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Résume

L'objectif de ce travail est de valoriser des plantes spontanées a caractere médicinal du
Sahara Algérien. Une étude phytochimique et biologique d'une plante endémique de la wilaya
de Tamanrasset a été effectuée. L'extraction de la partie aérienne du Deverrascoparia coss. &
Dur. a été faite avec 1’eau,qui a donné un rendement de 1’ordre de 15,32+ 0,05%. Le test
phytochimique a montré que I’extrait aqueux est riche en flavonoides et tannins. L’activité
antibactérienne a été étudiée vis-a-vis de quatre souches bactériennes : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilisqui se sont toutes
révelées sensibles a I’extrait aqueux étudié a ’exception de Pseudomonas aeruginosaqui s’est
montrée résistante. Les résultats de D’activité antioxydante mesurée en utilisant le test de
piégeage du radical diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) montrent que I’extrait aqueux testé a une

activité antioxydante modéree, comparée a I’antioxydant de référence Vit C.

Mots clés :Deverrascoparia Coss. & Dur., extrait aqueux, activité antibactérienne, activité

antioxydante.



Abstract

The objective of this work is to enhance spontaneous medicinal plants from the
Algerian Sahara. A phytochemical and biological studies of a plant endemic to the wilaya of
Tamanrasset was carried out. The extraction of the aerial part of Deverrascoparia Coss.
&Dur. was done with water, which gave a yield around 15.32 + 0.05%. The phytochemical
test showed that the aqueous extract is rich in flavonoids and tannins. The antibacterial
activity was studied against four bacterial strains: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis which were all found sensitive to the aqueous
extract studied with the exception of Pseudomonas aeruginosa which has been shown to be
resistant. The results of the antioxidant activity measured using the diphenylpicrylhydrazyl
radical scavenging test (DPPH) show that the aqueous extract tested has a strong antioxidant
activity, compared to the reference antioxidant Vit C.

Keywords :DeverrascopariaCoss. &Dur., agueous extract, antimicrobial activity, antioxidant

activity.
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Introduction

A travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les plantes
possedent d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leur utilisation pour le traitement de
plusieurs maladies chez les étres vivants et en particulier ’homme est trés ancienne et a

toujours été faite de facons empirique (SVOBODA, 2000).

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations dans toutes les régions du monde. L histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupeé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et
dans les préparations culinaires(JANSSEN et al., 1987 ; BOUZOUITA et al., 2005). Les
plantes médicinales sont utilisées depuis au moins 7 000 ans, elles représentent la base de la
phytothérapie (TARDIVON & CHADOULLI, 2012). Elles sont utilisées pour soulager et
guérir les maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence
de centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés : les métabolites
secondaires (JANSSEN et al., 1987).

Les plantes produisent plus de 200 000 métabolites secondaires regroupés en trois
grandes classes : les alcaloides, les molécules phénoliques et les terpénoides(WINK, 2003 ;
AHARONI & GALILI, 2011).En effet, elles constituent un réservoir inépuisable de remeédes
populaire des plus efficaces et une source naturelle de meédicaments les plus usités
actuellement (BELOUD, 1998).L utilisation de ces substances naturelles dans de nombreux
produits de consommation connait une augmentation croissante en raison de la demande pour
des produits naturels, d’autant plus lorsqu’ils possédent des propriétés antioxydante et

antimicrobienne (L1 et al., 2014 ; SPARG et al., 2004).

Deverrascoparia Coss. & Dur., est une plante médicinale appartenant a la famille des
Apiaceae. C’est une plante endémique de I’Afrique du Nord (ATTIA et al., 2011;
CHERMAT &GHARZOULLI, 2015). Les parties aériennes de Deverrascoparia ont des
propriétés pharmacologiques tres importantes (ATTIA et al., 2011 ; ADIDA et al., 2014).

Dans ce contexte, notre travail est consacré a I’étude phytochimique et a 1'évaluation du
potentiel antioxydant et antimicrobien de l'extrait aqueux de Deverrascoparia poussant a

I’état spontané dans la région de Tamanrasset.



Le présent travail est structuré en trois parties :

- Dans la premiere partie, nous aborderons une synthese bibliographique sur les plantes

medicinales, description de la plante utilisée et les métabolites secondaires.

- Dans la deuxieme partie expérimentale, nous exposerons le matériel et les méthodes adoptés

dans ce travail.

- Enfin, la troisiéme partie est consacrée aux résultats obtenus et discussions suivis des

perspectives pour la valorisation de ce travail et une conclusion générale.



CHAPITRE |
Rappels bibliographique.

I.1. Famille des Apiaceae :

La famille des Apiaceaes, comprennent environ 3000 espéces réparties en 469 genres
se distribués dans toutes les régions tempérées mais surtout dans 1’hémisphere Nord. En
Algérie 55 genres regroupant 117 espéces, dont 24 endémiques, sont répertoriés (QUEZEL
& SANTA, 1963). Les Apiaceae sahariennes sont bien différentes les unes des autres et leur
détermination n’offre pas de grandes difficultés sauf la distinction entre les especes du genre
Pituranthos. Pour toute identification il est trés important de cueillir des échantillons portant
des fruits mirs (OZENDA, 1983).

Le genre Deverra est représenté par plus de 20 especes, dont certaines sont spécifiques
a I'Afriqgue du nord et sont souvent rencontrées dans les zones arides ou désertiques
(QUEZEL & SANTA, 1963 ; NEGER, 2009). En Algérie, il existe les especes suivantes :
DeverrascopariaCoss. & Dur. OuPituranthosscoparius Benth. &Hook;
DeverrachloranthaCoss. & Dur. ouPituranthoschloranthusBenth. &Hook;
Pituranthosbattandieri Maire (OZENDA, 1977 ; SMAILI et al., 2011 ; LOGRADA et al.,
2013 ; MOSBAH, 2013).

1.2. DeverrascopariaCoss. & Dur :
1.2.1.0rigine et étymologie :
Deverra : vient du mot latin Deverro : déesse de 1’accouchement (IUCN, 2005).

scoparia : du latin scopa : brosse, balai, le terme scoparia s’applique a I’aspect des

rameaux, sec et nus durant la majeur partie de I’année(BENISTON, 1984).



1.2.2. Systématique :
D’aprés (QUEZEL& SANTA ,1963), Deverrascoparia Coss. & Dur. est classé comme

suit:
Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales
Famille Apiacées
Genre Deverra
Espece Deverrascoparia Coss. & Dur.
Nom botanique Deverrascoparia Coss. & Dur.

1.2.3. Synonymes botaniques :
PituranthosscopariusBenth. 1 Hook. (OZENDA, 1983).
1.2.4. Nom vernaculaire :

- Francais : Fenouil sauvage.
- Arabe : Guezzah, Ghezzaha.

- Tamahaq : Tattayet. (OZENDA, 1983).

1.2.5. Description botanique :

Deverrascoparia Coss. & Dur. est une plante vivace, aromatique (proche de I’odeur de
fenouil) de plusieurs tiges vertes jaunatre droites atteignant 80 cm, mais avec une taille
moyenne de 50 centimetres (Figure 1.1). Les feuilles basiques sont minuscules et chutent
rapidement. Les tiges aphylles, robustes jaune-verdatre. Les petites fleurs ont 5 pétales
verdatres libres et sont groupées en ombelles avec de longs pédoncules aux extrémités des
tiges. Le fruit est un petit diakene ovoide et complétement couvert de petits poils brunatres. Il
fleurit en premier ressort, entre mars et avril (QUEZEL & SANTA, 1963 ; IUCN, 2005 ;
DAHIA, 2009 ; TOUIL, 2009 ; FERHIet al., 2014).



Figure 1.1 : Deverrascoparia Coss. & Dur. (IUCN, 2005).

1.2.6.Distribution géographique:

Cette Apiaceae est endémique au nord-africain, commune dans la partie nord du Sahara
est réputée rare plus au sud. On l'observe pourtant trés fréquemment sur le plateau du Tassili
des Ajjers et dans le Hoggar, surtout dans les lis d'oueds caillouteux (LEHOUEROU, 1995 ;
SAHKI & SAHKI, 2004 ; BENCHELAHet al., 2011).

1.2.7. Propriétés et utilisations :

Plante a odeur de fenouil trés agréable. On tresse des claies avec ses tiges pour y
égoutter le fromage, elle parfume également le beurre de chéevre. Les animaux la broutent
mais ne semblent pas I'apprécier particulierement. Cette plante est bonne pour les douleurs de
dos. On fait cuire la viande avec quelques branches de la plante, puis on boit le jus. Les tiges
séches entrent dans la préparation de poudres contre les morsures de reptiles. Lorsqu’elle est
prise en infusion, elle facilite la digestion (SAHKI & SAHKI, 2004 ; BENCHELAH et al.,
2011).

En médecine traditionnelle les tiges et les feuilles de Deverrascoparia sont utilisés
pour le traitement de la rougeole, I'asthme, I’ictére, les troubles digestifs et les soins post-
partum : spasmes et douleurs. Le décocté et I'infusion des feuilles et les fleurs sont utilisés
dans le traitement d’hépatite, diabete, I’indigestion, maux d’estomac et bas ventre, ainsi que

pour les infections urinaires. Certains recommandent l'application locale de la poudre des



feuilles en cataplasme, pour soulager les douleurs rhumatismales (DIDI & ZABEIROU,
2003 ; HAMMICHE & MAIZA, 2006 ; BOUDJELAL et al., 2013).

Deverrascoparia est une plante toxique évitée par les moutons pendant la floraison et

dont la toxicité a éte liée a la présence présumée d'alcaloides (HABA et al., 2004).

1.3. Les polyphénols :
1.3.1. Définition :

Les polyphénols ou les composés phénoliques sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués, possédant plusieurs groupements phénoliques,
avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 9000 structures connues différentes

(BAHORUN, 1997).

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels,
sont divises en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des
polyphénols ; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ; les acides
phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres

considérables (DACOSTA, 2003).

1.3.2. Réle dans la plante :

Les polyphénols participent a la défense des plantes contre les agressions
environnementales (GEE &JOHNSON, 2001).Ces molécules jouent un rble majeur au
niveau de la croissance des végetaux et dans la lutte contre des agents pathogenes et des
infections. La couleur des fruits, des fleurs et des feuilles est une des caractéristiques d’une

sous-classe des flavonoides (EL GHARRAS, 2009).

1.3.3. Biosynthese :

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales : la voie du shikimate
et la voie du phénylpropanoide(HARBONE, 1989).

» Voie du shikimate ou de I’acide shikimique :

Cette voie est a l'origine de la formation de la phénylalanine et de la tyrosine, la
désamination de ces acides aminés conduit a la formation d’acides cinnamiques et a leurs
dérivés. Cette voie est a ’origine du cycle benzénique latéral B des flavonoides via I’acide

cinnamique. Elle représente le principal mode d’accumulation des phénols dans les plantes

6



(Ribereau-Gayon, 1968). L’enzyme clé dans la synthése des phényl-propanoides est la
PhenylalanineAmmonia-Lyase (PAL), qui convertit la L-phenylalanine en cinnamate par
¢limination d’un ammoniac (ANDERSEN et MARKHAM, 2006).

» Voie de phénylpropanoide :

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en
plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides,
acide salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymere

le plus important aprés la cellulose.

1.3.4. Classification :
La classification des composés phénoliques a été proposée par (HARBORNE,1980).
On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombred’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales

classes sont largement répandues (MACHEIX et al., 2006).

I.4. Les acides phénoliques :

Les acides phénols sont definis par I'existence d'un seul noyau benzénique portant un ou
plusieurs groupements hydroxyles, ils sont généralement a I'état combiné (sous forme de
liaison ester ou osidique) chez les végétaux (SARNI-MANCHADO & CHEYNIER, 2006).

Ils ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols, Ils sont incolores et plut6t rares
dans la nature (HASLAM, 1994). lIs se divisent en deux classes: les dérivés de l'acide
benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés de l'acide cinnamique (les
acideshydroxbenzoiques) (PANDEY & RI1ZVI, 2009).

lIs sont les principaux polyphénols alimentaires (WATSON et al., 2013), ils sont
présents dans tous les fruits et les légumes et représentent environ un tiers de la teneur totale
de l'alimentation en polyphénols (SHARMA et al., 2015).

Les acides phénoliques existent sous deux formes : dérivés de I’acide benzoique et

dérivés de I’acide cinnamique (WATSON et al., 2013).

» Acides hydrox benzoiques :

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une formule

de base de type (C6-C1) (MACHEIX et al., 2005).



Les variations dans les structures de I’acide hydroxybenzoique individuel se trouvent
dans I'nydroxylation et la méthylation du cycle aromatique (SHANKAR et al., 2012).

Sept acides benzoiques sont connus: acide p-hydroxybenzoique, acide protocatéchique,
vanillique, gallique, syringique, salicylique et gentisique(COLLIN & CROUZET, 2011).

Tableau 1.1 Les groupes d’acides phénols dérivés de ’acide hydroxy benzoique (MANACH
et al., 2004).

Structure R1 R2 R3 R4 R5 Dénomination
s K H H H H H Acide Cinnamique
\ H H OH H H Acide P-coumarique
RE, / CO0H [H OH OH H H Acide Caféique
— H OCH3 | OH H H Acide Férulique
K4 K H OH OH OH H ACIDE SINAPIQUE

» Acides hydroxycinnamiques :

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante des
polyphénols, dont la structure de base (C6-C3) dérive de celle de I’acide cinnamique. Les
molécules de base de la serichydroxycinnamique : L’acide p-coumarique, caféique, ferulique,
et ’acide sinapique (MACHEIX et al, 2005).

Tableau 1.2 : Les groupes d’acides phénols dérivés de I’acide hydroxy cinnamique

(GOODWIN et MERCER, 1990).

Structure R1 R2 R3 R4 R5 Dénomination
ks K H H H H H Acide Cinnamique
H H OH H H Acide P-coumarique
AN
K, {|:H H OH OH H H Acide Caféique
—/ CO0H OCH3 |[OH |H H Acide Férulique
Rs Ks H OCH3 | OH OCH3 |H ACIDE SINAPIQUE




1.5. Les flavonoides :

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec plus de 9000
composeés différents (HERNANDEZ, 2009) et distribués de maniere générale, dans toutes les
plantes vasculaires. Leur squelette chimique commun possede 15 atomes de carbones,
constitué de deux noyaux benzéniques A et B reliés par un cycle pyranique central C (figure
1.2).

Ils différent les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B,
et la nature de C. Les flavonoides sont répartis en différentes catégories dont les plus
importantes sont les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones, les flavanones, et
les anthocyanes (BRUNETON, 2009).

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les trouve dissous
dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes
particuliers, les chromoplastes. Dans les aliments, ils sont souvent présents sous forme
d’hétérosides (GUIGNARD, 1996 ; MOKHTAR, 2015).

Figure 1.2 Structure générale d’un flavonoide (RIBEREAU-GAYON, 1968).

1.6. Propriétés thérapeutiques :

Les polyphénols sont des antioxydants qui ont plusieurs propriétés biologiques : anti-
diabétique, anticancéreuse, anti-inflammatoire, cardioprotectrice, antivirales antiasthmatique,
antiseptique, hépato-protecteur, antifongique, antibactériennes, antivirales (KUMAR &
PANDEY, 2013).



Ils sont capables d’activer les mécanismes naturels de la défense anticancéreuse. Les
premiers stades de la phase d’initiation cancéreus epeuvent étre bloqués par la capacité des

tissus cibles a intercepter et a métaboliser les agents mutagénes (AMES et al., 1995).

Les flavonoides peuvent agir sur le systéme vasculaire en limitant ’agrégation des plaquettes,
et présenteraient des propriétés antitumorale par induction de 1’apoptose et inhibition de la
prolifération des lymphocytes T (HARBORNE&WILLIAMS,2000;ARON & KENNEDY,
2008).

La propriété antioxydante des flavonoides par leur capacité a piéger les radicaux libres,
suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer et ils ont aussi un
role préventif contre la cardiotoxicité, leur inhibition de la peroxydation lipidique et leur
capacité a prévenir différentes atteintes hématologiques (SADZUKA et al., 1997;CHEN et
al., 2008).

Notons que les flavonoides sont utilises comme colorants dans les industries
agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. En phytothérapie, les propriétés

vasculoprotectrices, sont attribuées aux flavonoides (HENNEBELLE et al., 2004).
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CHAPITRE 11

Matériel et méthodes.

I1.1. Localisation géographique de la région :

Tamanrasset, une vaste terre aride, au milieu du Sahara algérien, elle est la capitale du
Hoggar, elle reste la destination préférée du tourisme européen et surtout allemand. Sa
superficie est de 619360 km?. La ville de Tamanrasset est un axe incontournable des nomades
et des touaregs qui arpentent les dunes, les regs du Sahara, du Mali au Niger passant par le
Tchad et la Libye (ANDI, 2013).

1
'

i Ghardaia Ouargla

Ilizi

Adrar

Mali

Niger

Figure 2.1 : Localisation géographique de la zone d’étude wilaya de Tamanrasset.

(ANDI, 2013).
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11.2. Matériel utilisé :
11.2.1. Matériel biologique :

% Matériel végétal :
Notre étude a été réalisée sur les tiges de Deverrascoparia Coss. & Dur. (Figure 2.2).La

récolte s’est effectuée au mois de Mars 2020 dans la région de Tamanrasset.

Les tiges ont été séchées dans un endroit sec, a température ambiante pendant une semaine
pour éviter le développement des micro-organismes et a I’abri de la lumiére afin de garder

I’aspect biochimique des molécules.

Aprés la détermination du taux d’humidité, les tiges ont été broyées, a 1’aide d’un broyeur de
type Medicalex. Une poudre fine est obtenue et conservée soigneusement dans des bocaux
bruns et hermétiquement fermés. Les échantillons sont placés dans un endroit sec jusqu’a

analyses.

En se référant a (QUEZEL & SANTA,1963)I’identification botanique de la plante a été faite
par les botanistes de I’Institut National de Recherche Forestiére - INRF- Station de recherche

pour la protection des zones arides, Tamanrasset (Algérie).

Figure 2.2 : Vue générale de touffe DeverrascopariaCoss. & Dur. de Tamanrasset.

12



% Micro- organismes :
L’activité antibactérienne a été réalisée sur quatre micro-organismes réferenciés par la norme

internationale pharmacopée européenne.

Tableau 2.1 : Souches bactériennes testées.

Type des souches Especes Références
Escherichia coli ATCC 10536
Bactéries Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 6538P
Bactéries Gram positif
Bacillus subtilis ATCC 66333

11.2.2. Matériel non biologique :
La verrerie, I’appareillage et les réactifs utilisés sont mentionnés dans 1’ Appendice A.

11.3. Méthodes d’étude :
11.3.1. Taux d’humidité :

Le taux d’humidité consiste a une perte de poids par dessiccation(LAZOUNI et al.,
2007). 1l est déterminé selon la méthode de( DJABALI & BARKAT,2012) :

Pour cela, 5 g de feuilles séchées de I’échantillon étudié est pesée dans des capsules puis
placée a I’étuve de type Binder a 105 £ 5°C pendant 24 heures. A la sortie de 1’étuve, les
capsules sont refroidies dans un dessiccateur et pesées chaque 3 heures. L’opération est
répétée plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un poids constant. La différence de poids observée

représente le taux d’humidité. Il est calculé par la formule suivante :

(P —=P)

H
P;

x 100

H : Taux d’humidité en %.
Pi : Masse de I’échantillon avant séchage en étuve (g).

P : Masse de I’échantillon apres séchage en étuve (g).
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11.3.2. Préparation de I’extrait aqueux :

L’extrait aqueux (EAq) est préparé en suivant la méthode décrite par (MBIANTCHA et ses
collaborateurs .,2011), avec quelques modifications. La macération est faite avec 100g de la
poudre des tiges dans 1L de I’eau distillée ticde pendant 3jours. Une filtration sur coton
hydrophile, puis sur papier Wattman N°3 a été effectuée. Pour I’évaporation de I’eau distillée,
le filtrat est placé dans I’étuve a 45°C jusqu’a I’obtention d’un extrait, conservé par la suite a -

4°C jusqu’a son utilisation.
11.3.3. Rendement :

Le rendement d’extraction (%) est calculé par la formule suivante (HARBORNE, 1998) :

mes

Rdt(%) = x 100

v

R (%)= Rendement d’extraction.
m, : Masse de I’extrait sec (ml).

m, : Masse du matériel végetal utilisé (Q).

11.3.4. Testsphytochimiques :

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de métabolites
secondaires des plantes par des réactions qualitatives de caractérisation (BENTABET &
BOUCHERIT, 2014).Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de
coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés (BOUTERAFASet al.,
2014).

% Les flavonoides :

Quelque gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelque milligrammes de tournures de
magnésium sont ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait .La coloration rose —rouge ou jaune
indique la présence des flavonoides (HADOUCHI et al., 2016).
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11.3.5. Activité antibactérienne :
Les tests de sensibilité et résistance antibactérienne ont été effectués selon la méthode de

diffusion a partir des disques.

% Principe
Le principe de I'activité antibactérienne des extraits de plantes consiste a réaliser une culture
microbienne sur milieu gélose nutritive, en présence de disques imbibés d’extrait de plante. Si
ces derniers ont une activité antimicrobienne, on observera une zone d'inhibition autour du
disque due a la diffusion des échantillons dans le milieu (PAREKHet al., 2007;DULGERet
al., 2004; ROTAet al., 2008).

% Mode opératoire :

L’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux de Deverrascoparia Coss. est evaluée par
la technique de diffusion sur l’agar (méthode des disques) selon la méthode décrite
par(FALLEH et al., 2008) vis-a-vis de quatre souches bactériennes (a Gram- : Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosaet a Gram+ : Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus).

Les différentes especes bactériennes sont d’abord repiquées par la méthode des stries
dans des boites de Pétri contenant le milieu de gélose nutritive, puis incubées a 37 °C pendant
24 h.

Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et transférées dans 1’eau
physiologique a une turbidité équivalente a 0,5 McFarland ou a une DO de 0.08 a 0.10 a 625
nm. Un prélevement a partir de cet inoculum sert a ensemencer de nouvelles boites de Pétri
contenant le milieu de gélose nutritive par technique d’écouvillonnage. Des disques de papier
filtre de 6 mm de diametre, stériles, sont chargés de 10 ul de I’extrait aqueux et placés a la

surface de ces bhoites.

Les disques des contrdles négatifs sont imprégnés avec I’eau distillée. Les boites de Pétri sont
incubées a 37°C pendant 24h. Les résultats sont exprimés en diametres des zones d’inhibition

produites autour des disques.
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11.3.6. Activité antioxydante :

La méthode de pié¢geage du radical DPPH a été utilisée afin d’évaluer cette activité.

R

% Principe

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violette, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPHeest réduit en diphényle picrylhydrazine par un composé a

propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu & donner des protons (FADILI et al., 2017).

QL 40

04N NO,
NO,
1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazine
(violet) (Jaune)

Figure2.3 :Réaction de réduction du DPPHe (MOLYNEUX, 2004).

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

simplicité de I’analyse.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence comme I’acide

ascorbique (Vitamine C).
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La méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait aqueux de
Deverrascoparia Coss. & Dur.est celle proposée par SHARMA &al. (2013) avec quelques

modifications.

% Mode opératoire :

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant 4 mg de la poudre dans 100 ml de
I’¢thanol absolu (EtOH). Les échantillons testés ont été préparés par dissolution dans I’éthanol
(EtOH) a raison de 80 mg/ml. Ces solutions méres ont subi ensuite des dilutions pour arriver a
des concentrations allant de 0,04 a 32 mg/ml. Le test s’effectue en mélangeant 1 ml de la
solution précédente de DPPH (0,04%) avec 1 ml de Dextrait a tester a différentes

concentrations.

L’antioxydant de référence ou le contréle positif (Vit C) a été aussi préparé selon la
méme methode a raison de 0,2 mg/ml. Le contrdle négatif est constitué de 1 ml de la solution
DPPH et 1 ml de I’éthanol absolu (EtOH). Aprés une période d’incubation de 30 minutes, a
une température du laboratoire (22 + 2°C) et a I’abri de la lumiére et de 1’0, atmosphérique,
la mesure de ’absorbance a été effectuée a 517 nm (SHARMA& BHAT, 2009).

Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en pourcentages d’inhibition en utilisant

la formule proposée par MARINOVA &BATCHVAROQOV (2011):

1% = 100 x 4 blanc — A échantillon/A bl
anc

1% : Activité antioxydante.
Ablanc : Absorbance du contrdle négatif.

Aéchantillon : Absorbance du composé a tester.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
de I’extrait permet de déterminer I’ECso exprimée en mg de substrat/ml de DPPH. C’est la
concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPHe initial de 50%
(POPOVICI et al., 2009 ; BARKAT & LAIB, 2012). Il peut étre défini aussi comme étant
la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (ASGHAR&
MASOOQD, 2008 ; AMIT etal., 2010).
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L’activité antioxydante est déduite graphiquement par la régression linéaire
(SHARIFIFAR et al., 2007 ; BOUGANDOURA & BENDIMERAD, 2013). Cette valeur

est comparée a celle trouvée par I’antioxydant standard (Vit C).

I1.4. Analyses statistiques :

Pour chaque test effectué, trois répétitions ont été faites. Les résultats des tests sont exprimés
en moyenne + SD (I’écart type) en utilisant le logiciel Excel 2013. La détermination de

I’EC50 de I’activité antioxydante a été effectuée par le logiciel (Origin 8) (Appendice C).
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CHAPITRE 111

Résultats et discussion.

II1.1. Taux d’humidité :

La détermination du taux d’humidité des tiges séchées a I’ombre, pendant une

semaine, de Deverrascoparia Coss. & Dur. a révélé un taux égal a 6 + 0,20% et (Tableau 3.1).

Tableau 3.1 : Taux d’humidité des tiges séchées du Deverrascoparia.

Especes Deverrascoparia
Poids de la matiere végétale avant séchage Pi (g). 5,01+00
Poids de la matiére végétale aprés 3h de séchage P (g). 4,7+0,07
Le taux d’humidité de la matiere végétale seche H (%). 610,20

Selon la norme ISO, les résultats obtenus des échantillons séchés sont nettement
inférieurs a 12%, cela montre que notre matiére végetale a été séchée et conservee dans des
bonnes conditions, ce qui rend, par conséquent, les résultats de nos analyses phytochimiques

fiables.

En effet, la diminution de poids observée apres séchage est exprimée par la diminution
de I'numidité (MULLER & HEINDL, 2006).

111.2. Rendement :

Le rendement moyen en extrait, exprimés en ml par rapport a 100 g de matiere vegétale

seche, sont représentés par la figure 3.1.
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Figure 3.1 : Le rendement moyenen extrait aqueux du Deverrascoparia.

L’extrait aqueux de la partie aérienne de Deverrascoparia a donné un rendement
d'environ 15.32 + 0.05%.

Ce rendement est largement supérieur par rapport a celui obtenu par (ADIDA.,2015) a
partir de la partie aérienne de la méme espéce et qui estde 8,67%

Ces résultats ont montré des valeurs largement supérieurs a celles obtenus par
(BOUAZIZ et al.,2009)dans les differents extraits de la partie aérienne de Piturantho
schloranthus récolté dans le Sud de Tunisie, qui a permis d'obtenir les rendements respectives
avec des pourcentages relatifs aux solvants et méthodes d’extractions qui sont de : 1.20%,
2.50% et 3.10% d’extrait héxanolique, acétate d’éthyle et ’extrait méthanolique par méme
méthode d’extraction sous reflux, et 5% d’extrait aqueux par macération a froid.

Les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a une autre de la méme
famille, mais également en fonction des parameétres de 1’extraction solide —liquide "le solvant
d’extraction, la taille des particules , la température, pH et le coefficient de diffusion de
solvant” (DJAHRA et al., 2013) la variation de ces facteurs donne la naissance a une
altération différentielle de la distribution des composeés entre les deux phases solide-liquide
(ANDRENSEKZet al., 2004 ;HAYOUNI et al., 2007).
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111.3. Tests phytochimiques :

Le test phytochimique réalisé sur les feuilles séchées du Deverrascopariaa permis

d’avoir les résultats présentés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Le test phytochimique du Deverrascoparia.

Les composées

Les réactifs

Deverrascoparia

Les flavonoides

H2S04

Positif

D’aprés le tableau 3.2, nous avons noté la présence des flavonoides dans I'extrait aqueux

de Deverrascoparia.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par (ADIDA et al,.2014), qui révelent la

présence des flavonoides et d’autres composés secondaires dans les différents extraits testés

du Deverrascoparia.

111.4. Activité antibactérienne :

Les résultats de 1’activité antibactérienne de ’extrait testé sont mentionnés dans le

tableau 3.3.

Tableau 3.3 : Inhibition du développement des souches bactériennes testées.

Gram + Gram -
Concentration
% Staphylococcus Bacillus Escherichia Pseudomonas
aureus subtilus coli, aeruginosa
100 16 16 13 -
90 15 16 10 -
80 15 13 - -
70 10 - - -
60 - - - -
50 - - - -
40 - - - -
30 - - - -
20 - - - -
10 - - - -
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L’examen des résultats réveéle que [I’échantillon étudié a montré une activité
antibactérienne contre la plupart des bactéries testées a 1’exception de Pseudomonas

aeroginosa qui s’est montrée résistante.

(Williamson,2001) a signalé que les extraits des parties aériennes du Deverrascoparia

ont montré uneactivité antibactérienne supérieure a celles des racines.
I11.5. Activité antioxydante :

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Le DPPH
présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des substances
antioxydantes sa couleur vire vers le jaune pale, le virage vers cette coloration et I’intensité de
la coloration de la couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration
et la puissance de la substance antiradicalaire (ROLLAND, 2004).

L’activitéantioxydante del’extrait est exprimée en ECso, il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH. Dans ce test nous
avons utilisé I’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage
d’inhibions 1%) sont représentés dans les figures 3.2 et 3.3.

70
60

50

40

1%

30 —o—\/it C

20

10

0 0015 00217 00312 00625 0125 025 05
Concentration mg/ml

Figure 3.2 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par la Vit C.
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Figure 3.3 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux du Deverrascoparia.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle
avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH- en
sa forme non radicalaire.

La determination des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations utilisées

(Figures 3.2 et 3.3) ainsi les valeurs d’ECso sont obtenues a partir de ces courbes.

Le pourcentage d’inhibition augmente progressivement avec la concentration jusqu'a
arriver a un plateau qui correspond a I’épuisement presque total du DPPHe présent dans le

milieu.

L’ECsp est inversement lié & la capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la

quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.

Les valeurs des ECsotrouvées pour 1’échantillon testé et la Vit ¢ sont représentées dans

les figures 3.4.
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Figure 3.4 : ECso de ’extrait aqueux du Deverrascoparia et la Vit C.

D’aprés les résultats obtenus I’extrait de Deverrascopariaa représenté une valeur
d’ECso= 0,0201mg/ml, ce qui signifie que I’extrait a un fort pouvoir antiradicalaire. Cette

valeur est plus importante en comparaison avec celle de la Vit C (0,136 mg/ml).

Plus la valeur de I’ECso est faible, plus lactivité antioxydante d'un composé est

appréciable.

Les tests au DPPHe fournis dans la littérature sont basés sur le méme principe que celui
décrit par (BRAND et al.,1995), mais les protocoles analytiques difféerent dans plusieurs
parametres (MARINOVA & BATCHVAROQV, 2011 ; POPOVICI etal., 2009). Toutefois il
est important de noter que ’utilisation de différents protocoles de mesure et de différents
indices d’évaluation de I’activité antioxydante réduit la fiabilit¢é d’une comparaison des

valeurs (POPOVICI et al., 2009).

(SHARIFIFAR et al.,2007 ;AKROUT et al.,2010) ont attribué cette différence dans
les valeurs de I’ECso a plusieurs facteurs:
- Le protocole expérimental utilise comprenait :
* Le rapport entre la quantité de 1’échantillon a tester et la solution DPPH utilisée.
* La concentration de la solution DPPH,
* Le temps d'incubation,

* La facon d'exprimer l'unité d’EC50,

Ces facteurs rendent la comparaison directe des valeurs d’ECso rapportés dans divers
travaux n’est pas fiable. En effet, méme pour les antioxydants de synthése utilisés, tels que
BHT et la Vit C, les valeurs de I’ECso rapportées sont différents selon le protocole

expérimental utilisé.

24



CONCLUSION

La flore Algérienne est 1'une des plus riches au monde et posséde de nombreuses
plantes utilisées en médecine traditionnelle. Parmi elles, le fenouil spontané fait 1’objet de

notre étude phytochimique et des activités biologiques.

Au terme de ce travail, I’extrait des feuilles séchées du Deverrascoparia de la région de
Tamanrasset a un rendement acceptable et peut étre rentable a 1’échelle industrielle. 1l est de
I’ordre de 23,18 + 0,10%.

Le test phytochimique montre que I’extrait contient des flavonoides.

L’activité antibactérienne a été étudiée vis-a-vis de quatre souches bactériennes:
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureusqui se
sont révélées sensibles a ’extrait a I’exception de Pseudomonas aeruginosaqui s’est montree

plus résistante.

L’activit¢ antioxydante a ¢&té évaluée par le test de piegeage du radical
diphénylpicrylhydrazyl (DPPH). Les résultats montrent que I’extrait testé a une forte activité

antioxydante comparée al’antioxydant standard : vitamine C.

Ce travail mérite d’étre approfondi afin de révéler d’éventuelles propriétés

thérapeutiques de I’extrait aqueux du Deverrascoparia.

Perspectives :

o Il ressort du présent travail que Deverrascoparia Coss. & Dur. de la région de

Tamanrasset. est une plante intéressante et riche en composés secondaires.

eEtudier les mécanismes moléculaires intervenant dans les effets pharmacologiques

observés.

eOrienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et

complémentaires des activités biologiques des plantes.
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APPENDICE A

MATERIEL NON BIOLOGIQUE

VERRERIES APPAREILS REACTIFS
Broyeur. Acide chlorhydrique
Bocaux. Balance analytique.
Tournures de
Etuve.
Capsules. : L .
Dessiccateur. magnésium
Flacons. Spectrophotometre
(UV-visible). DMSO.
Entonnoir. Ethanol.
Flacons teintes. D'_DPH_-
Vitamine C.

Beéchers.
Burette.

Tubes a essai.
Boites de pétri.

Seringue.




APPENDICE B
ETUDES STATISTIQUES

Calcul de la moyenne :
n

X = 1/nz xi

1
n: Nombre de répitions.
xi: Valeurs observées.

Calcul de I’écart type : S = \/% — 1Y (xi — X)



APPENDICE C
LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS

ATCC :Américan Type Culture Collection.

CFU : Unité Formant des Colonies.

DMSO :Diméthylsulfoxide.

EAQ : Extrait aqueux.

DPPH : 2,2-diphényle-1picrylhydrazyle.

196 : Pourcentage d’hinibition.

ECso: Concentration requise pour diminuer la concentration du DPPH de 50%.
ISO : Organisation Internationale de Normalisation.
DO : Densité optique.

g : gramme.

nm : Nanometre.

Oz : Oxygeéne.

% : pourcentage.

+ : Plus au moins.

- - Négatif.

+ : Positif.

°C : degré Celsius.
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