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Maroua

RESUME

Le Brocoli (Brassica oleracea var. italica) est un légume crucifére tres recommandé

pour la consommation en raison de son excellent potentiel nutritionnel et sanitaire.

La présente étude vise la valorisation des graines de brocoli. L’analyse phytochimique
de I’extrait méthanolique révele la présence d’une large gamme d’alcaloides et de composés
phénoliques. L’analyse quantitative des phénols totaux, des tanins et des flavonoides illustrent
de fortes teneurs en ses substances bioactives. L’extrait des graines a fait 1’objet de
I’évaluation de I’activité antioxydante (proche a celle de la vitamine C), de I’activité anti-
inflammatoire (plus importante que celle de 1’aspirine), et de ’activité antibactérienne qui

montre la sensibilité de plusieurs souches microbiennes.

Nos résultats suggerent qu’en raison de la présence de plusieurs composes
nutraceutiques bioactifs, les graines de brocoli montrent un large éventail d’activités
biologiques a intérét thérapeutiques ou prophylactiques. Les graines peuvent étre utilisées
pour l'extraction et la purification de molécules bioactives destinées d’une part a l'industrie
alimentaire ; et d’autre part, pour la fabrication de dérivés semi-synthétiques comme substitut

aux antioxydants et anti-inflammatoire synthétiques.

Mots clés : Brocoli (Brassica oleracea var. italica), composés bioactifs, Glucosinolates,

activité anti-inflammatoire, activité antibactérienne, activité antioxydante.



Abstract

Broccoli (Brassica oleracea var. italica) is a highly recommended cruciferous
vegetable for consumption due to its excellent nutritional and health potential.

The present study aims at the valorization of broccoli seeds. Phytochemical analysis of
the methanolic extract reveals the presence of a wide range of alkaloids and phenolic
compounds.

The quantitative analysis of total phenols, tannins and flavonoids illustrate high levels
of its bioactive substances.

The seed extract has been evaluated for antioxidant activity (close to that of vitamin
C), anti-inflammatory activity (greater than that of aspirin), and antibacterial activity which
shows the sensitivity of several microbial strains. Our results suggest that due to the presence
of several bioactive nutraceutical compounds, broccoli seeds show a wide range of biological
activities of therapeutic or prophylactic interest.

The seeds can be used for the extraction and purification of bioactive molecules
intended on the one hand for the food industry; and on the other hand, for the manufacture of

semi-synthetic derivatives as a substitute for synthetic antioxidants and anti-inflammatories.

Key words: Broccoli (Brassica oleracea var. italica), bioactive compounds, Glucosinolates,

anti-inflammatory activity, antibacterial activity, antioxidant activity.
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INTRODUCTION

La sensibilisation du public pour un mode de vie sain a incité la recherche de
nouvelles sources alimentaires qui appartiennent a la famille des Brassicaceae, riches en
nutriments essentiels et ayant des effets positifs sur la santé humaine (Butkuté, Taujenis, et
Norkeviciené 2018).

Le brocoli (Brassica oleracea var. italica) est un membre de la famille des
Brassicaceae, et 1’un des aliments les plus importants, cultivé dans le monde entier (Martins
et al., 2022). Le brocoli est une excellente source de composés phytochimiques bénéfiques
pour la santé, il est principalement connu pour sa large gamme de composeés bioactifs, et est
riche en antioxydants nutritionnels et non nutritionnels, notamment la vitamine C, la vitamine
E, le calcium et les composés phénoliques, notamment les flavonoides, les caroténoides et les
glucosinolates (Bhandari et Kwak 2014). Sa valeur nutritionnelle et la présence de ces

composés bioactifs contribuant a la grande popularité de ce Iégume (Martins et al., 2018).

Le brocoli est une excellente source de composés nutraceutiques ayant de
nombreux effets sur la santé tels que les propriétés anticancéreuses, anti-diabétiques,
antioxydantes et antimicrobiennes. Les glucosinolates, les polyphénols, les vitamines, les
minéraux et les fibres alimentaires sont les principales molécules présentes dans le brocoli
(Thomas 2018). Parmi les glucosinolates présents dans le brocoli, une attention croissante
particuliére doit étre portée a la glucoraphanine, qui est transformée par la myrosinase en
sulforaphane (SFN) (le principal isothiocyanate issu de I’hydrolyse des glucosinolates du
brocoli). Le brocoli contient une variété de composés dont le plus important est le SFN. Ce
composé biologiquement actif est reconnu comme l'un des substances naturelles les plus
importantes dans le brocoli pour son potentiel anticancéreux, antioxydant (Vallejo et al.,
2002 ; Borowski et al., 2007; Li et al., 2021; Gu et al., 2022).

Les sous-produits du brocoli (Brassica oleracea var. italica) comme la graine, sont tres
riches en ingrédients bioactifs bénéfiques pour la santé ; principalement la glucoraphanine,
connue pour son activité anticancéreuse (Thomas 2018).

Des nombreuses études in vitro et in vivo ont indiqué les multiples capacités
biologiques des graines de brocoli, comprenant des activités antioxydantes, antimicrobiennes,
et anti-inflammatoires (Le et al., 2019 ; Subedi et al.,, 2019). De plus, les métabolites



secondaires du Brocoli sont positivement associés a des avantages potentiels pour la santé.
Ces métabolites permettent de réduire le risque de développer plusieurs maladies, telles que
les maladies cardiovasculaires, 1’obésité, le diabete sucré et les cancers (Gan et al., 2017; Li

etal., 2021; Gu et al., 2022).

La présente étude rentre dans le cadre de la valorisation de I’espéce végétale Brassica
oleracea var. italica. L’objectif principale est de sensibiliser les consommateurs sur les
multiples bienfaits de ce légume riche en nutriments et en molécules bioactives pour préserver
la santé et freiner le développement de plusieurs maladies métaboliques et pathologies

chroniques.

Vu le manque des résultats rapportant I’importance des bienfaits de 1’extrait des
graines de brocoli récoltées en Algérie, nous avons choisis la graine comme matiere végétale
de brocoli en vue de la détermination de quelques activités biologiques de I’extrait
méthanolique. Notre travail vise le criblage phytochimique de ’extrait méthanolique des
graines de B. oleracea et I’évaluation, in vitro, de ses activités anti-inflammatoire,

antioxydante et antibactérienne.
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|- RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
I. 1. GENERALITES SUR LE BROCOLI

1.1.1. Description botanique

Le nom "brocoli" est une dérivation de l'italien "brocoli”, qui désigne la sommité
fleurie d'un chou (Li et al., 2019). Le Brocoli atteint une hauteur de 60 a 90 cm et forme
une tige verte épaisse et ramifiée avec des feuilles inférieures en forme de coriace et des
oblongues gris-bleu en forme de rosette. Le brocoli a des grappes vertes comestibles
densément remplies de boutons fleuris (fleurons) qui s'ils ne sont pas récoltés, fleurissent
en fleurs jaunes a quatre pétales et produisent des fruits siliques. L'inflorescence (téte) du

brocoli est formée par ses fleurons et ses tiges supérieures (Figure 1) (llahy et al., 2020).

Le Brocoli (Brassica oleracea var. Italica) est une culture herbacé annuelle de saison
fraiche, se caractérise par un cycle de culture et de vie de quelques mois seulement, au
cours d'une méme année. Le brocoli pousse mieux a des températures comprises entre 13
et 20°C (Figure 2) (llahy et al., 2020).

Flowers
Siliques

Figure 1 : Anatomie du brocoli (Brassica oleracea L., var. Italique) (llahy et al., 2020).




CHAPITRE | Rappels bibliographiques

Figure 2 : Brassica oleracea var. italica (A) : Grains de brocoli ; (B) : Pousses de brocoli
de cing jours (Le et al., 2020).

1.1.2. Classification

Le Brocoli appartient a la famille des cruciferes (Brassicacées) et est un parent des

choux de Bruxelles, du chou, du chou-fleur et du chou frisé (Ilahy et al., 2020).
La plante présente la classification suivante :

Régne : Plantae Haeckel

Sous-Reégne : Viridae Plantae

Classe : Equisetopsida C.

Clade : Spermatophyta

Sous-Classe : Magnoliidae

Ordre : Brassicales

Famille : Brassicaceae

Genre : Brassica L.

Espeéce : Brassica Oleracea L.

Sous-Espéce : Brassica Oleracea subsp. Botrytis (L.)
Variété : Brassica Oleracea Var. Italica Plenck

(Classification hiérarchique de brocoli, 2022)
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1.1.3. Origine du Brocoli et répartition géographique

Le brocoli est originaire de la région méditerranéenne orientale et de 1’Asie Mineur
(Petkowicz et Williams 2020), il a été introduit en Amérique et en Angleterre au 17éme
siecle et en Chine a la fin des années 1900 (L.i et al., 2019).

Les cultures de Brocoli est assez répartie dans le monde (Figure 3). La région
continentale de la Chine (environ 10,64 millions de tonnes) est le premier producteur
mondial de brocoli et de chou-fleur en 2019, suivie de I'Inde (environ 9,08 millions de

tonnes) et des Etats-Unis (environ 1,25 million de tonnes) (Li et al. 2022).

En 1999, la production mondiale de brocoli et de chou-fleur était de plus de 15,00

millions de tonnes, et elle est passée a environ 26,92 millions de tonnes en 2019 (Fatmah,
Utomo, et Lestari 2021).

%o
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Figure 3 : Carte géographique de la répartition mondiale du brocoli (original).
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1.2. ASPECT NUTRITIF DU BROCOLI

Il existe une grande variation dans les nutriments et les composés phytochimiques

des différentes parties botaniques du brocoli (Figure 4).

4.2%
Essential nutrients
6.2%
6.2%
14.6%
35.4%
14.6%
18.8%

Phenolic compounds
Glucosinolates and
related compounds

Figure 4 : Résumé des composés bioactifs analysés au cours des dix derniéres années sur
les pousses de brocoli (Le et al., 2020).

1.2.1. Glucides

Il est démontré que les tiges de brocoli contiennent 62,67 a 68,32 g/100 de poids
sec de glucides totaux, plus que les fleurons (51,85 a 56,89 g/100 poids sec) et les feuilles
(46,16 a 56,44 g/100 poids sec) Y’ compris I'amidon, les fibres alimentaires et le sucre

(Dufoo-Hurtado et al., 2020).

Les processus de germination pourraient diminuer les glucides totaux des graines de
brocoli (Lopez-Chillon et al., 2019), probablement en raison de I'hydrolyse de I'amidon

lors de la germination, pour cela les graines sont les parties utilisées en thérapie.
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1.2.2. Protéines

Le brocoli est une bonne source de protéines végétales (Dufoo-Hurtado et al. 2020).
Les grains de brocoli (4gés de 10 jours) contenaient environ 43,88 mg /g de protéines
(Samec et al., 2018).

La tyrosine était I'acide aminé le plus abondant dans les fleurons de brocoli (70,0 mg/
g poids frais), les tiges (32,0 mg/g poids frais) et les feuilles (35,0 mg/g poids
frais)(Campas-Baypoli et al., 2009).

1.2.3. Lipides

Les lipides sont des constituants mineurs des fleurons, des tiges, des feuilles et des
pousses de brocoli, tandis que les graines de brocoli contiennent comparativement plus de
lipides (Dufoo-Hurtado et al., 2020).

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) étaient les principaux acides gras des graines de
brocoli (71,39 %), avec la présence de proportions plus faibles d'acides gras mono
insaturés (AGMI) (20,08 %) et d'acides gras saturés (AGS) (8,53 %) (Lo6pez-Chillon et
al., 2019).

1.2.4. Minéraux

Le brocoli est une bonne source de certains minéraux, tels que le calcium, le zinc et
le fer (Liu et al.,2018).

1.2.5. Vitamines
Le brocoli est une source de vitamines diverses tel que vitamine A, vitamine C, vitamine E

Les feuilles de brocoli semblaient accumuler plus de vitamine C (2,92 mg d'acide
ascorbique/g poids sec) que ses fleurons (2,54 mg d'acide ascorbique/g poids sec) et ses
graines (2,69 mg d'acide ascorbique/g poids sec) (Le et al., 2020).

1.3. COMPOSES PHYTOCHIMIQUES BIOACTIFS DU BROCOLI

Les glucosinolates, les polyphénols, les vitamines, les minéraux et les fibres

alimentaires sont les principales molécules présentes dans le brocoli.
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1.3.1. Glucosinolates

Les Glucosinolates (GLS) sont des métabolites végétaux secondaires solubles dans

I'eau, sont les composés caractéristiques des légumes Brassica (Almushayti et al., 2021).

La structure générale des GLS possede une unité B-D-glucopyranose connectée a
une fonction Z-thiohydroximate anomérique dont 1’oxygéne est sulfaté et a une chaine
latérale R qui est la seule variable structurale (Fahey et al., 2001) ; (Rollin et Tatibouét
2011)(Figure 5).

OH

HO Q

N
O3S0~

Figure 5 : Structure générale des Glucosinolates (Montaut et al., 2012).

Les Glucosinolates (GLS) sont classés en groupes aliphatiques (dérivés de la
méthionine, de l'isoleucine, de la leucine ou de la valine), Aromatiques (dérivés de la
phénylalanine ou de la tyrosine) ou indole (dérivés du tryptophane) Source spécifiée non

valide..

Parmi ces composés, les GLS les plus abondants sont la glucoraphanine, la
glucoiberine, la glucoérucine, la glucobrassicine et la néoglucobrassicine. En particulier, la
glucoraphanine représentait plus de 50 % de la teneur totale en GLS (Pérez-Balibre et
al., 2008) ;(Yang et al., 2016) ;(Guo et al., 2014).

Les GLS prédominants dans les graines de brocoli sont la glucoraphanine, la
glucoérucine et la glucobrassicine, qui sont enzymatiquement convertis en sulforaphane
(SFN), érucine (ERN) et ibérine, respectivement (Clarke et al., 2011).

Les 3 classes des glucosinolates sont montrées dans la figure 06.
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Figure 6 : Trois grandes classes des Glucosinolates (Kamal et al., 2022).

Lorsque les tissus végétaux sont mécaniquement endommagés, les GLS pourraient étre
hydrolysés par I'enzyme myrosinase en une variété de produits de dégradation, y compris
les isothiocyanates (ITC), les Thiocyanates, les nitriles, les épithionitriles et les
oxazolidines (Guo et al., 2014) (Figure 7).

Notamment, les GLS ne sont pas les composants fonctionnels des légumes
cruciferes, mais plutét leurs produits d'hydrolyse sont les composes bioactifs putatifs
(Clarke et al., 2011)

10
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Figure 7: Hydrolyse des Glucosinolates (Roman et al., 2020).
1.3.2. Isothiocyanates

Les isothiocyanates sont les produits d’hydrolyse des glucosinolates. Ils sont plus actifs
que les Glucosinolates (Almushayti et al., 2021) ; (Yuanfeng et al., 2021).

L'isothiocyanate le plus étudié est le sulforaphane (SFN), qui est le produit de

dégradation de la glucoraphanine (Almushayti et al., 2021) ; (Villafio et al., 2019).

1.3.3. Sulforaphane (SFN)

Le R-sulforaphane (R-4-méthylsulfinylbutyl ITC) est I’'ITC naturel résultant de
dégradation enzymatique de la glucoraphanine dans les graines de brocoli (Montaut et al.,
2012) (Figure 8). Le sulforaphane (SFN) a été analysé comme un composé majeur parmi
le total de 17 R-sulforaphane (ITC) identifiés a partir des graines et des pousses de brocoli
(Guo et al., 2013); (Baenas et al., 2017).

11
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Figure 8 : Formation du R-sulforaphane a partir de la glucoraphanine (Montaut et al.,
2012).

Une fois que le sulforaphane est entré dans le systeme circulatoire, il peut étre
métabolisé en sulforaphane-glutathion, sulforaphane-cystéine et sulforaphane-N-acétyl-
cystéine dans la voie de l'acide mercapturique, qui peuvent tous étre utilisés comme

biomarqueurs pour mesurer l'absorption du sulforaphane (Figure 9) (Villafio et al., 2019 ;

Almushayti et al., 2021).
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Figure 9 : Voie métabolique du sulforaphane (Li et al., 2022).
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1.3.4. Composes phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires produits dans les plantes par les

voies phénylpropanoide et shikimate (Abellan et al., 2019).

Sur la base de leur structure, qui comprend un ou plusieurs cycles aromatiques avec
des substituants hydroxyle attachés (Figure 10) , les composés phénoliques totaux peuvent
étre classés en différents sous-groupes, tels que « les acides phénoliques, les flavonoides,
les tanins, les coumarines, les lignanes, les quinones, les stilbenes et les curcuminoides »
(Kumar et Goel 2019).

B OH R X “OH

R> RZ
R, R3

Figure 10 : Structure générale de 1’acide phénolique (A : acide hydroxybenzoic ; B : acide
hydroxycinnamic dans lequel (R1, R2, R3 = H, OH or OCH3) (Crozier et al., 2007).

1.4. LES ACTIVITES BIOLOGIQUES DU BROCOLI

Les graines de brocoli et leurs composants bioactifs ont un large éventail de propriétés
bénéfiques potentielles pour la santé. Les effets bénéfiques, tels que les antioxydants, les
anticancerigénes, les antimicrobiennes, les anti-inflammatoires, et bien d'autres, ont éte
largement étudiés in vitro et in vivo au cours de la derniere décennie (Bahadoran et al.,
2013) ; (Yangetal., 2016) (Figure 11).

13
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Figure 11 : Les bienfaits du brocoli pour la santé (Li et al., 2022).

1.4.1. Activités antimicrobiennes
1.4.1.1. Activité antibactérienne

Le brocoli et ses composés dérivés exercent des activités antibactériennes, ces
derniers ont été testées in vitro sur différents agents pathogenes d'origine alimentaire, tels
que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, E. coli, et Salmonelle typhimurium (Le et al.,
2020).
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e Exemple : Pinfection bactérienne a Helicobacter Pylori

L’Helicobacter pylori (H. pylori) est une bactérie, bacille spiralé et flagellé a Gram-
négatif (Mignon 2005). Cette bactérie est cancérigéne, peut survivre et se multiplier dans
I’estomac grace a une enzyme (uréase) trés active qui transforme I’urée en ammoniac et en
dioxyde de carbone, augmentant ainsi le pH et neutralisant 1’acidité gastrique (Mégraud et

Lamouliatte 1992) ; (Rokkas et al., 2010).

Des études récentes montre que l'isothiocyanate sulforaphane (SFN) est un
antibiotique trés puissant et sélectif contre H. pylori, il est sous enquéte intense pour ses
effets protecteurs contre une variété de maladies chroniques (Fahey et al., 2015) (Figure
12).

Le SFN a également été signalé comme un efficace inhibiteur de I'uréase (Figure
13), il réduit la colonisation de H. Pylori et I'inflammation (Fahey et al., 2013).

Jameral
absarpuon

Asymptonuatic smpared protein
indection digestaon,

Figure 12 : Le mécanisme proposé par lequel le SFN inhibe 1’uréase synthétisé par H.

Pylori et réduit les risques des maladies associés a cette infection (Houghton, 2019).
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Figure 13 : L’inactivation d’uréase par le sulforaphane (Fahey et al., 2013).
1.4.1.2. Activité antivirale

Des études ont montré que le SFN peut aider un organisme a combattre certains virus,
notamment le VVIH, la grippe, I'hépatite C et, plus récemment, le Sars-Cov2. Ces résultats
suggérent que le SFN protege le systtme immunitaire tout en régulant la formation de
radicaux libres par le controle de I'expression des génes antioxydants par le facteur de
transcription Nrf2 (Mahn et Castillo 2021).

e Exemple : Pinfection virale SARS-CoV-2

La pandémie de coronavirus 2019 (COVID-19) causée par le syndrome respiratoire
sévere Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) a entrainé une morbidité et une mortalité importantes
dans le monde. Celle-ci se caractérise par deux phases cliniques majeures : « une infection
par le SRAS-CoV-2 des cellules et tissus cibles, ainsi qu'un état inflammatoire sévere

appelé « tempéte de cytokines » (Pascarella et al., 2020) ; (Pelaia et al., 2020).

L'étape cruciale de l'infection par le SARS-CoV-2 est la liaison de la protéine
SARS-CoV-2 Spike (protéine S) au récepteur de I'enzyme de conversion de I'angiotensine
2 (ACE2). Cette interaction est suivie de modifications cellulaires profondes, dont les «
tempétes de cytokines », qui incluent I'hyperactivation du facteur nucléaire kappa (NFB)

via I'axe IL-6/STAT, entrainant une insuffisance pulmonaire (Ratajczak et al., 2021).

16
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Le SFN présente dans le brocoli augmente la défenses antioxydante, anti-
inflammatoire et antivirale principalement via I'activation du facteur de transcription
Nrf2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2). Le Nrf2 controle 1’expression des génes

antioxydants et cytoprotecteurs (Dinkova-Kostova et al., 2002).

le ciblage de la voie Nrf2 a été considéré comme une approche prometteuse pour
développer des traitements contre le COVID-19 (Olagnier et al., 2020) (Figure 14)

SARS-CoV-2 |B3' cells

: e e
s ‘(éf:pv : Bio-Plex analysis,
| R o= | * RT-gPCR
Spike protein
?S-prgtein) ‘
Induction of
expression
S of IL-6 and IL-8
i~
2C ¢
Sulforaphane (SFN) Inhibition of expression
of IL-6 and IL-8

Figure 14 : Effet du sulforaphane sur I’expression de 1'IL-6 et de I'IL-8 dans les cellules
branchiales IB3-1 induite par la protéine SARS-CoV-2 Spike (Gasparello et al., 2021).

1.4.2. Activité anti-inflammatoire

Une réponse inflammatoire appropriée protege non seulement le corps humain de
I'invasion microbienne, mais augmente également la capacité des tissus et des cellules a
restaurer la stabilité et a renforcer le systéme immunitaire (Medzhitov 2008) ;(Tung et
al., 2008). Au cours des processus de réponse inflammatoire, les facteurs liés a
I'inflammation sont activés pour favoriser la production de mediateurs inflammatoires
(Baluk et al., 2009).

Le Facteur nucléaire kB (NFxB) est incontestablement l'un des régulateurs les plus
essentiels de l'expression des genes pro-inflammatoires et a longtemps été considére
comme un modeéle de signalisation pro-inflammatoire. C’est un facteur de transcription qui
joue un réle crucial dans l'inflammation (Dinkova-Kostova et Talalay 2008) ; (Wei et al.,

2020). 1l contrdle la transcription des genes lies a des biomarqueurs pro-inflammatoires,

17
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dont la NO synthase inductible (iNOS), le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a) et
l'interleukinel1p (IL1B) (Silverman et Maniatis 2001) ; (Wei et al., 2020).

Au repos, le complexe NFkB « un hétérodiméres p50—p65 » est généeralement
séquestré dans le cytoplasme lié aux membres de la famille des IkB kinases inhibitrices
(Cette interaction avec la protéine kinase IkB retarde l'activité de liaison a 'ADN et
masque les séquences de localisation nucléaire de NFxB) (Ghosh et al., 1998) ;
(Silverman et Maniatis 2001) ; (Wei et al., 2020) . Apres stimulation cellulaire liée au
stress, aux bactéries, aux virus et aux cytokines pro-inflammatoires, la kinase IkB est
phosphorylée, suivie d'une dégradation des kinases, ce qui laisse le dimére de NFkB libre
Al est transloquer dans le noyau et induire la transcription des cytokines pro-
inflammatoires (IL- 6, IL-10, TNF-a)) (Ruhee et al., 2020).

Le SFN inhibe la phosphorylation de IkB et la translocation de NFxB, réduisant ainsi
I'inflammation (Qin et al., 2017) ;( Heiss et al., 2001) (Figure 15). Le SFN peut
également prévenir I'inflammation en empéchant la liaison de NFxB a I'ADN (Heiss et al.,
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Figure 15 : Effets du sulforaphane sur la voie NFkB (Santin-Marquez et al., 2019).
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Dans des conditions basales, NFkB est séquestré dans le cytosol par IkB, mais lorsque
des ligands pro-inflammatoires se lient & ses récepteurs, la famille des protéines IKK
phosphoryle IkB pour le dégrader via le protéasome, de sorte que NFkB est capable de

translocation dans le noyau et transcrivent plusieurs médiateurs inflammatoires.

Le sulforaphane est capable d'inhiber la phosphorylation IkB et la translocation
nucléaire NFkB, bien que le mécanisme d'action exact ne soit pas entiérement connu ainsi
NF«kB est capable de se transloquer dans le noyau et de transcrire plusieurs médiateurs

inflammatoires (Santin-Marquez et al., 2019).
1.4.3. Activité antioxydante

Le terme stress oxydant désigne une inadéquation entre les systémes oxydatif et
antioxydant d’un organisme, ainsi que les capacités antioxydantes d’une cellule ou d’un

compartiment cellulaire (Barouki 2006).

Le brocoli est surtout connu pour sa large gamme de composés bioactifs et sa
teneur élevée en antioxydants nutritionnels et non nutritionnels, tels que les vitamines,
caroténoides, les composés phénoliques (Fuente et al., 2019) ; (Le et al., 2019 ; (Di
Bella et al., 2020) ; et les Glucosinolates, et ont a la fois des activités anticancéreuse et
antioxydante (Shiva et Jung-Ho 2014). Ces activités sont en raison de la capacité des
Glucosinolates a accumuler les especes réactives de I'oxygéne et a prévenir le stress
oxydatif (Shiva et Jung-Ho 2014).

La glucoraphanine dans le brocoli est hydrolysée en sulforaphane par I'enzyme
myrosinase ou par le macrobiote intestinal. Le sulforaphane inhibe la dégradation de Nrf2
médiée par KEAP-1, permettant a Nrf2 de migrer du cytoplasme cellulaire vers le noyau
ou il se lie & I'elément réactif antioxydant (ARE) dans les régions promotrices des géenes
cibles de Nrf2, augmentant ainsi leur transcription, et donc leurs activités. Il en résulte une
diminution des ROS et des facteurs impliqués dans I'inflammation et la fibrose (Liebman
et Le 2021).

Le Nrf2 est un facteur de transcription critigue dans la réponse au stress
antioxydant. L'activation de ce geéne par le SFN a entrainé la production d’une batterie de

genes cytoprotecteurs aux propriétés anti-carcinogenese, Antioxydantes, et les enzymes de
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phase Il, tels que NAD(P)H, quinone oxydoréductase-1, héme oxygénasel (HO-1)
(Kensler et al., 2013 ; Liu et al., 2015).

Le SFN contenu dans le brocoli semble atténuer certains des effets des especes
réactives de l'oxygéne et d'autres inducteurs endommageant les cellules, en inhibant les
enzymes d'activation de phase | (PI), comme les cytochromes P450, et l'induction
d'enzymes antioxydantes et de détoxification PII, comme la quinone réductase, la
thiorédoxine réductase 1 et I'néeme oxygénase 1 (HO-1) (Zhang et Tang 2007) ; (Juge et
al., Traka 2007) ; (Gasper et al., 2007).

Les enzymes P11 régulent I'état redox dans les cellules de mammiferes en maintenant un
équilibre précis entre le niveau d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) et les endogénes
thiols présents dans la cellule, en particulier le GSH et la thiorédoxine (Trx), qui protégent
les cellules des dommages oxydatifs. Les enzymes PIl sont également essentielles au
maintien de I'équilibre du NAD+/NADH et NADP+/NADPH (Dinkova-Kostova et
Talalay 2008).

Des résultats récents ont révélé que trois composants cellulaires collaborent pour
réguler I'expression génique des enzymes PIl : 1) les ARE ; 2) Nrf2; et 3) Keapl. Le
Keapl lie Nrf2 au cytosquelette d'actine, contrélant la fonction du facteur de transcription
Nrf2 (Kang et al., 2004). Cette cible chimique d'inducteurs potentiels tels qu’ITC, Keapl,
en combinaison avec Cullin 3, se lie étroitement a Nrf2, provoquant l'ubiquitination et la
dégradation protéasomique de Nrf2. Apres suppression de la répression induite par Keapl
de Nrf2, les résidus de cystéine interagissent avec des inducteurs électrophiles, entrainant
une accumulation nucléaire de Nrf2 et une hétérodimérisation avec des facteurs de
transcription mineurs MAF (Eggler et al., 2005) Cela se traduit alors par la liaison du

complexe a I'ARE et le recrutement de la transition basale.
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Figure 16 : Mécanisme d’induction d’enzyme détoxifiants et antioxydantes médiés par
I’ARE et par le sulforaphane (Ruhee et Suzuki 2020).

Dans les conditions basales, le facteur de transcription NRF2est séquestré dans le
cytosol par les protéines répresseurs Keapl et cullin3 (CUL3), le présentant pour la
dégradation protéasome via 1’'ubiquitination. Le sulforaphane, par modification des résidus
cystéine hautement redox sensible de Keapl, facilite la dissociation du complexe
KEAP1/CUL3/NRF2, libérant NRF2qui se transloquer dans le noyau une fois dans le
noyau, NRF2s’apparie de manicre hétérométrique avec des petits facteurs de transcription
MAF se liant aux éléments de repense antioxydante ARE contenus dans la région
promotrice de nombreuses enzymes, initiant leur transcription. Ensuite , il provoque la
transcription de divers enzymes de détoxification de phase 2 et des enzymes de défense
antioxydante telles que la glutathion S-transférase (GST) , heme oxygénase 1(HO-1) , la
NADPH quinone oxydoréductase (NQO) et la thiorédoxine réductase (TR) pour réduire
I’oxydation (Ruhee et Suzuki 2020).

les produits génique médiés par ARE sont généralement classés comme des enzymes

de détoxification ou des antioxydantes (Santin-Marquez et al., 2019).
1.5 BROCOLI ET TROUBLES METABOLIQUES ET PATHOLOGIES
1.5.1. Maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont un groupe de maladies qui affectent le coeur

ou les vaisseaux sanguins, telles que les cardiopathies ischémiques, les cardiopathies
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hypertensives et les maladies artérielles périphériques. Les maladies cardiovasculaires sont
couramment associées a I'hypertension, a I'athérosclérose, a I'obésité ou au diabéte (Bai et
al., 2015).

e L’hypertension

La prévalence de I'nypertension augmente fortement avec I'age. C'est I'une des causes
les plus fréquentes de maladies cardiovasculaires. Une augmentation du stress oxydatif
pourrait étre un moteur de l'augmentation de la prévalence de I'nypertension (Higashi et
al., 2012).

Des recherches récentes ont démontré qu'une alimentaire riche en brocoli Grn
(Grn+) réduit le stress oxydatif et les problémes qui I’accompagnent. En tant que ['un des
principaux métabolites de Grn, il a également été découvert que le SFN ameliore la
pression artérielle (Senanayake et al., 2012).

D’autres études ont montré que le SFN augmentait significativement la teneur en
GSH, diminuait les niveaux de GSH oxydé, diminuait la nitrosylation des protéines et
augmentait les activités de GR et de GPX, ces modifications étaient liées a une
amélioration de la relaxation endothéliale dépendante de I'aorte et & une pression artérielle

significativement plus faible (Wu et al., 2004).

Ces effets étaient trés probablement dus a la régulation a la hausse de I'expression

et de la fonction de Nrf2 induite par le SFN.
o L’obésité :

L’obésité est définie médicalement comme une prise de poids qui a des conséquences
physiques, psychologiques et sociales (Basdevant 2006 ; WHO Consultation on
Obesity (1997: Geneva, Diseases, et World Health Organization. Programme of
Nutrition 1998).

L’obésité est considérée comme une maladie chronique et évolutive puisqu’elle évolue

en plusieurs étapes selon divers mécanismes physiopathologiques (Clément et al., 1998).

L’obésité est liée a une diminution de la qualité de vie et a une multitude des problémes
de santé, notamment le syndrome métabolique, diabéte, cancers, problemes respiratoires et

cardiovasculaires...Par conséquent, 1'obésité est le résultat d'interactions compliquées entre
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les genes et les facteurs environnementaux tels que l'alimentation, les composants
alimentaires et/ou le choix de mode de vie (BENHAMOU, 2022).

Plusieurs études ont documenté les effets bénéfiques des graines de brocoli sur I'obésité
en régulant le métabolisme des lipides. Dans un essai clinique, la poudre des graines de
brocoli est considérer comme traitement complémentaire chez les patients diabétiques de
type 2 pourrait avoir des effets bénéfiques sur les profils lipidiques et le rapport des
lipoprotéines de basse densité oxydées (OX-LDL/LDL), en tant que facteurs de risque

d'obésité et de maladies cardiovasculaires (Bahadoran, Mirmiran, et al., 2012).

Un autre mécanisme de régulation du métabolisme lipidique des graines de brocoli
peut étre associé a la capacité du sulforaphane a induire la voie Nrf2 (Bahadoran et al.,
2013).

La glucoraphanine extraite des graines de brocoli peut réduire I'accumulation de
graisse. Elle contribue également a la régulation de l'expression de plusieurs genes
impliqués dans la gluconéogenése et la lipogenése, prévenant I'obésité et le diabéte (Xu,
Nagata, et Ota 2018).

Le sulforaphane accélére le brunissement des tissus adipeux ce qui induit une
augmentation de la consommation d'énergie et de la combustion des graisses. Mais ce n'est
pas tout, le sulforaphane réduit I'abondance relative de la famille bactérienne de
sulfobivrionaceae dans l'intestin, ce qui réduit le niveau d'endotoxine dans le sang et
améliore I'endotoxine métabolique. Ces travaux affectent ainsi 2 nouvelles fonctions
bénéfiques au sulforaphane, la réduction de I'obésité par I'augmentation du tissu adipeux
brun et de la consommation d'énergie et I'amélioration du macrobiote intestinal favorable a

un meilleur métabolisme des graisses (Nagata et al., 2017).
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Figure 17 : Effet anti-obésité de sulforaphane SFN (Nagata et al., 2017).
e Lediabéte

Le diabéte est un trouble métabolique caractérisé par une hyperglycémie causée par
une diminution de la synthése ou de I’action de I’insuline, ou les deux. L’hyperglycémie
chronique liée au diabete est liée a des problémes micro-vasculaires a long terme qui
affectent les yeux, les reins et les nerfs, ainsi qu’a un risque accru de maladie
cardiovasculaire (MCV). Les critéres diagnostiques du diabéte sont basés sur les niveaux
de glycémie associés aux maladies micro-vasculaires, aux maladies rétiniennes, la
neuropathie, et la néphropathie (Punthakee et al., 2018) ; (Gnudi et Karalliedde 2016).

Le brocoli est I'un des rares légumes considéré comme un traitement complémentaire du

diabéte de type 2 et la prévention a long terme de ses conséquences (Ares et al.,2013).

Plusieurs études indiquent que le SFN prévient les troubles cardiaques induits par le
diabéte, et lésions aortiques. Il a été constaté que le SFN active le facteur 2 lié au facteur
nucléaire érythroide 2 (Nrf2) pour réguler positivement les antioxydants cellulaires contre
le stress oxydatif et les dommages (Z. Zhang et al., 2014).
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Le SFN, en tant qu’antioxydant, prévenait les complications du diabéte, y compris

la cardiomyopathie et dommages a ’aorte. De plus, le SFN s'est également avéré avoir une

activité anti-obésité en régulant le métabolisme des lipides (Z. Zhang et al., 2014). .
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1.5.2. Maladies rénales

Le stress oxydatif est de plus en plus reconnu comme un facteur important dans
I'initiation et la progression de la maladie rénale chronique ( Raghunath et al., 2018) ;
(Daenen et al., 2019) ; (Rapa et al., 2020).

Les personnes atteintes d' insuffisance rénale chronique (IRC) ont un risque élevé
de morbidité et de mortalité cardiovasculaires, et ce risque augmente avec la gravité de
I'RC (Go et al.,, 2004). La néphropathie diabétique est la cause la plus fréquente
d'insuffisance rénale dans le monde chez les patients atteints de diabete de type 1 et de type
2 ((Ding et Choi 2015) ; (Gnudi et Karalliedde 2016).

Suggérant que Nrf2 joue un réle néphroprotecteur par une voie commune dans les
maladies rénales, et une néphroprotecteur similaire est observée avec les activateurs de
NRF2 et les suppresseurs de KEAPL (qui permet a Nrf2 de se déplacer vers le noyau et
d'exercer son effet) (Jiang et al., 2010) ; (Nezu et Suzuki 2020) ; (Zheng et al., 2011).

Plusieurs études ont découvert que les activateurs de Nrf2 atténuaient les
marqueurs de lésions rénales et minimisaient la pathologie glomérulaire. Néanmoins,
prises ensemble, le SFN qui joue un réle protecteur contre la néphropathie diabétique dans
des modéles animales et que son effet est médié par l'activation de Nrf2 (Zheng et al.,
2011) ; (Wu et al., 2015).

Le sulforaphane peut prévenir les lésions tubulaires induites par une glycémie
élevée via l'inhibition de l'autophagie. Etant donné que le sulforaphane est un constituant
important du brocoli, il est raisonnable de conclure que le brocoli et ses produits dérivés
peuvent exercer des effets réno-protecteurs similaires dans des modeles animaux et des
études humaines (Gigliotti et al., 2020).

Le traitement par SFN a partiellement abrogé la Iésion rénale, abaissé les marqueurs
rénaux du stress oxydatif [Malon-dialdéhyde (MDA) et 8-hydroxy-2-désoxyguanosine (8-

OHdG)], et amélioration de la fonction rénale (Sa et al., 2019).
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Figure 19 : Le sulforaphane cible la voie Nrf2 pour prévenir la progression de la

maladie rénale (Liebman et Le 2021).
1.5.3. Maladies neuronales

La dépression , la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la schizophrénie,
les troubles du spectre autistique (TSA)...sont des troubles neurodégénératifs et
psychiatriques courants, qui partagent des caractéristiques communes telles que le stress
oxydatif, l'inflammation et/ou une déficience neurale «entrainant une perturbation de
plusieurs fonctions corticales supérieures, y compris la mémoire, le raisonnement,
l'orientation, la comprehension, la capacité dapprentissage et la stabilité
émotionnelle (Ashwlayan 2017) ; (Bhandari et al., 2021)

e Lamaladie d'Alzheimer :

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative chronique
caractérisée par un dysfonctionnement des synapses et une perte des neurones dans le
cortex cérebral et la région hippocampe du cerveau. Cliniqguement, la MA est associee a
des troubles cognitifs progressifs et a une perte de mémoire (Yang et al., 2020) ;(Tarozzi

et al., 2013). Cette maladie est caractérisée par des agrégats extracellulaires des peptides
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Béta-amyloides (AB) qui conduisent a I'accumulation intracellulaire de protéine tau hyper-
phosphorylée, qui a son tour conduit a la formation d’enchevétrements neurofibrillaires
(Tannenberg et al., 2006) ;(Uddin et al., 2018).

En effet, il a été demontré que l'augmentation du stress oxydatif et la réduction du
réplétion des protéines endoplasmiques, ainsi que l'autophagie, augmentaient les niveaux

d’agrégats AP et de protéines tau (Hoozemans et al., 2005).

En conséquence, des nouvelles stratégies capables de bloquer la neurodégenérescence et
de combattre la maladie sont nécessaires pour soutenir celles qui sont déja connues comme
le SFN (Lépez Salon et al., 2000).

Plusieurs études ont montré que le SFN, augment I’expression de Nrf2 et diminue la
transcription de BACELl et BACE1-AS, toutes deux impliquées dans le processus
d'amyloidogenese, il abaisse également les niveaux de phosphorylation de tau. De plus, le
SFN contribue au contrdle des niveaux de HO-1 dans le stress oxydatif, ainsi qu'a la

réduction de l'agrégation AP (Bahn et al., 2019).

D’autres études ont montré que le traitement par 1’extrait des pousses de brocoli exercait
une action protectrice contre la cytotoxicité et la mort cellulaire induites par I'agrégation
AP.

Le SFN a le potentiel d’améliorer la phagocytose microgliales, qui a été réduite en raison
des agrégats AP (Chilakala et al., 2020). Etant donné que l'activation microgliale joue un

role essentiel dans la neuroinflammation, et les stratégies anti-inflammatoires.

11 existe une réduction des niveaux d’expression des récepteurs de la neurotrophine
p75 (p75RNT) dans le cerveau des patients atteints de MA (Kordower et al.,
1989) ;(Salehi et al., 2000). Le SFN peut également moduler I'expression de p75RNT, qui
joue un réle clé dans la pathogenése de la MA (Zeng et al., 2011). Par conséquent,
I’augmentation de p75RNT pourrait étre une stratégie thérapeutique pour reduire le

développement de I’amyloide AP dans le cerveau (Zhang et al., 2017).

Le SF était capable de supprimer l'activation de la microglie et des astrocytes pour
réduire la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et le TNF-a, tout en
favorisant la production du médiateur anti-inflammatoire tel que I'lL-10. SF a également

inhibé la phosphorylation de la protéine «tau » en modulant le PI3K/Akt/GSK-3p. De
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plus, SF a amélioré la neuroinflammation stimulée par le LPS en inhibant le NF«xB
translocation de p65 vers le noyau et régulation du PI3K/Akt/GSK-3f (Yang et al., 2020)
(Figure 20).
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Figure 20 : Effets du SF sur I'amélioration des troubles cognitifs induits par la STZ
(Streptozotocine) (Yang et al., 2020).

1.5.4. Cancer

Le cancer est une maladie cellulaire aux origines génétiques et/ou épigénétiques
divers qui se traduit par une perturbation de I'noméostasie cellulaire et une perte de
controle de la prolifération cellulaire (Argilés 2005).

Ce dernier améliore la signalisation proliférative, évite les suppresseurs de
croissance, résiste a la mort cellulaire, permette l'immortalité réplicative, induise
I'angiogenese et active I'invasion et les métastases. Deux nouvelles caractéristiques ont été
ajoutées récemment pour, elles reprogramment le métabolisme énergétique et évitent la
destruction immunitaire, appelées caractéristiques émergentes « l'instabilité et la mutation

génomiques, et I'inflammation favorisant la tumeur (Hanahan et Weinberg 2011).

29



CHAPITRE | Rappels bibliographiques

Les graines de brocoli ont longuement été appréciés comme une riche source de
GLS et de leurs produits d’hydrolyse (en particulier SFN), qui sont une classe bien connue

de médicaments chimio-thérapeutiques anticancéreux.

Un certain nombre d’études ont montré que les effets du SFN sur Nrf2 et ses génes
cytoprotecteurs sont mediés par des modifications des résidus de cystéine dans Keapl(Hu
et al., 2011). l'activation des voies de la protéine kinase activée par un mitogene (MAPK),
de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et de la protéine kinase C (PKC); et des
changements épigénétiques, qui ont entrainé une phosphorylation, une accumulation
nucleéaire et une augmentation de la transcription et de la stabilité de Nrf2 (Magesh et al.,
2012) ; (Su et al., 2014) 1l a été demontré que le SFN régule I'activation ou I'extinction

des génes liées au cancer via des modifications épigénétiques (Gerhauser 2013).
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Figure 21 : Effets anticancérigénes du sulforaphane (Bai et al., 2015).

L’activation du Nrf2 par le sulforaphane (SFN). Le SFN active trois protéines kinases
activées par les mitogenes (MAPK) : la protéine kinase régulée par le signal extracellulaire
(ERK), la kinase N-terminale c-Jun (JNK) et p38 ; ceux-ci peuvent stimuler I'activation de
Nrf2. Le SFN peut également activer la protéine kinase C (PKC), qui phosphoryle
directement Nrf2. Alternativement, le SFN active Nrf2 via le phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K) et la protéine kinase B (AKT). En fin de compte, la phosphorylation de Nrf2
déclenche la translocation nucléaire et I'induction de la transcription génique médiée par
I'élément de réponse antioxydant (ARE), réduisant ainsi le stress oxydatif (Bai et al., 2015)
(Figure 21).
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Il. MATERIEL ET METHODES
I1.1. MATERIEL

Notre travail vise 1’évaluation de quelques activités biologiques de 1’extrait
méthanolique des graines de Brocoli Brassica oleracea cultivées en Algérie. Notre étude

cible les activités antibactérienne, anti-inflammatoire et antioxydante.

Notre ¢étude a été effectuée au niveau d’Orpin Center, Unité de production
Morinaga House.

Nos paramétres de recherche ont été réalisés dans des laboratoires en Algérie.

- Laboratoire d’analyse de qualité « AFAK control Eurl » d’Oran.

- Laboratoire de développement et de contrble des préparations pharmaceutiques
hospitaliere, Département de pharmacie, Faculté Médecine, Université Badji Mokhtar-
Annaba.

- Laboratoire de contrdle de qualité et de conformité « Altesse » de Blida.

- Laboratoire SAIDAL d’Alger.

- D’autre parametre a été réalisés au Centre de la Recherche Scientifique et Technique
en Analyses physicochimiques (CRAPC) Bousmail, Tipaza.

- L’extraction du solvant est opérée au niveau de labo génie chimique, Département
Génie des procédés Université Blida 1.

La réalisation de ce projet de recherche s’étale du mois de Mars jusqu’a la premiére

semaine de juillet 2022.

11.1.1. Matériel biologique
11.1.1.1. Espéce végétale

Les graines de Brocoli Brassica oleracea sont récoltées au niveau de la pépiniére d’Orpin
Centre au niveau la région de Douaouda, commune de la wilaya de Tipaza (Algeérie)
(Annexe 01).

11.1.1.2. Souches bactériennes

Pour I’étude de la sensibilité ou de la résistance de notre extrait méthanolique des

graines de brocoli, nous avons testés plusieurs souches bactériennes pathogenes et
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commensale obtenue du laboratoire SAIDAL a savoir : Acinetobacter baumannii NDM-1,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Serratia
marcescens, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538.

11.1.2. Matériel non biologique

Une gamme de matériel non biologique (verreries, réactifs, appareillages...) est
utilisée pour mener a bien les techniques réalisées a Orpin Center, Unité de production
Moringa House. Les détails de 1’appareillage, de matériels et des réactifs sont présentés

dans I’annexe 02.

11.2. METHODES

11.2.1 Préparation du solvant d’extraction

11.2.1.1. Récolte, sechage et broyage des graines

Les graines de brocoli ont été récoltées par 1’équipe de travail d’Orpin Center,
Unité de production Morinaga House. Ces graines sont lavées puis laissées sécher a

I’ombre et & température ambiante dans un endroit propre et aéré.

Aprés séchage, nous broyons ces graines a I’aide d’une broyeuse électrique et le
broyat récupéré a été tamiser. La poudre fine de graines est conservée dans des sachets

sous vide a température ambiante.

11.2.2.2 Extraction méthanolique

e Principe du Soxhlet

Il s'agit d'une extraction solide liquide. L'extracteur de Soxhlet permet le traitement
de solides de toutes tailles, avec des solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés.
Le corps de I’extraction (Soxhlet), contenant un support de cartouche qui est remplie de
solide, est fixé sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmonté d'un réfrigérant. Le
solvant est vaporisé puis condensé, et reste en contact avec le solide. La solution est
soutirée périodiquement par I'amorcage d'un siphon. La solution du ballon s'enrichit petit a

petit en soluté et le solide est toujours mis en contact avec du solvant fraichement distillé.
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e Mode opératoire de I’extraction

L’extraction au Soxhlet a été effectuée de facon séquentielle, en utilisant un solvant de

polarité, le méthanol « MeOH ».

Le corps de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de 40 g de maticre
veégétale (graines de brocoli) en poudre, cette cartouche est fixée sur un réservoir (ballon)

contenant 250 ml de solvant, le méthanol et est surmonté d’un réfrigérant.

Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal
au niveau du réfrigérant et s’écoule, ce dernier est aspiré par un siphon qui évacue le
solvant du porte-cartouche retournant dans le ballon. Le solvant peut donc recommencer
un nouveau cycle d’évaporation condensation. L’extraction se poursuit aux moyennes
durant 08 cycles d’extraction pour extraire le maximum des composées bioactives (Figure
24).

L’extrait méthanolique des graines de brocoli est récupéré aprés 1’évaporation de

méthanol dans un évaporateur rotatif & 60°C pour éviter 1’ébullition (Figure 25).

Mettez I’extrait dans une boite de pétri puis laisser sécher a 40°C avant la conservation

dans un congélateur jusqu’a son utilisation.
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o L - Condenseur/Réfrigérant
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Corps de I’extracteur

Cartouche contenant la poudre

Tube de distillation/ Siphon

[ Ballon

[ Chauffe ballon

Figure 22 : L’appareil de Soxhlet (Original)

Reéfrigérant

Ballon de récupération

Ballon d’évaporation

Bain-marie

Figure 23 : Evaporateur rotatif (Original)
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Le screening phytochimique est un ensemble de réactions physico-chimiques permettant

de déterminer les principaux groupes chimique contenus dans le brocoli.
11.3.1. Recherche des alcaloides

11.3.1.1. Préparation du macérat

- A 1g de poudre des graines de brocoli, ajouter 5ml d’acide sulfurique dilué¢ au
1/10e.

- L'ensemble est laissé en macération a la température du laboratoire pendant 24
heures puis filtré.

- Le filtrat obtenu est complété a Sml avec de 1’eau distillée.

11.3.1.2. Caractérisation du macérat

- Dans trois tubes a essai, introduire dans chacun 1ml de filtrat
- Ajouter 0,5mL des trois réactifs suivants : le réactif de Dragendorff, le réactif de

Bouchardat et le réactif de Mayer.

La présence des alcaloides est caractérisée par la formation
= D’un preécipité rouge orangé avec le réactif de Dragendorff.
= D’un précipité brun avec le réactif de Bouchardat.

= D’un précipité blanc jaunatre avec le réactif de Mayer.
11.3.2. Recherche de composés phenoliques

11.3.2.1. Préparation de I’infusé

- Introduire 5g de poudre des graines de brocoli dans 100mL d’eau bouillante
contenue dans un erlenmeyer de 250mL.

- Arréter I’ébullition et refermer I’erlenmeyer avec un verre de montre ou le
surmonter d’un entonnoir et laisser infuser pendant 15min.

- Ensuite filtrer et rincer avec un peu d’eau chaude de maniére a obtenir 100mL de

filtrat.

11.3.2.2 Caractérisation des anthocyanes
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- A 5mL d’infusé présentant une coloration plus ou moins foncée.
- Ajouter 5mL de I’acide sulfurique « H2SO4 » a 10% puis SmL d’ammoniaque
« NH4OH ».

Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violet en milieu basique, nous

pouvons conclure la présence d’anthocyanes.

11.3.2.3 Caractérisation des tanins

- Introduire dans un tube a essai SmL d’infus¢.
- Ajouter ImL de solution aqueuse diluée de la solution de chlorure ferrique
« FeCI3 » (1%).

En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu noiréatre.

A- Recherche des tanins catéchiques (réaction de Bate-Smith) :

- A 5mL d’infusé, ajouter ImL d’acide chlorhydrique « HCI » puis porter a ébullition

pendant 10min.

L’observation d’un précipité rouge soluble dans 1’alcool amylique ou isoamylique

indique une réaction positive.

B- Recherche des tanins galliques (réaction de Stiasny) :

La différenciation des tanins catéchiques et galliques est obtenue par la réaction de Stiasny.

- A 15mL d’infusé, ajouter 7,5mL de réactif de Stiasny puis chauffer au bain-marie
a 90°C pendant 15 a 30min.

L’apparition d’un précipité montre la présence de tanins catéchiques.

- Filtrer et saturer le filtrat avec I’acétate de sodium pulvérisé

- Ajouter quelques gouttes (1mL) de la solution de chlorure ferrique « FeClI3 » (1%).

Le développement d’une teinte bleue noiratre indique la présence de tanins galliques

non précipités par le réactif de Stiasny.
11.3.2.4. Caractérisation des flavonoides

e Réaction a la cyanidine (Test de Shinoda)
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- A SmL d’infusé, ajouter SmL d’alcool chlorhydrique puis quelques copeaux de

magnésium et ImL d’alcool isoamylique.

- L’apparition d’une coloration rose-orangée (flavones) ou rose-violacée (flavanones)
ou rouge (flavonols, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageant d’alcool

isoamylique indique la présence d’un flavonoide libre (génine).
- Les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques.

La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, les

catéchines et les isoflavones.

e Réaction a la soude

- Pour la macération, 1 g de poudre des graines de brocoli est mis a macérer, pendant
24H dans 15mL d’acide chlorhydrique « HCI » (1%).

- Apres filtration, SmL du filtrat sont alcalinisés par la soude ou I’ammoniaque.

L’apparition d’une coloration jaune indique la présence de flavonoides.

11.4. DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES
11.4.1. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage est effectué suivant les recommandations de Cheok et al., 2013

e Principe

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caracterisées
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou
engagés avec un glucide. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les
tanins. Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit des
1965.

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040). I est réduit, lors de I’oxydation des phénols,

en un mé¢lange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne.
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La coloration produite, dont 1’absorption maximale est comprise entre 725 et 750 nm est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

e Mode opératoire

- Un volume de 200uL de la solution mere d’acide gallique et 1’extrait méthanolique
des graines de brocoli est introduit dans des tubes a essai, ImL du réactif de Folin
Ciocalteu dilué 10 fois y est additionnée.

- Apres un repos de Smin, on introduit 800uL de carbonate de sodium a 7,5%.

- Les tubes sont agités et conservés durant 30 minutes a la température ambiante.

- L’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a [’aide d’un

spectrophotomeétre SHIMADZU UV-1202.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions

opeératoires en utilisant I’acide gallique comme contrdle positif.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme

de matiere végétale seche (mg EAG/gr de matiere seche).

11.4.2. Dosage des tanins totaux

La teneur en tanins totaux a été évaluée selon la méthode colorimétrique décrite par

Polshettiwar et al. (2007).
e Principe

Le dosage est basé sur la réduction, en milieu alcalin, des acides phosphomolybdique et

tungstique contenus dans le réactif de Folin-Denis (RFD).

La reaction donne une coloration bleue dont [lintensité est mesurée par

spectrophotométrie a 755nm.

e Mode opératoire
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- 0,5mL de RFD et 1mL de carbonate de sodium (Na2CO3 0,5%) ont été introduits
dans une fiole jaugée.

- 100uL de la dilution de I’extraits méthanolique a été ajoutés.

- Le volume de la solution a été ajusté a 5SmL par I'eau distillée.

- Aprés une incubation de 30 min, l'absorbance a été mesurée par un
spectrophotometre SHIMADZU UV-1202.

La teneur en tanins totaux a été déterminée par extrapolation sur une courbe

d’étalonnage obtenue a partir d’une série de dilutions de 1'acide tannique (SM 10mg/ml).

Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalent acide tannique par gramme de

matiére végétale seche (mg EAT/gr MS).
11.4.3. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par

Zhishen, Mengcheng, et Jianming 1999 .
e Principe

Le dosage est basé sur la formation de complexes entre les flavonoides et le
trichlorure d'aluminium. Les complexes produits, de couleur jaune, absorbent dans le

visible a 510nm.

e Mode opératoire

- 500uL de I’extrait brut est mélangé avec 2ml d'eau distillée, et additionnés de 150ul
de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%.

- Apres Smin d’incubation, 100uL de trichlorure d'aluminium a 10% est rajouté au
mélange.

- Aprés une nouvelle incubation de 6min, Ajouter ImL de carbonate de sodium 1M.

- Le mélange est complétement agité afin d’homogénéiser le contenu et I'absorbance

de la solution est déterminée a 510nm contre un blanc.

Une courbe d'étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires

en utilisant la quercétine comme contréle positif.

La teneur en flavonoides totaux est exprimée en milligramme (mg) équivalent de

quercétine par gramme de matiere végétale seche (mg EQ/g MS).
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11.5. EVALUATION DE QUELQUES ACTIVITES BIOLOGIQUES

I1.5.1. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activit¢ antioxydante a ¢été évaluée par la méthode de piégeage du radical

Diphénylpicrylhydrazyl (DPPH), selon les recommandations de( Boulila et al., 2015).
e Principe

La méthode du DPPHe est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de I’espéce
radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogene (AH), qui

aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPH-H.

La réduction du DPPHs en DPPH-H induit une perte de sa couleur violette qui devient

jaune pale aprés transfert d’électron par les composés antioxydants (Figure 27).

Cette réduction est suivie par spectrophotométrie & 515nm par rapport a un

standard, qui est I’acide ascorbique.

" i : it y
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:0/ | ¢ =
| =0 ' N=0
. " A 5 \ /
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DPPH' DPPH-H

Figure 24 : Forme libre et réduite du DPPH(Pyrzynska et Pekal 2013).

e Mode opératoire

- 2mL d’une solution méthanolique de DPPH, préparée a 0,04 g /I, sont ajoutés a
ImL de chacune des dilutions de I’extrait méthanolique et de 1’acide ascorbique.

- Apres 60min d’incubation a I’abri de la lumiere, les absorbances sont lues a 515nm.
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Les courbes exprimant le pourcentage de piégeage du DPPH en fonction de la

concentration, en mg/ml, de I’extrait méthanolique et celle de 1’acide ascorbique sont

tracées.

11.5.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par la méthode de dénaturation des

protéines, selon les recommandations d’ Alhakmani, Kumar, et Khan (2013).

Mode opératoire

Le mélange réactionnel est constitué de 2ml d’extrait méthanolique des graines de
brocoli a différentes concentrations (100-500ug/ml) et 2,8ml d’cau distillée ajustée
a pH= 6,4 (tampon PBS), auquel est ajouté 2ml d’albumine d’ceuf (source des
protéines).

Le tout est incubé a 37°C pendant 15 minutes.

La méme expérience est répétée avec 1’acide acétylsalicylique, utilisé comme
standard.

La dénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel dans un bain-marie
chauffé & 72°C pendant 10 minutes.

Apres refroidissement, 1’absorbance est mesurée a 660nm en utilisant 1’eau distillée

comme blanc.

11.5.3. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Principe

L’activité antibactérienne a été évaluée en deux étapes :

- La sensibilité des souches bactériennes aux différents extraits a été recherchée
par la méthode de diffusion sur disques.
- La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été réalisée

par la méthode des micro-dilutions.

Mode opératoire

A-Test de sensibilité

- Des suspensions bactériennes ont été preparées dans une solution physiologique

a partir de colonies jeunes (18-24H), en ajustant la turbidité a 0,5 Mc Farland.
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- Al'aide d'un écouvillon stérile, les bactéries en suspension ont été ensemencées
sur une surface gelosée séche (gélose Mueller-Hinton liquéfiée, coulée et
refroidie dans des boites de Pétri).

- Des disques stériles de papier (6 mm de diameétre) ont ensuite été placés puis
imprégnés de 10uL d’extrait méthanolique.

- Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24H.

La souche est considérée comme résistante pour un diamétre inférieur a 8mm,
modérément sensible entre 8 et 14mm, sensible pour un diameétre d’inhibition entre 14 et

20mm et tres sensible si le diametre est supérieur a 20mm.

Bolte de Petri ensemencée
[~ Be Ractétion

kl i o - Doguedanthiolique
4 1

Figure 25 : la méthode de diffusion sur disques « teste de sensibilité » (original)

B- Détermination de la concentration minimale inhibitrice de I’extraits méthanolique

- Des suspensions bactériennes des cellules bactériennes jeunes ont été préparées
dans des tubes stériles, contenant de 1’eau physiologique a une valeur de 0,5 Mc
Farland.

- Ces derniers, doivent étre utilisés dans les 30min suivantes pour éviter le

changement du nombre de cellules bactériennes.

Dans les puits des plaques de micro-tubes

- On mélange 50ul de la solution diluée d’extrait méthanolique des graines de
brocoli, preparées dans le diméthylsulfoxyde « DMSO » (un solvant polaire
organosulfure), avec 100ul de Mueller Hinton liquide (MH liquide + rouge de
phénol 20mg/ml et du glucose 20g/ml).

- On ajoute dans chaque puits, 50ul de chaque suspension bactérienne.

- Pour vérifier que les résultats de sensibilité sont exacts, il faut inclure un témoin

positif et un autre négatif pour chaque souche.

44



CHAPITRE 11 MATERIELS ET
METHODES

Les plagues ont été incubées a 37°C  pendant  24H.
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11.1. RESULTAT

L’extraction de la poudre des graines de brocoli locale est réalisée par 1’extracteur

Soxhlet. L’extrait obtenu est de couleur marron foncé (figure 26).

Figure 26 : I’extrait méthanolique des graines de brocoli (original)
111.1.1. Criblage phytochimique

Nous avons effectué des tests phytochimique sur I'extrait méthanolique de grain de
brocoli. Ces tests sont liés a la quantité de précipitation et a la coloration, qui sont

proportionnelles a la quantité de substance recherchée

Les principaux groupes chimiques présents dans notre extrait des grains de brocoli
sont regroupés dans le tableau I.
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Tableau I : Criblage phytochimique de I’extrait des grains de brocoli

Extrait
Composés Réactions méthanolique des
P graines de brocoli
Réactif de Bouchardat (++)
Alcaloides
Reéactif de Dragendorff (++)
Réactif de Mayer (++)
Composés phénoliques Reactif chlorure ferrique (+++)
Anthocyanes Acidification (+)
Et alcalinisation
) T . )
Flavonoides Reéaction & la cyanidine
\ (+)
Test a la soude
Tanins condensés Reéaction de Bate-Smith )
(Tanins catéchiques)
(+++)
Tanins hydrolysables Reéaction de Stiasny
(Tanins galliques)

L’analyse du tableau ci-dessous révéle les résultats suivants :

- Le réactif de Bouchardat, réactif de Dragendorff, réactif de Mayer sont des réactions
moyennement positives avec le brocoli « ++ ». Cela montre que I’extrait des graines est

riche en alcaloides.

- Les réactions au réactif chlorure ferrique et au réactif de Stiasny ont des réactions

fortement positives avec les graines de brocoli « +++ ». Cette forte réactivité suggere que
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notre extrait est riche en composés phénolique en particulier les Tanins hydrolysables ou
Tanins galliques
- Le Test a la soude et I’Acidification et 1’Alcalinisation sont des réactions faiblement

positives avec le brocoli « + ».

La réaction de Bate-Smith et la réaction a la cyanine sont des réactions négatives avec le
brocoli « - ». Ces réactions confirment I’absence de composés phénoliques de type Tanins

condensés ou catéchiques

Les résultats de Screening phytochimique pour la caractérisation des groupes
chimiques présents dans 1’extrait méthanolique des graines de brocoli ont mis en évidence
la présence des alcaloides, de composés phénoliques, des Tannins Galliques et des

Flavonoides.

I11.1.2. Quantification de certains composés identifiés dans ’extrait des

graines

II1.1.2.1. Teneurs de I’extrait méthanolique des graines de brocoli en
composes phénoliques

Les analyses quantitatives des composés phénoliques de 1’extrait méthanolique des
graines de brocoli, sont déterminées a partir de 1’équation de la régression linéaire de la

courbe d’étalonnage. Cette courbe est tracée en utilisant I'acide gallique (AG) comme

standard.

La figure 27, représente la courbe d’étalonnage de la concentration de 1’acide
gallique (mg/ml) en fonction de I’absorbance (nm). Le résultat montre que plus la

concentration de 1’acide gallique est élevée, plus I’absorbance est importante.

L’absorbance enregistrée sera donc celle de la substance a doser (polyphénols

totaux) dans I’extrait des graines de brocoli.

L’équation standard de courbe est la suivante : Y = 17,601 x -0,074 ; r2=0.971.
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Figure 27 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des composes

phénoliques totaux.

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

L’estimation quantitative des polyphénols totaux montre que I’extrait méthanolique
des graines de Brassica oleracea est riche en composés phénoliques. La teneur par gramme
de matiére seche est obtenue a 0,578mg EAG /g MS d’extrait (Tableau I1).

II1.1.2.2. Teneurs de I’extrait méthanolique des graines de brocoli en

tanins totaux

Les analyses quantitatives des tanins totaux de 1’extrait méthanolique des graines de
brocoli, sont obtenues a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage.

Cette derniére est tracée en utilisant 1’acide tannique (AT) comme standard selon

I’équation standard de la courbe : Y = 0.368 x + 0.140 ; r?=0.979.

La figure 28, représente la courbe d’étalonnage de la concentration de 1’acide
tannique (mg/ml) en fonction de 1’absorbance (nm). Le résultat montre que la

concentration de 1’acide tannique augmente en fonction de 1’absorbance.
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L’absorbance enregistrée montre alors la présence des tanins totaux dans le brocoli.

La valeur en tanins totaux par gramme de matiére séche est obtenue a 1,278mg

EAT/gr MS (Tableau II).
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique pour le dosage des tanins totaux.
111.1.2.3. Teneurs des extraits méthanolique des graines de brocoli en

flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits méthanolique des graines de brocoli, ont été
déterminées a partir de I’équation de la régression lin€aire de la courbe d’étalonnage,
tracée en utilisant la quercétine(Q) comme standard.

La figure 29, représente la courbe d’étalonnage de la concentration de la quercétine
(mg/ml) en fonction de 1’absorbance (nm). Nos résultats montrent que la concentration de
la quercétine est proportionnelle avec 1’absorbance. Ce qui prouve la présence des

flavonoides dans les graines de brocoli.

L’équation standard de courbe est décrite comme suit: Y =0,530 x 0.092 ; r2 = 0.976.
La concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine (0— 40 pg/ml) et est exprimée en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

50



CHAPITRE 111 RESULTATS ET
DISCUSSION

0,14
v =0,530x+ 0,092
r2=0,976 .
0,13 __.~-"/
>
@ < -
2 0,12
= 5
5 >
S e
= 0,11
-
o ’
0,10 - o0
0,09 -
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1
Concentration (mg/ml)

Figure 29 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides

Nous enregistrons une teneur de 2,586 mg EQ/gr MS en flavonoides dans 1’extrait
méthanolique des graines de brocoli (Tableau I1).
Tableau Il : Teneurs des extraits méthanolique de 1 gramme de graines de brocoli en

polyphénols : les composés phénoliques totaux, tanins et flavonoides

Parametres Teneur en Extrait méthanolique des

graines de brocoli

Composé phénoliques totaux | mg EAG/g MS 0,578
Tanins totaux mg EAT /g MS 1,278
Flavonoides mg EQ/g MS 2,586

EAG : équivalent d’acide gallique, EAT : équivalent d’acide tannique, EQ : équivalent
de la quercétine ; MS : matiére seche.
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111.1.3. Evaluation de quelques activités biologiques

111.1.3.1. Détermination de I’activité antioxydante du brocoli

Afin de quantifier les molécules antioxydantes présentes dans [’extrait
méthanolique des graines de Brassica oleracea var. ltalica, nous avons utilisés ’acide
ascorbique (Vitamine C) comme standard connu pour son excellente activité antioxydante.
Nous avons tracé dans un premier temps la courbe d’étalonnage antioxydante (Figure 30).
Cette courbe représente le pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la

concentration de 1’acide ascorbique, les valeurs sont exprimées en mg/ml (Tableau I11).
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Figure 30 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la
concentration de 1’acide ascorbique.

Nous avons tracé par la suite, la courbe illustrée sur la (Figure 31) qui
représente le pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration de
notre extrait méthanolique. Les valeurs sont exprimées en mg/ml (Tableau I11).

A différentes concentrations de [’antioxydant testé (Acide ascorbique, Extrait

méthanolique), la cinétique de réduction du DPPH® est suivie au cours du temps
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Figure 31 : Pourcentage de piégeage du radical DPPH en fonction de la concentration

de I’extrait méthanolique du brocoli.

La droite obtenue représente I’augmentation de 1’absorbance du radical DPPH en
fonction de la concentration de I’extrait méthanolique de brocoli. Ce qui suggere la
présence de molécules antioxydantes. On observe une bonne linéarité de 1’absorbance en
fonction de la concentration.

La Détermination d’IC50 : Ce parametre est défini comme la concentration
d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est inversement lié

a la capacité antioxydante.

L’IC50 est inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un composé,
parce qu’il exprime la quantité¢ d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du
radical libre de 50%. Plus la valeur d’IC50 est petite, plus l'activité antioxydante d'un

composé est grande.
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Tableau 3 : Valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (1C50).

Espéce Acide ascorbique Brocoli

1C50 (mg/ml) 0.040 0.058

IC : Inhibitrice Concentration

Le tableau 3 montre que I’extrait méthanolique des graines de brocoli posséde une
activité antioxydante trés importante de 0.058 mg/ml, Ce résultat est proche de celui du

standard (acide ascorbique) qui représente 0.040mg/ml.

D’aprés ces résultats on prouve que 1’acide ascorbique reste 1’antioxydant le plus
efficace par rapport a notre extrait méthanolique des graines de la plante étudiée. Cette

activité semble étre liée a la présence des composes phénoliques.

111.1.3.2. Détermination de P’activité anti-inflammatoire du Brocoli

L’¢étude de I’activité anti-inflammatoire a pour objectif la vérification in vitro de
I’effet anti-dénaturation induit par I’extrait méthanolique de Brassica oleracea dans

I’albumine d’ceuf

L’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique des graines de brocoli, a été
déterminée a partir de 1’équation de la régression lin€aire de la courbe d’étalonnage, tracée

en utilisant I’acide acétylsalicylique « aspirine » comme standard.

Les résultats sont représentes dans la figure 32, la figure 33 et le tableau V.
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Figure 32 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction de la

concentration de 1’aspirine
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Figure 33 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction
de la concentration du brocoli.
La courbe d’étalonnage obtenue est bien linéaire ce qui suggere que notre extrait est

doté d’une importante activité antiinflammatoire (figure 36).
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L’équation de courbe est décrite comme suit : Y =283,158x -12,001 r2=0,974

Les résultats de I’activité anti- inflammatoire de Brassica oleracea sont représentés
en comparaison avec 1’aspirine (utilisé comme médicament de référence) et sont présentés
sur le tableau ci-dessous (Tableau 1V).

La concentration de I'extrait pour une inhibition de 50% des protéines (IC50) est

déterminée par la courbe dose-réponse.

Tableau IV : Les valeurs des concentrations inhibitrices a 50% (1C50)

Espéce Aspirine  |Brocoli
IC50 (mg/ml) 0.302 0.219

IC : Inhibitrice Concentration
L’extrait méthanolique des graines de brocoli possede une activité anti-
inflammatoire qui représente 0.219 (mg/ml). Ce résultat est supérieur a celui du standard
(acide acétylsalicylique) qui représente 0.302 (mg/ml).

111.1.3.3. Détermination de P’activité antibactérienne du Brocoli

L’activité antibactérienne contre les microorganismes (souches bactériennes a gram
positive et négative) a été évaluées qualitativement et quantitativement par la présence ou
I'absence de diamétres de zone d'inhibition (1ZD) et les valeurs de concentration minimale
inhibitrice (MIC) par la méthode de diffusion de puits d'agar et la méthode de micro-

dilution.

Dans notre étude I’activité antibactérienne de I’extrait des graines de brocoli a été

réalisée, en mesurant la concentration minimale inhibitrice (CMI) seulement (Figure 34).
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Figure 34 : Sensibilité et CMI (mg/ml) des souches bactériennes testées aux extraits
méthanolique des graines de brocoli.

L’analyse des résultats de la sensibilité des souches bactériennes testées aux extraits
méthanolique des graines de brocoli confirment que I’espéce végétale étudiée est douée de

propriétés anti bactériennes.

Selon les résultats obtenus, il a été identifié que Salmonella typhimurium ATCC
14028 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont des bactéries résistantes aux extrait

méthanolique du brocoli « R ».

Alors que pour la majorité des souches testées par I’extrait méthanolique des
graines de brocoli montrent que ce dernier possede une activité antibactérienne plus
importante, vis-a-vis Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Acinetobacter baumannii NDM-1, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 avec des concentration minimale inhibitrice « CMI» de
6.25,5,5,2.9,2.9,2.2 et 2.2mg/ml, respectivement.
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111.2. DISCUSSION

Les résultats relatifs au criblage phytochimique de I’extrait méthanolique des

graines de brocoli montre que Brassica oleracea est riche en métabolites secondaire tel que
les alcaloides, les composés phénoliques, les tanins hydrolysables, flavonoides de type

chalcones, dihydrochalcones, aurones, catéchines ou isoflavones. Nous remarquons aussi
I’absence des tanins catéchiques.

Concernant I’étude quantitative des composé€s, nous avons enregistré une teneur de
0,578 mg EAG/gr MS des composés phénoliques et 1,278 mg EAT/gr MS des tanins
totaux et nous avons noté une teneur de 2,586mg EQ/gr MS en flavonoides dans 1’extrait
méthanolique des graines de brocoli dans I’extrait méthanolique des graines de brocoli.

Selon I’étude G et al, en 2013 L'analyse phytochimique de I’extrait de brocoli a
révélé la présence des flavonoides, les polyphénols et alcaloides, les tanins .

Le brocoli se distingue par la présence de nombreuses substances bioactives aux
propriétés bénéfiques pour la santé. Parmi ces composés bioactifs, les glucosinolates, les
composés phénoliques (flavonoides, tanins), les vitamines (vitamine C) (Borowski et al.,
2008).

Selon le travail de Thomas, en 2018 qui se concentre principalement sur
I'identification, la caractérisation et la quantification des glucosinolates et des polyphénols
présents dans 10 lots rejetés des graines de brocoli et de résidus industriels de brocoli tels
que les fleurons, les tiges et le mélange de fleurons et de tiges. La caractérisation et la
quantification simultanées ont indiqué la présence de 12 glucosinolates (principalement de
la glucoraphanine) et de 5 polyphénols dans les sous-produits du brocoli. La teneur en
glucosinolates variait de 0,2 a 2% de matiere séche (MS), tandis que les polyphénols
étaient inférieurs a 0,02% de MS.

La teneur en Glucosinolates en particulier les isothiocyanates dans les graines de

brocoli était significativement plus élevés que celle de ses fleurons et de ses tiges.
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Nos résultats révelent que 1’extrait méthanolique des graines de brocoli posséde une
activité antioxydante de 0.058 mg/ml, ce résultat est proche de celui du standard utilise

(acide ascorbique) qui représente 0.040 mg/ml.

L’acide ascorbique (Vitamine C) est un composé organique hydrosoluble, il est
considéré comme un réducteur tres puissant (Arnold et al., 1986). Ce dernier est un
antioxydant prédominant, il exerce a la fois son pourvoir antioxydant intracellulaire et
extracellulaire (Zussman et al., 2010). De plus il neutralise les radicaux libres dans les
compartiments aqueux de la cellule, et protége les structures intracellulaires du stress

oxydant (Manela-Azulay et Bagatin 2009).

Brassica oleracea var. Italica est reconnu pour sa haute teneur en vitamines
(Mukherjee et Mishra 2012).

De plus c'est une source importante de multiples composeés a activité antioxydante
tels que l'acide ascorbique et les composés phénoliques, notamment les acides phénoliques

et les glucosinolates et de la quercétine (Moreno et al., 2006).

Les polyphénols sont parmi les métabolites secondaires qui possédent des capacités
antioxydantes importantes. Cette activité est due a leurs propriétés redox qui leur
permettant d'adsorber et de neutraliser les radicaux libres et de piéger les espéces réactives
d’oxygénes (Rochette et al., 2015) ;(Hussain et al., 2016).

Plusieurs études indiquent que les polyphénols pourraient diminuer le risque de
survenue d’un certain nombre de pathologies, en particulier celles liées au vieillissement et
aux lésions oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires ou neurodégénératives)
(Leong et Shui 2002).

Le pouvoir antioxydant des tannins est trés remarquable due a leurs noyaux phéenols
et la présence des groupes di- ou tri-hydroxyles sur le cycle B et les groupes méta 5,7 di-

hydroxyles sur le cycle A (Rahman et al., 2006).

Notre extrait méthanolique des graines de brocoli posséde une activité anti-
inflammatoire qui représente 0.219 (mg/ml). Ce résultat est supérieur a celui du standard

utilisé (acide acétylsalicylique) qui représente 0.302 (mg/ml).
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L’acide acétylsalisalicylique (I’aspirine) est préparée par synthése chimique ,il
appartient a la famille des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) forment un groupe
hétérogene des substances, qui exerce des effets anti-inflammatoires en diminuant la
synthése des prostaglandines par inhibition de la cyclo-oxygénase (COX)(Vergne et al.,
2000).

Les AINS sont parmi les médicaments les plus fréquemment prescrits dans le
monde dont I’aspirine est le chef de file (Derrier et Mercatello 1997). De plus elle est
capable de soulager I’inflammation, mais toutefois, il entraine des effets secondaires qui
rendent leur utilisation problématique, notamment : hémorragie intestinale, des troubles

digestifs, ou un antécédent d’ulcere (Derrier et Mercatello 1997).

Il est des lors intéressant de savoir que la nature nous offre une foule de plantes

médicinales, ceux-ci pourraient avoir moins d’effets secondaires néfastes.

Le brocoli est bien connu pour sa haute teneur en composes bioactives qui lui
permet 1’acquisition de I’activité anti-inflammatoire tels que 1’acide acétylsalicylique, et
les flavonoides notamment la quercétine (Borowski et al., 2008)

L’activité anti inflammatoire de brocoli ici puissante grace a la présence de la
quercétine. L’effets anti-inflammatoire de ce dernier implique plusieurs voies de
signalisation (Chirumbolo 2010). Elle est désignée comme inhibitrice des médiateurs
inflammatoires en modulant certaines enzymes tels que les prostaglandines et les
lipoxygénases produites par les cyclooxygénases en réduisant ainsi les leucotriénes (Xiao
et al., 2011). Ce polyphénol peut moduler I’activité des kinases impliquées dans les
réponses inflammatoires comme la p38 et ’ERK (Geraets et al., 2007), ainsi que
I’expression du facteur pro-inflammatoire des cytokines tumorales (TNF-a), via
I’inhibition du facteur de transcription NF-kB (Chirumbolo 2010), empéchant ensuite la

stimulation de certaines interleukines inflammatoires tels qu’IL-1-p (Yoon et al., 2011).

Les flavonoides jouent un réle trés important dans le traitement du diabéte (inhibant
I’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations
(inhibant la lipoxygénases la phospholipase et la cyclo-oxygénase), des hépatites, des
tumeurs, de I’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des

affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (NABILA, 2011) .
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Le brocoli et ses derives tel que le sulforaphane (SFN) ont des propriétés anti-
inflammatoire (Al-Bakheit et Abu-Qatouseh 2020) ; (Ferruzza et al., 2016) ;(Choe et
al., 2018) ; ( Saleh et al., 2021 ).

Des études récentes ont montré que le SFN peut inhiber de maniére significative les
médiateurs inflammatoires, tels que I'lL-6, I'IL-1pB, le TNF-a, 1'oxyde nitrique (NO) et la
prostaglandine E , (PGE ;) et les enzymes inflammatoires, par exemple le NO inductible
synthase (iNOS) et cyclooxygénase 2 (COX-2), en supprimant l'activation de la voie de
signalisation NFkB (Heiss et al., 2001) ; (Moon et al., 2009) , (Lin et al., 2008) ;(Qin
et al., 2018) ; (Ruhee et al., 2019); (Shan et al., 2010) ; (Woo et Kwon 2007).

Par conséquent, 1'inhibition de I'activation de NFkB par le SFN est une approche

importante pour prévenir des effets délétéres.

Selon 1’étude de Bahadoran et al, en 2013, montre que l'efficacité potentielle du
sulforaphane dérivé des jeunes graines de brocoli a été confirmée comme une option de
traitement viable pour le diabéte de type 2. Ce dernier cible certains récepteurs activés par
les proliférateurs de peroxysomes, qui contribuent a I'homéostasie du glucose dans des

conditions d'hyperglycémie et I'oxydation.

Les effets de la poudre des grains de brocoli sur la résistance a l'insuline chez les
patients diabétiques de type 2 ont été ¢tudiés dans le cadre d’une nouvelle approche qui
comprenait 1’utilisation de ses constituants bioactifs (flavonoides, sulforaphane). Les
résultats ont montré qu’une poudre des graines de brocoli contenant une forte
concentration de sulforaphane peut réduire considérablement la concentration sérique

d'insuline et prévenir les complications du diabete (Bahadoran et al., 2012).

Néanmoins, prises ensemble, le SFN qui joue un rdle protecteur contre la
néphropathie diabétique dans des modeéles animales et que son effet est médié par
I'activation de Nrf2 (Zheng et al., 2011) ; (Wu et al., 2015).

Le sulforaphane en tant que stimulateur de Nrf2 exerce des effets rénoprotecteur in
vitro. Il inverse I'élévation des marqueurs autophagiques, tels que le rapport beclin-1 et

LC3 (11/1), et a augmenté la production de HO1 dans la lignee cellulaire du tubule rénal
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humain HK-2 avec ré-stimulation glycémique. Il atténuait aussi I'activation de p38 et
PI3K/Akt473 (Kim et al., 2019).

De plus, le SFN a partiellement amélioré le debit sanguin rénal et I'O cortical et
médullaire de tension, et réduit le niveau de ROS (Thomas et al., 2018).

Plusieurs études précliniques suggerent que le SFN pourrait étre une nouvelle thérapie
potentielle pour les maladies rénales en stimulant la voie Nrf2. Le SFN est un composé
rénoprotecteur majeur dérivé du brocoli, et le mécanisme rénoprotecteur peut étre associé a

la régulation du stress oxydatif et de I'inflammation (Houghton et al., 2016).

Les isothiocyanates et en particulier le sulforaphane étaient des molécules dotées de

propriétés anti-carcinogenes (Thomas et al., 2018).

Les graines de brocoli ont longuement été appréciés comme une riche source de
GLS et de leurs produits d’hydrolyse (en particulier SFN), qui sont une classe bien connue
de médicaments chimio-thérapeutiques anticancéreux. qui agissent en induisant I'apoptose
et en arrétant I’avancement du cycle cellulaire (provoquait un arrét de la phase (G2/M)
entrainant une inhibition de la prolifération/croissance tumorale, qui était liée a une
régulation négative des genes de la cycline B1 (Cheng et al., 2016) ,et de la cycline D1
ainsi qu'a une augmentation des niveaux de protéines de p21 (un inhibiteur des kinases

dépendantes des cyclines) (Zuryn et al., 2016).

Ces derniers sont capables d’inhiber la carcinogenese. Ils inhibent en plus
I’angiogeneése, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif et métastatique des
cellules tumorales (Sharma et al.,2008).

Le sulforaphane est utilisé comme complément alimentaire antioxydant. Il induit
des enzymes de phase | et de phase Il pour prévenir la carcinogenese et présente également
une action antitumorale en phase post-initiation suggérant des réles supplémentaires dans
la prévention du cancer (Sm et al., 2015).

Le sulforaphane prévient la neurodégénérescence et a ainsi son effet sur la maladie

d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (Tarozzi et al., 2013).

L’analyse de nos résultats sur la sensibilité des souches bactériennes testées a

I’extrait méthanolique des graines de brocoli montre que cette espéce présente 1’activité
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antibactérienne la plus importante, vis-a-vis Klebsiella pneumoniae (CMI = 6.25 mg/ml),
Serratia marcescens (CMI = 5 mg/ml), Escherichia coli ATCC 25922 (CMI =5 mg/ml),
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CMI = 2.9 mg/ml), Escherichia coli ATCC 8739
(CMI = 29 mg/ml), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI = 2.2 mg/ml),
Acinetobacter baumannii NDM-1, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI = 2.2
mg/mL). Seulement Salmonella typhimurium ATCC 14028 et Staphylococcus aureus
ATCC 25923 sont des bactéries résistantes aux extrait méthanolique du brocoli ce qui
confirme que cette derniere (Brassica oleracea var. Italica) est douée des propriétés
antibactériennes et présente des potentiels en thérapie contre certaines infections

bactérienne.

Le et al, en 2019 ont démontré in vitro que le brocoli exerce une bioactivités
antibactérienne contre une gamme d'agents pathogenes d'origine alimentaire et de microbes
entéro-pathogenes, y’ compris Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonelle
Typhimurium et Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus et cela revient a la présence

du sulforaphane.

Selon Silva et al, en 2013 et Silva et al, en 2016 les bactéries a Gram-positives
étaient plus sensibles a I'extrait des graines de brocoli que les bactéries a Gram-négatives
La raison possible pourrait étre due a la différence structurelle des bactéries Gram-
positives et Gram négatives. En comparaison avec notre résultat qui montre que notre
extrait méthanolique posséde une activité antibactérienne contre plusieurs bactéries a

gram-négatives par rapport a des bactéries a gram-positive.

L'isothiocyanate sulforaphane (SFN) semble une option thérapeutique prometteuse
pour les bactéries a Gram (+) et a Gram (—), et les infections bactériennes puisqu'il module

les réponses antioxydante et anti-inflammatoires (Ali et al., 2020).

Des substances telles que les flavonoides et les tanins possédent une activité
antibactérienne confirmée ( Bruyne et al.,1999). Par ailleurs, 1’activité bactériostatique de
ces molécules a été également rapporteée sur différentes bactéries notamment, Bacillus
anthracis, B. subtilis, Staphylococcus aureus, Clostridium bolulinum (Chung et al., 1998).

Selon les recherches de Le et al, en 2019 ont démontré que les graines de brocoli

possedent une excellente activité bactéricide contre Helicobacter pylori.
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D’autre part Selon les résultats de ce dernier, les activités antimicrobiennes des
fleurons et des tiges de brocoli ont été discutées au lieu des graines, cette étude a présente
que B. subtilis était sensible a 1’extrait éthanolique des pousses de brocoli « ESB » a faible
concentration (0,39 mg/ml) et présentait également un 1ZD trés actif (26,44mm), tandis
que Typhimurium et E. Coli pourrait étre inhibé par I'ESB a des CMI plus élevées (0,78 et
1,56 mg/ml) et a des 1ZD plus petites (21,03 et 17,84 mm). En Comparison avec notre
extrait méthanolique des graines de brocoli qui possede une activité antibactérienne
importante, vis-a-vis vis Klebsiella pneumoniae (CMI = 6.25 mg/ml), Serratia
marcescens (CMI = 5 mg/ml), Escherichia coli ATCC 25922 (CMI = 5 mg/ml),
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (CMI = 2.9 mg/ml), Escherichia coli ATCC 8739
(CMI = 2.9 mg/ml), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI = 2.2 mg/ml),
Acinetobacter baumannii NDM-1, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI = 2.2
mg/ml) . La différence entre les deux résultats est capable di a la différence de la partie
étudié et des composants de cette derniére.

Des études antibactériennes préliminaires de G et al, en 2013 sur les extraits de
brocoli ont démontré sa large activité contre les agents pathogenes d'origine alimentaire.
La plupart des extraits ont montré une activité antibactérienne avec une plage de diameétre
de zone avec B. subtilis ATCC 6633 (0,6-15,4 mm) et Bacillus cereus ATCC 10876 (8,9-
16,3 mm) se sont révélés d’étre les organismes les plus sensibles de 1'étude.

Nos resultats corroborent avec de Le et al, en 2019 et G et al, en 2013, Ils ont
trouvé une activité plus élever car il ont utilisé des partie botanique différente ,ils ont
utilisé les feuilles et les tiges alors que on a utilisé les graines ce qui a donner différentes

résultats par contre les 3 partie botanique ont une activité antibactérienne.

Des études récentes montrent que l'isothiocyanate sulforaphane (SFN) est un
antibiotique tres puissant et sélectif contre H. pylori (Fahey et al., 2015).

D’aprés Olagnier et al, en 2020 le ciblage de la voie Nrf2 a été considéré comme
une approche prometteuse pour développer des traitements contre le COVID-19
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CONCLUSION

Les fleurons et les pousses de brocoli (Brassica oleracea var. italica) ont acquis une
reconnaissance en tant qu'aliments nutritifs. C’est une excellente source des minéraux, des
vitamines, des protéines, des composés phytochimiques comme les phénols, les glucosinolates

et leurs produits de dégradation.

Afin de pallier le manque de rapports scientifiques caractérisant les graines locales de

B. oleracera, nous nous sommes intéressés par la valorisation de I’extrait méthanolique.

Le criblage phytochimique de I’extrait méthanolique des graines de brocoli a mis en
évidence la présence des alcaloides, de composés phénoliques, des tanins galliques et des

flavonoides. Les tests phytochimique révélent I’absence des tanins condensés.

L’extrait méthanolique des graines a fait I’objet de dosages par g de matic¢re séche :

- La teneur en phénols totaux est de I’ordre de 0,578 mg d’équivalent d’acide gallique.
- Le taux des tanins totaux est obtenu a 1,278 mg d’équivalent d’acide tannique

- La concentration en flavonoides est estimée a 2,586 mg d’équivalent de la quercétine
Nous avons évalué quelques activités biologiques des graines de B. oleracea :

- L’activité antibactérienne la plus importante de 1’extrait des graines est enregistrée vis-a-
vis de Klebsiella pneumoniae (CMI = 6,25 mg/ml) suivis par Serratia marcescens, et
Escherichia coli (CMI= 5mg/ml). Cependant Salmonella typhimurium et Staphylococcus

aureus sont des bactéries résistantes a I’extrait de brocoli.

- L’activité anti-inflammatoire, par la méthode de dénaturation des protéines, est plus
importante pour les graines de brocoli que pour 1’aspirine utilisé comme référence, avec

respectivement des C150 de I’ordre de 0.219 mg/ml et 0.302 mg/ml.

- L’extrait des graines possede une activité¢ anti radicalaire (DPPH) inférieure a celle
enregistrée pour le standard. Cependant, 1’activité antioxydante de brocoli est proche de

celle de la vitamine C, avec respectivement IC50 a 0.058 mg /ml et 0.040 mg/ml.

Les résultats obtenus rapportent que I’extrait des graines de brocoli peut avoir une
efficacité contre certaines infections bactériennes. En raison de leur forte teneur en

flavonoides et autres composés phénoliques, les graines peuvent convenir a de nombreuses
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applications alimentaires et pharmacologique telles que I'encapsulation comme substitut

aux antioxydants et anti-inflammatoire synthétiques.

Nos résultats suggérent d’une part, que les graines de B. oléocera pourrait étre une
source des nouvelles molécules pharmacologiques ou dérivés semi-synthétiques et d’autre
part, ’espece pourrait avoir de nouveaux potentiels thérapeutique et prophylactique pour

traiter ou prévenir certaines pathologies.
Quelques perspectives peuvent étre mise en évidence a partir de notre recherche

- ldentifier et déterminer les concentrations en molécules actives dans des extraits de de
tiges et des fleurs de Brassica oleracea.

- Révéler d’autre activités biologiques et potentiels phyto-thérapeutique des graines de
brocoli, in vivo et in vitro, et identifier les biomolécules responsables.

- Il serait intéressant d’étudier les dérivés semi-synthétiques des composes phénoliques
de brocoli a fin d’augmenter la biodisponibilité et I’effet pharmacologique.

- Etudier I’efficacité des biomolécules actives contre le cancer et les modes d'action
moléculaires sous-jacents chez des modeles animaux.

- Penser a valoriser les biomolécules extraites des graines en combinaison avec d’autres
substances actives pour un effet synergique plus efficace.

- Valorisation des graines de brocoli en vue de promouvoir d’autres applications dans
les industries alimentaires et nutraceutiques, comme complément alimentaire

- Etudes cliniques, in vivo (sur des modeles animaux) en tant qu'agent chimio-préventif
du cancer et de diabéte.

- Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour explorer les fonctions
biologiques non reconnues tels que les potentiels cardiovasculaires protecteurs, hépato
protecteurs, neuroprotecteurs ou inhibiteurs d'enzymes.

- L'abondance relative de la glucoraphanine dans les sous-produits du brocoli a fait un
matériau de départ prometteur pour la fabrication de compléments alimentaires a

potentiels thérapeutique a partir des graines de brocoli.
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ANNEXES

Annexel :

Figure 35 : Les graines de Brocoli.

Figure 36 : Poudre des graines de brocoli.




ANNEXES

Annexe 02 :

Tableau V : Mateériel non Biologique.

Appareillages

Matériels et verreries

Réactifs

- Bain -marie
- Détecteur UV
- Erlenmeyer

- Spectrométrie
SHIMADZU UV -1202

- Boite Pétri

- Disque De Papier
Stériles

- Ecuvillon Steérile
- Entonnoir

- Fiole Jaugées

- Micro-tube

- Tube a essai
- Tube Stérile
- Verre De Montre

- Acétate De Sodium

- Acide gallique

- Acide sulfurique

- Acide Tannique

- Acide-Acétylsalicylique

- Alcool Amylique Ou
Isoamylique

- Alcool Chlorhydrique
- Bouchardat
- Carbonate De Sodium

-Carbonate De Sodium (-
Na2CO03)

-DMSO
-Dragendorff
- Eau Bouillante

- Eau Chaud eau -
physiologique

- Eau Distille-tampon
PBS

-FeCI3

- Folin Ciocalteu

-Folin —Denis (RFD)
-H2S04

-HCL

-Magnesium

- Mayer

- Méthanol

- Muller-Hinton Liquide
- NH40H

- Nitrite de sodium
(NANO2)

- DPPH
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- la Soude Ou
Ammoniaque

- Stiasny

- Trichlorure d’aluminium

Figure 37 : Sachées sous vide.
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Figure 38 : Broyeuse électrique (3kg).

Figure 39 : Erlenmeyer. Figure 40 : Bain Marie.
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Figure 41 : Fiole Jugée. Figure 42 : Entonoire.
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Figure 43 : Dragondroff. Figure 44 : Acide sulfirique.
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Figure 45 : Mayer. Figure 46 : Acétate de Sodium.

-

Figure 47 : Acide Chlorhydrique. Figure 48 : Folin Ciocalteu
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Figure 49 : Acide Tannique. Figure 50 : Acide Salicylique.
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Figure 51 : DPHH.

Figure 52 : Spectrométrie SHIMAD.
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Annexe 03 :

Tableau VI : Sensibilité et CMI (mg/ml) des souches bactériennes testées aux extraits

méthanolique des graines de brocoli.

Brocoli
Gram CMI (mg/ml)
Espece bactérienne
Acinetobacter baumanniiNDM-1 Négatif 2.2
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Positif 2.2
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif 5
Escherichia coli ATCC 8739 Négatif 2.9
Klebsiella pneumoniae Négatif 6.25
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Négatif R
Serratia marcescens Négatif 5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif R
Staphylococcus aureus ATCC 6538 Positif 2.9
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