+0.5 - - -
Tiges - - - - - - - - - - - -
Racines - - 9.01+0.22 - - - - - 10.21+0.44 - - -

(-) : pas d’inhibitio
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Annexe 7.4. Annexe des photos de I’activité antibactérienne

Effet des extraits MeOH de feuilles, tiges et racines d’A. longa de Mila vis-a-vis E. coli.

Effet des extraits MeOH de feuilles et tiges d’A. longa de Mila vis-a-vis E. faecalis.
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Effet des extraits MeOH de feuilles, tiges et racines d’A. longa de Sétif vis-a-vis E. faecalis.

Effet des extraits MeOH de tiges, racine et feuilles d’A. longa de Jijel vis-a-vis K. pneumoniae.
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Effet des extraits MeOH de tiges, racines et feuilles d’A. longa de Jijel vis-a-vis S. aureus.
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Effet des extraits aqueux de racine, feuilles et tiges d’A. longa de Mila vis-a-vis E. coli.
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Effet des extraits aqueux de racines d’A. longa de Mila vis-a-vis K. pneumoniae.

Effet des extraits MeOH de racines, feuilles et tiges de C. spinosa L. de Sétif vis-a-vis E. coli.
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Effet des extraits MeOH de feuilles et tiges de C. spinosa L. de Mila vis-a-vis E. faecalis.

Effet des extraits MeOH de feuilles et tiges de C. spinosa L. de Sétif vis-a-vis E. faecalis.
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Effet des extraits MeOH de racines, feuilles et tiges de C. spinosa L. de Sétif vis-a-vis K. pneumoniae.
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Effet des extraits aqueux de racines, tiges et feuilles de C. spinosa L. de Sétif vis-a-vis E. coli.
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Effet des extraits aqueux de racines, tiges et feuilles de C. spinosa L. de Jijel vis-a-vis S. aureus.
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Effet des extraits aqueux de tiges et racines de C. spinosa L. de Mila vis-a-vis S. aureus.

XXVI



Annexes

Annexe 8. Matrice de corrélation entre les activités biologiques réalisées x TPC, TFC et TFF

(test de Pearson (n)).
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Annexe 9. Matrice de corrélation entre la teneur en métabolites secondaires (TPC, TFC,

TFF), données climatiques (Précipitations (P), Températures (T) et Humidité (H)) et les
caractéristiques du sol dans les 03 wilayas étudiées (test de Pearson (n)).
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Annexe 10. Triangle texturale et classes texturales (Duchefaur., 1991).

Argile
Sableuse\ Limon

\ argileux
Limon ' :

Limon
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Triangle des textures
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Annexe 11. Temps de rétention des substances phénoliques, masses des ions principaux,

masses des ions produits et énergies de collision.

Tableau 1. Temps de rétention, ion précurseur (m/z), ion produit (m/z) et énergies de

collision des composés phénoliques.

phenolic Retention Major lon Mass | Product lon Masses | Collision Energy
substance Time (min) (9/mol) (9/mol) (eV)
Tangeretin 9,088 372.60 297.10/211.10/271.10/325.10 -18.0/ -22.0/ -28.0/ -22.0
Gardenin-B 9.46 358.60 133.10/169.10/286.10/311.10 -25.0/ -29.0/ -28.0/ -20.0
Gentisic acid 2,895 153.00 108.10 21.0
chlorogenic acid 3,658 352.90 191.10/127.10 20.0/ 25.0
cafic acid 2,776 179.00 134.10/117.10/109.00 13.0/23.0/ 10.0
Routine 6,512 608.90 300.10 20.0
p-Coumaric acid 4,747 163.00 119.10/117.00 22.0/22.0
Ferulic acid 3,884 193.00 133.10/105.10 24.0/ 20.0
hesperidin 6,392 609.00 286.10/ 325.50/ 286.10/ 242.50 15.0/ 14.0/ 30.0/ 11.0
Apigenin 7-O glycoside 6,796 430,90 268.10 28.0
Quercetin 7,561 300.90 151.10/ 212.10/ 107.10 15.0/ 24.0/ 20.0
naringenin 7,441 270.90 187.10/ 119.10/ 107.10 20.0/ 21.0/ 20.0
kamempferol 7,943 284.90 239.10/ 227.10/ 211.10/ 117.10 16.0/ 23.0/ 22.0/ 20.0
protocatechuic acid 2,855 153,10 108.90/108.10 20.0/11.0
gallic acid 1,149 169.10 125.20/79.0 24.0/ 30.0
4-OH benzoic acid 4,403 137.20 93.10/65.10 17.0/24.0
4-OH benzaldehyde 5,429 121.20 65.00/92.10 24.0/17.0
Taxifolin 5,993 303,10 125.10/151.10/217.10/199.20 25.0/30.0/ 23.0/ 21.0
diosmet 8,084 299.10 63.10/ 83.00/ 151.10/ 227.10 25.0/30.0/ 29.0/ 24.0
diosmin 6,734 607.30 284.10/299.10 30.0/21.0
naringin 6,292 579.30 151.10/271.20 29.0/ 18.0
polydatin 5,851 389.30 227.20/143.20 23.0/ 28.0
Fisetin 7,078 285.10 135.10/163.10 26.0/ 16.0
galangin 8,808 269.10 119.10 22.0
Quercetin-3-glycoside 6,573 463.20 255.10/ 271.10/ 300.10/ 151.10 27.0/29.0/ 21.0/ 15.0
neohesperidin 6,453 609.30 301,20/164,10 21.0/30.0
apigenin 8,023 269.10 117.10/ 151.10 22.0/29.0
Biochanin A 8,628 282.70 132.10/ 195.10/ 211.10/ 223.50 25.0/20.0/21.0/ 22.0
salicylic acid 4,384 137.20 93.10 18.0
wogonin 8,627 283.10 163.10/ 286.10 30.0/ 28.0
Sinapic acid 4,145 223.10 163.50 15
Resveratrol 6,655 227.20 185.20/ 115.10/ 143.20 19.0/ 22.0/ 27.0
Cinnamic acid 5,469 147.10 77.00/103.30 30.0/ 20.0
vanilla acid 2,223 167.00 152.10/108.00 28.0/ 20.0
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Tableau 2. Coefficients de corrélation des courbes d'étalonnage.
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phenolic substance Correlation Coefficient
()

Tangeretin 0.993
Gardenin-B 0.998
Gentisic acid 0.999
chlorogenic acid 0.999
cafic acid 0.999
Routine 0.993
p-Coumaric acid 0.994
Ferulic acid 0.996
hesperidin 0.995
Apigenin 7-O glycoside 0.997
Quercetin 0.997
naringenin 0.996
kamempferol 0.997
protocatechuic acid 0.999
gallic acid 0.992
4-OH benzoic acid 0.990
4-OH benzaldehyde 0.990
Taxifolin 0.996
diosmet 0.992
diosmin 0.990
naringin 0.997
polydatin 0.998
Fisetin 0.998
galangin 0.998
Quercetin-3-glycoside 0.992
neohesperidin 0.994
apigenin 0.993
Biochanin A 0.990
salicylic acid 0.993
wogonin 0.991
Sinapic acid 0.990
Resveratrol 0.993
Cinnamic acid 0.994
vanilla acid 0.992

-

PR

so00000

200000

- = o +
% > = . = @

Chromatogramme de la Quercétine-3-glycoside (100 pg/kg) (a), et courbe d'étalonnage (b).
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Tableau 3. La répétabilité ; % de récupération moyenne, déviation standard, % de deviation
standard relative (%RSD) valeurs.

Fortification level, pg/kg

10 50
phenolic substance o4 average SD RSD% % SD RSD%
repurchase average
repurcha
se

Tangeretin 102.2 0.55 5.44 105.9 1.81 3.43

Gardenin-B 104.3 0.88 8.43 86.9 4.25 9.77

Gentisic acid 108.9 0.65 5.96 111.8 3.39 6.07

chlorogenic acid 103.2 0.75 7.25 89.7 3.81 8.50

cafic acid 88.0 1.52 17.24 99.9 5.80 11.60
Routine 88.7 0.84 9.43 100.0 3.07 6.15

p-Coumaric acid 101.1 0.71 7.01 97.8 1.58 3.24

Ferulic acid 88.7 0.61 6.83 93.7 6.51 13.90
hesperidin 76.2 0.61 8.02 89.2 3,52 7.89

Apigenin 7-O

glycoside 111.2 0.55 4.91 105.0 1.04 1.99

Quercetin 103.1 0.74 7.17 89.3 4.00 8.95

naringenin 104.6 0.68 6.53 114.2 1.88 3.29

kamempferol 102.7 1.16 11.30 92.7 5.52 11.92
protocatechuic acid 102.1 1.15 11.27 94.8 531 11.21
gallic acid 111.7 0.54 4.88 88.6 2.34 5.29

4-OH benzoic acid 1135 0.31 2.74 108.6 2.14 3.94
4-OH benzaldehyde 108.4 0.51 4,71 107.4 2.75 5.12

Taxifolin 106.2 0.56 5.25 110.3 3.35 6.08
diosmet 106.8 0.79 7.41 98.5 457 9.28
diosmin 76.5 0.34 4.44 85.5 411 9.62
naringin 115.3 0.32 2.74 106.2 2.73 5.14
polydatin 97.9 1.07 10.92 | 107.7 3.15 5.84
Fisetin 96.3 0.69 7.18 96.5 2.87 5.96
galangin 111.9 0.60 5.40 96.8 2.11 4.37
Quercetin-3-

glycoside 100.3 0.53 5.26 775 2.45 6.32
neohesperidin 77.6 0.54 6.96 76.5 2.55 6.66
apigenin 103.2 0.72 6.95 101.7 1.03 2.03
Biochanin A 113.4 0.39 3.47 114.6 1.03 1.79
salicylic acid 106.9 0.98 9.16 97.2 1.68 3.45
wogonin 915 0.33 3.59 92.7 1.36 2.94
Sinapic acid 94.8 1.00 10.56 88.2 4,73 10.72
Resveratrol 101.5 1.19 11.75 104.3 4.28 8.20
Cinnamic acid 75.0 0.81 10.64 85.7 2.00 4.67
vanilla acid 104.3 1.24 11.92 94,7 3.41 7.21
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Tableau 4. Moyenne calculée, écart-type, pourcentage d'écart-type relatif, valeurs LOD et

LOQ pour chaque substance phénolique.

phenolic substance Average SD %RSD LOD (ug/kg) | LOQ (ng/kg)
Tangeretin 10.22 0.56 5.44 1.67 5.56
Gardenin-B 10.43 0.88 8.43 2.64 8.79
Gentisic acid 11.09 0.36 3.25 1.08 3.60
chlorogenic acid 10.42 0.61 5.86 1.83 6.11
cafic acid 10.50 0.27 2.61 0.82 2.74
Routine 8.87 0.84 9.43 2.51 8.36
p-Coumaric acid 10.28 0.90 8.76 2.70 9.00
Ferulic acid 8.96 0.47 5.29 1.42 4.74
hesperidin 7.49 0.65 8.73 1.96 6.54
Apigenin 7-0 glycoside 11.12 0.55 4,91 1.64 5.46
Quercetin 10.51 0.26 2.46 0.77 2.58
naringenin 10.46 0.68 6.53 2.05 6.83
kamempferol 10.27 1.16 11.30 3.48 11.60
protocatechuic acid 10.21 0.58 5.65 1.73 5.77
gallic acid 11.27 0.56 4.98 1.68 5.61
4-OH benzoic acid 11.35 0.31 2.74 0.93 3.11
4-OH benzaldehyde 10.84 0.51 4,71 1.53 5.10
Taxifolin 10.62 0.56 5.25 1.67 5.58
diosmet 10.68 0.79 7.41 2.37 7.92
diosmin 6.69 0.64 9.63 1.93 6.45
naringin 11.53 0.32 2.74 0.95 3.16
polydatin 9.79 1.07 10.92 3.21 10.69
Fisetin 9.35 1.19 12.75 3,58 11.93
galangin 11.19 0.60 5.40 1.81 6.04
Quercetin-3-glycoside 10.03 0.53 5.26 1.58 5.27
neohesperidin 7.76 0.54 6.96 1.62 5.41
apigenin 10.37 0.69 6.69 2.08 6.94
Biochanin A 11.34 0.39 3.47 1.18 3.93
salicylic acid 11.10 0.59 5.29 1.76 5.87
wogonin 9.15 0.33 3.59 0.98 3.28
Sinapic acid 9.48 1.00 10.56 3.00 10.01
Resveratrol 10.15 1.19 11.75 3,58 11.92
Cinnamic acid 9.22 1.38 15.01 4.15 13.83
vanilla acid 10.63 0.84 7.87 251 8.36
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Tableau 5. La reproductibilité ; % de récupération moyenne, déviation standard, % de
déviation standard relative (%RSD) valeurs.

Fortification level, pg/kg
phenolic substance 10 50
% average SD RSD% % average SD RSD%
repurchase repurchase

Tangeretin 98.95 0.55 5.59 103.02 0.96 1.86
Gardenin-B 99.12 1.48 14.89 85.62 3.96 9.24
Gentisic acid 104.76 0.88 8.39 107.37 3.49 6.50
chlorogenic acid 105.15 0.75 7.16 90.87 3.80 8.37
cafic acid 83.59 4.66 55.76 98.74 4.48 9.08
Routine 95.73 0.85 8.88 96.59 2.40 4.97
p-Coumaric acid 97.65 0.58 5.94 98.49 1.13 2.29
Ferulic acid 86.70 1.24 14.28 92.76 5.63 12.14
hesperidin 82.14 1.00 12.19 91.66 2.97 6.48
Apigenin 7-O glycoside 106.10 0.55 5.19 105.64 0.50 0.94
Quercetin 106.58 1.20 11.25 85.93 2.49 5.79
naringenin 102.32 0.59 5.76 115.19 2.19 3.80
kamempferol 93.99 1.74 18.56 94.46 2.87 6.08
protocatechuic acid 107.93 0.99 9.14 103.03 3.02 5.87
gallic acid 107.74 0.55 5.15 85.69 1.63 3.80
4-OH benzoic acid 112.35 0.41 3.61 106.99 1.34 2.50
4-OH benzaldehyde 109.20 0.75 6.84 104.36 2.76 5.29
Taxifolin 110.16 0.82 7.46 107.68 3.82 7.09
diosmet 102.05 1.00 9.78 102.99 5.81 11.28
diosmin 75.43 3,54 46.88 85.86 1.48 3.44
naringin 113.37 0.35 311 109.84 1.95 3,55
polydatin 100.07 0.59 5.92 111.17 1.86 3.35
Fisetin 97.19 0.75 7.71 89.65 117 2.62
galangin 110.61 0.52 4.71 99.16 1.82 3.68
Quercetin-3-glycoside 98.54 0.70 7.07 74.53 1.54 4.13
neohesperidin 79.10 0.43 5.46 74.43 112 3.02
apigenin 102.60 4.42 43.12 101.36 0.67 1.32
Biochanin A 116.13 0.37 3.18 115.58 0.94 1.63
salicylic acid 106.32 0.59 5.56 98.37 0.54 1.10
wogonin 92.02 0.35 3.82 93.20 0.74 1.59
Sinapic acid 95.37 1.15 12.01 78.91 3,54 8.98
Resveratrol 104.04 111 10.68 107.14 6.05 11.30
Cinnamic acid 75.09 0.22 2.86 76.90 0.77 1.99
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Tableau 6. Temps de rétention et rapports m/z des molécules.

Annexes

1] nt m/z ref ions calibrasyon noktalar: ion mode
2 Tangeretin 9.088 372,6000>297,1000 372,5000>211,1000-372,5000>271,1000-372,6000>325,1000- [} 10 25 50 75 100 150 300 2:MRM(+)
3 Gardenin-8- 9.46 358,6000>133,1000 358,7000>169,1000-358,6000>286,1000-358,6000>311,1000- 0 10 25 50 75 100 150 300 3:MRM(+)
4 gentisik asit 2.895 153,0000>108,1000 TIC\r\n0.00\r\n0\r\n0\r\n200 o 10 25 50 75 100 150 300 9:MRM(-)
5 klorjenik asit 3.658 352,9000>191,1000 352,9000>127,1000\r\n0,00\r\n0\r\n0\r\n0 0 10 25 50 75 100 150 300 11:MRM(-)
6 epikatesin 4.583 289,0000>159,1000 289,0000>123,1000-288,9000>109,1000\r\n0,00-0,00\r\n0-0\ [ 10 25 50 75 100 150 300 19:MRM(-)
7 Kafeik asit 2.776 179,0000>134,1000 179,0000>117,1000-179,0000>109,0000\r\n0,00-0,00\r\n0-0\ 0 10 25 50 75 100 150 300 6:MRM(-)
8 |rutin 6.512 608,9000>300,0000 TIC\r\n0.00\r\n0\r\nO\r\n200 [} 10 25 50 75 100 150 300 30:MRM(-)
9 _p—kumarik asit 4.747 163,0000>119,1000 163,0000>117,0000\r\n0,00\r\nO\r\n0\r\nO 0 10 25 S0 75 100 150 300 21:MRM(-)
10 |Ferulik asit 3.884 193,0000>133,1000 193,0000>105,1000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\n0 o 10 25 50 75 100 150 300 12:MRM(-)
11 Hesperidin 6.392 609,0000>286,1000 609,0000>301,5000-609,0000>325,5000-609,0000>242,5000\ [ 10 25 50 75 100 150 300 27:MRM(-)
12 Apigenin-7-O-glikozit 6.796 430,9000>268,1000 TIC\r\n0.00\r\n0\r\nO\r\n200 o 10 25 50 75 100 150 300 34:MRM(-)
13 |Naringenin 7.441 270,9000>119,1000 270,9000>187,1000-270,9000>107,1000\r\n0,00-0,00\r\n0-0' 1} 10 25 50 75 100 150 300 36:MRM(-)
14 'kamempferol 7.943 284,9000>117,1000 284,9000>227,1000-284,8000>211,1000-284,9000>239,1000 o 10 25 50 75 100 150 300 38:MRM(-)
15  Protokatesuik acid 2.855 153,1000>108,9000 153,1000>108,9000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO o 10 25 s0 75 100 150 300 7:MRM(-)
16 |gallicacid 1.149 169,1000>125,2000 169,1000>79,0000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO o 10 25 S0 75 100 150 300 4:MRM(-)
17 |4-OH benzoikacid 4.403 137,2000>93,0000 137,2000>65,1000\r\n0,00\r\nO\r\nO\r\nO 0 10 25 50 75 100 150 300 16:MRM(-)
18 |4-OH benzaldehit 5.429 121,2000>92,0000 121,2000>65,0000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\n0 0 10 25 S0 75 100 150 300 22:MRM(-)
19 [taxifolin 5.993 303,1000>125,1000 303,1000>151,1000-303,1000>217,1000-303,1000>199,2000- o 10 25 50 75 100 150 300 25:MRM(-)
20 | diosmetin 8.084 299,1000>227,1000 299,1000>83,0000-299,1000>151,1000-299,1000>63,1000-29 0 10 25 50 75 100 150 300 41:MRM(-)
21 |diosmin 6.734 607,3000>284,0000 607,3000>299,1000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO 0 10 25 50 75 100 150 300 33:MRM(-)
22 |naringin 6.292 579,3000>151,1000 579,3000>271,2000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO 0 10 25 50 75 100 150 300 26:MRM(-)
23 | polydatin 5.851 389,3000>227,2000 389,3000>143,2000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO [ 10 25 50 75 100 150 300 24:MRM(-)
24 (fisetin 7.078 285,1000>135,1000 285,1000>163,1000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO 0 10 25 50 75 100 150 300 35:MRM(-)
25 galangin 8.808 269,1000>119,1000 TIC\r\n0.00\r\n0\r\nO\r\n200 o 10 25 S0 75 100 150 300 45:MRM(-)
26 quercetin-3-glikozit 6.573 463,2000>300,1000 463,2000>271,1000-463,2000>255,1000-463,2000>151,1000- o 10 25 S0 75 100 150 300 31:MRM(-)
27 |neohesperidin 6.453 609,3000>301,2000 609,3000>164,1000\r\n0,00\r\n0\r\n0\r\n0 o 10 25 50 75 100 150 300 29:MRM(-)
28 apigenin 8.023 269,1000>117,1000 269,1000>151,1000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO o 10 25 50 75 100 150 300 39:MRM(-)
29 | syringic acid 2.855 197,1000>121,1000 TIC\r\n0.00\r\nO\r\n0\r\n200 o 10 25 50 75 100 150 300 8:MRM(-)
30 |biochanin A 8.628 282,7000>211,1000 282,7000>195,1000-282,7000>132,1000-282,7000>223,5000 [ 10 25 50 75 100 150 300 43:MRM(-)
31 |salisilik acid 4.384 137,2000>93,0000 TIC\r\n0.00\r\nO\r\nO\r\n200 ) 10 25 50 75 100 150 300 15:MRM(-)
32 |wogonin 8.627 283,1000>163,1000 283,1000>268,1000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO o 10 25 50 75 100 150 300 42:MRM(-)
33 |sinapic acid 4.145 223,1000>163,5000 TIC\r\n0.00\r\n0\r\nO\r\n200 o 10 25 50 75 100 150 300 13:MRM(-)
34 |Resveratrol 6.655 227,2000>185,2000 226,8000>115,1000-226,8000>143,2000\r\n0,00-0,00\r\n0-0\ 0 10 25 50 75 100 150 300 32:MRM(-)
35 |Sinamicacid 5.469 147,1000>103,3000 147,1000>77,0000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\n0 0 10 25 50 75 100 150 300 23:MRM(-)
36 vanilik asit 2.223 167,0000>152,0000 167,0000>108,0000\r\n0,00\r\n0\r\nO\r\nO 0 10 25 50 75 100 150 300 5:MRM(-)
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