* Ll dghal jRaall 4 53l Jadl 4y ) seanl)
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

bl Candl g el adeill 5l 3
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE SAAD DAHLAB DE BLIDA

Faculté des Sciences
Département de chimie

Spécialité : Chimie appliquée

Mémoire de fin d’études

En vue d’obtention de dipldme de master 2

Théme :
Etude phytochimique et biologique d’une plante

de genre asphodelus de 1a famille Liliaceae

Préparé Par :

HAFIS YOUSSOUF Abdoulaye
ERROUKRMA Yazid

Devant le jury composé de:

Mme. N. BENSEMMANE Maitre-assistant B Présidente
Mme. M. AISSAOUI de conférences B Examinatrice
Mr. AMEZRAG Maitre de conférences B Promoteur

Soutenu le 10/07/2023



Resume

Notre étude vise a approfondir la compréhension des propriétés phytochimiques et a évaluer
les activités biologiques des extraits de plantes appartenant au genre Asphodelus de la famille
Liliaceae. Dans le cadre de notre recherche, nous avons réalisé un criblage phytochimique des
parties aériennes de la plante, suivi de la quantification des polyphénols, des flavonoides et des
tanins totaux dans les extraits éthanoliques et chloroformiques. De plus, nous avons évalué
l'activité antioxydante en utilisant deux méthodes : le piégeage du radical libre DPPH et le
blanchiment du B-caroténe. Ensuite, nous avons examiné les activités antimicrobiennes.
L'analyse phytochimique réalisée sur I'espece étudiée a révélé la présence de divers métabolites
secondaires, notamment des flavonoides, des tannins et les quinones.

La teneur en polyphénols, flavonoides et tanins dans les extraits de la plante a révélé une
concentration élevée de ces composés. L'extrait chloroformique a affiché une teneur en
polyphénols de 81,82 + 0,035 mg EAG/g et une teneur en tanins de 12,84 + 0,035 mg EC/g
d'extrait, tandis que 1'extrait éthanolique a présenté une teneur en flavonoides de 11,82 + 1,81
mg EQ/g.

I’activité¢ antioxydante DDPH Le résultat de I’extrait éthanolique est de 0.715+ 0.03 mg/ml
comparé a celle de 1’acide ascorbique qui est de 0.020 + 0.01 mg/ml.

I’extrait éthanolique de notre plante a montré quant a lui aussi une activité antioxydante
significative proche de celle du BHT qui est de 61,36 %.

Selon les résultats de ’activité antimicrobienne testés nous constatons que I’extrait éthanolique
n’a donné aucune réponse sur les 7 souches visés par contre I’extrait chloroformique nous a
montré une sensibilité contre la souche staphylococcus aureus avec un diamétre de 10, 3mm

et contre [ ’Aspargillus brasiliensi de 9,7 mm.

Mots clés : Asphodelus, activité antioxydant, activité antimicrobienne, flavonoides.



Abstract

Our study aims to deepen the understanding of phytochemical properties and to evaluate the
biological activities of plant extracts belonging to the genus Asphodelus of the family Liliaceae.
As part of our research, we carried out phytochemical screening of the aerial parts of the plant,
followed by quantification of polyphenols, flavonoids and total tannins in the ethanolic and
chloroformed extracts. In addition, we evaluated antioxidant activity using two methods: the
trapping of the free radical DPPH and the bleaching of B-carotene. Then we looked at
antimicrobial activities.

Phytochemical analysis of the study species revealed the presence of various secondary
metabolites, including flavonoids, tannins and quinones.

Polyphenols, flavonoids and tannins in plant extracts showed a high concentration of these
compounds. The chloroformed extract had a polyphenol content of 81.82 0.035 mg EAG/g and
a tannin content of 12.84 0.035 mg EC/g extract, while the ethanolic extract had a flavonoid
content of 11.82 1.81 mg EQ/g.

the antioxidant activity DDPH The result of the ethanol extract is 0.715 0.03 mg/ml compared
to that of the ascorbic acid which is 0.020 0.01 mg/ml.

The ethanolic extract of our plant also showed a significant antioxidant activity close to that of
BHT which is 61.36%.

According to the results of the antimicrobial activity tested we find that the ethanolic extract
gave no response on the 7 strains targeted by the chloroformed extract showed us a sensitivity
against the strain staphylococcus aureus with a diameter of 10, 3mm .and 9.7mm Aspargillus

brasiliensi.

Keywords: Asphodelus, antioxydant activity, antimicrobial activity, flavonoids.



osial Al bl clalitud A ol Aai¥) 4y ke gl (ailiadll agd Gaexd ) Caag Ll 5o
o o2 A sl il ¢ 3 Y luasS g asd o) el L iy k) 8 Liliaceae Aile (e Asphodelus
L celld ) AlaYly Aya 55y 51K 5 40 iy clialiinnall 8 A0S0 il g ol 53 g8 5 Y giaiad sall (5 sine
Al 52 el (lld any B-carotene = s DPPH JSaal 5 a5 yibas ;s sl aladinly 3080 sliaal) Lol oy
b s Saall saliadl) Adaiil)

A V) 4 s LS all (e e sile Ao sane 5a e el sl o sl A Sl sl Jilail) CasS
il 5 5 il cly g g8 Ay Ly

o yedal S Hall 23 (e adi e 1S 5 e il Claliii b il Sl 65 Ml 5 Y sdd gall (5 gine (S
+12.84 ey 5 (5 sina s ax EAG/@de 0.035 & 81.82 ey Y siil 53 (5 sine a5 5y 5180 aliiosal
e 1.81 £ 11.82 ke lay 53 i (5 gima (I SIY) Galiianal) jelal Lty cpaliiandl) (10 o EC/gle 0.035
~EQ/

Caes dagiiy 4)lie Jo/gde 0.03 £ 0.715 sty (aliived] DPPH 320830 sliadl) bléall dagis & el
e iy U gl 58O 13lime Ualits Wi J i) alitinn selal o/l 0.01 0,020 sl ) ey ) <Y
%.61.36 4wsiy BHT khlis

YO aa Alaind ol ety Al J ) Galitiue of LY ca jlial a3 Gl il 5 jSaall sliaal) Tl ol (6
@ 10.3 Jh& staphylococcus aureus ws 1 duuln 5585 ) Kl Galiiie jelal Lty dddagivall and)
2 9.7 Jh& Aspargillus brasiliensi >

L 50 %l ‘QQJJS:\AH Slaal) Llaall 3auSOU aladl) Lzl Asphodelus :MJ\ Gl



Remerciement

Tout d’abord, on remercie DIEU tout puissant de nous avoir donné la patience, le courage et la

volonté afin de rédiger notre travail.

Un merci particulier 8 Mr. Abderrahmane . MEZRAG pour I’attention portée a notre travail.

Elle nous a encadrées avec une grande rigueur scientifique.

Nous adressons nos sinceres remerciements 8 Mme Nachida BENSEMANE, pour I’honneur

qu’elle nous a fait d’accepter d’étre présidente du jury.

Nous tenons également a remercier Mme Meriem AISSAOUI, pour avoir accepté d’examiner

ce travail.

Nous tenons a remercier toutes les personnes qui, de prés ou de loin, ont contribué¢ a la

réalisation de ce travail, que ce soit professionnellement, moralement, ou financiérement.

Nous remercions le membre du laboratoire de chimie qui nous ont accompagné toute au long

de cette expérience professionnelle avec beaucoup de gentillesse et patience.

Nous adressons nos meilleurs et chaleureux remerciements a tous les enseignants de la filiere
de chimie appliquée et a toute personne qui nous a aidés de prés ou de loin dans la réalisation

de ce travail, sans oublier bien sur nos collegues de la promotion.

Merci a tous.



Dedicace

C’est avec profonde gratitude et sincéres mots, que nous dédions ce modeste travail de fin
d’étude a nos chers parents ; qui ont sacrifié leur vie pour notre réussite et nous ont éclairé le
chemin par leurs conseils judicieux, Nous n’espérons qu’un jour, nous pourrons leurs rendre
un peu de ce qu’ils ont fait pour nous, que DIEU leur préte tout le bonheur et une longue vie.

Nous dédions aussi ce travail a nos fréres et sceurs, nos familles, nos amies, tous nos professeurs

qui nous ont enseignés et a tous ceux qui sont chers.

HAFIS YOUSSOUF Abdoulaye
ERROUKRMA Yazid



Listes des tableaux

Tableau I.1: Les espéces d’asphodeles en AIZETie. .......ccueeviieiieniiiiiieiiieiiece e 7
Tableau 1.2 : Les composés isolés du genre Asphodelus..............ccccoueeeuveviencieeiiienciianieaieenenn. 9

Tableau II.1: Absorbance en UV a 420 nm des deux extraits asphodelus de dosage flavonoides

Tableau 11.2: Absorbance en UV a 765 nm des deux extraits asphodelus de dosage polyphénols
L0121 0. SO TP PP P PSP PRORUPTOPRRRPPPRPONt 23
Tableau I1.3: Absorbance en UV a 550 nm des deux extraits asphod¢lus de dosage tanins. .. 23

Tableau 11.4 : Absorbance en UV a 517 nm des trois extraits asphodelus et desantioxydants de

référence lors du test de piégeage de radicale libre DPPH............ccooiiiiiiiiiniiiiceeeee 26
Tableau I1.5: Absorbance en UV 4 490 nm des deux extraits de asphodelus............cceenee.e. 28
Tableau I1.6: Souches bactériennes testées et leurs provenances..........ccoecveeeveeeveenieenieenneene 29
Tableau I1.7: Souches de champignons testées et leurs provenances...........cccceeeveeeieeneeenennne. 30
Tableau III.1: Résultats de screening phytochimique de plante asphodglus............ccceeene...e. 35
Tableau I11.2: Aspect couleur et rendement de différents extraits asphodelus ..........c............ 37

Tableau II1.3: Résultats du dosage en polyphénols totaux dans les deux extraits Asphodelus 39
Tableau I11.4 : Résultats du dosage en flavonoides totaux dans les deux extraits Asphodelus 40

Tableau II1.5: Résultats du dosage en tanins totaux dans les deux extraits des plantes Asphodelus.




Listes des figures

Figure I-1 :Description botanique de la famille des Liliacées. ........ccccooeviiniineniiinenneniennne 5
Figure II-1 : Les étapes d'extraction solide-liquide...........cccervuiriiniriienienenieneeieeiesceeene 17
Figure II-2 : Schéma de protocole d'extraction solide-liquide............coceeverieniiiiniiniincnnns 18
Figure I1-3: Extraits préparées pour le SCreening..........c.cecveeruieeiieenieeiiieniieeieenieeeie e sveeeees 19
Figure II-4: Réaction du Chlorure d’aluminium et les Flavonoides ...........ccccooceeviriiniincnnens 21
Figure II-5 : Protocole de dosage des flavonoides totauX ...........cceeeeverienierieneenienienieeienens 22
La figure II-6: résume le protocole de dosage des tanins totauX .........ccceeeeeeveeniiencieenieenneenen. 24
Figure II-7 : Réaction de radical DPPHe avec un antioxydant AH. .........c.ccoceviiviiiiniincnnns 25
Figure II-8: Protocole de 1’évaluation de I’activité anti-radicalaire des trois extraits de plante
Asphodelus par la méthode de DPPH ..........ccoooiiiiiiiiiiie e 26
Figure II-9 : Protocole de 1’évaluation de I’activité antiradicalaire par la méthode de DPPH . 27
Figure II-10 : protocole d’évaluation du blanchiment du B-caroténe.........c..cceceeveriervenennens 29
Figure II-11: Extraits dissous dans 1 DMSO ........cccoooiiiiiiiiiniiniiieneeeeeeeeeseee s 31
Figure II-12: Préparation du milieu de CUlture...........ccevieviiiinieninienieeeeeeeescee e 31
Figure II-13: Ensemencement des DactEries..........uevuirieriereriiriienieeienieeieeiiesieeie e 32
Figure II-14: Dépot des disques imprégnés par 1es eXtraits ........ceoeevereerierieneenienieneenennens 33
Figure II-15: Schéma de zone d'inhibition dans un test antibactérien ...........c.cccceeveervenennene 33
Figure I1I-1: Courbe d'étalonnage d'acide gallique ...........coeveeeiienieeiiienieiieeieeeeee e, 38
Figure III-2: Diagramme a barre représentatif des teneurs en polyphénols des extraits......... 39
Figure I11-3 : Courbe d'étalonnage de 1a qUercetine ............ccceeevveerieeiienieciieieceece e 40
Figure I1I-4 : Evaluation des flavonoides totaux des deux extraits de plante Asphodelus....... 41
Figure III-5 : Courbe d'étalonnage de la catéchine............ccccevvevieniieiinienenicnecccieceene 41
Figure I1I-6 : Evaluation des tanins des deux extraits de plantes Asphodelus ......................... 42

Figure III-7 : Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH par standard testé d’acide ascorbique
en fonction de 1a CONCENIIAION. ........c.evuiiiiriirieiieierit ettt ettt 43
Figure III-8 : Courbe d'inhibition % du DPPH en fonction de concentration de I’extrait ...... 44
Figure I11-9 :Courbe d'absorbance de béta-caroténe en fonction du temps en présence des extraits
€1 A TEIETEICE ...ttt sttt et sb et s esbeebesanens 45
Figure III-10 : Diagramme a barre représentatif d'activit¢ antioxydante % de extraits et de
référence du test DEtA-CATOTENE ........eevuiiiiriiiiiiierit ettt 45

Figure III-11 :Résultats des test activité antimiCrobienNe. ...........cceeverierierieneenienieneesienens 47




Liste des abréviations

HA : I’extrait hydro-alcoolique

C : ’extrait chloroformique

E : Pextrait éthérique

CHCI3 : chloroforme

EtOH : éthanol

NaOH : hydroxyde de sodium

Mg : magnésium

AICI; : Trichlorure d’ Aluminium
HCI : acide hydrochlorique

FeCls : chlorure ferrique

KOH : hydroxyde de potassium

ICso : concentration inhibitrice a 50%
DPPH: radical 1,1-diphényl-2 picrylhydrazyl
OHze: radical hydroxyl

DMSO: Diméthyle sulfoxyde

EAG : équivalent de I’acide gallique
EQ : équivalent de quercétine,

EC: équivalent de Catéchine

% : Pourcent

NaCl : chlorure de sodium



Table de matiére

Introduction générale

Chapitre I : APERCUE BIBLIONGRAPHIQUE

I Généralités sur la plante Etudié .........ccueievuriivvnriissnrcisricssnnicssnnisssnsessssnesssnssssssesssees 4
L1 Description de la famille des LiliAcCees ............ccoovueeeuieviinciiiiieeiieieeie e 4
I.1.1  Description botanique de la famille des Liliacées .............ccccoevuevcueevinncveeneennnnne. 4
[.1.2  Place dans 1a SYyStEmMatiqUe.........ccueeruieeriierieeiierie ettt ettt 5
[.1.3  Utilisation MEdicinale ..........eoveviiiiiiriiiiiiirieieeieeeee e 5
[.1.4  Utilisation AIMENTAITE. .....cc.eriiriieiiiierieeieriteieeie ettt 6
[.1.5 Principales métabolites secondaires de la famille Liliacée..........cccocevvvereeiennnnne. 6
1.2 généralités sur le du genre ASPhOdelus.........oovieiiiriiiiiiiiieeiiee e 6
L2.1  le genre asphod@lus ..........oocuiiiiiiiiiiiiciee e 6
1.2.2  description botanique du genre Asphodelus ............coocueeiiiiiiiiieniiciiecieeee 6
1.2.3  Différentes espeéces du genre Asphodelus les plus documentées........................... 8
124  Etudes ethnomEdiCales. ...........co.ovevrveeieereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s, 8
1.2.5 Les travaux antérieurs sur le genre ASphodelus ..............ccooeveeevveecvenieicieeiieaaennn. 9
[.2.6  roles et usages traditionnElles ...........cocvieriieiieiieiiieieee e 12
L3 Les composés PhENOIIQUES..........eeruiieiiiiiieiierie ettt 13
L3.1  POLYPRENOLS ...ttt ettt ettt st e e e 13
[.3.2 FlaVONOTACS ....eueiiieiiieiieeiee ettt ettt s 13
[.3.3  Acides PhenoliqUES ......cc.ceeiiiiiieiiieiiecie ettt ettt s 13
L3014 TaINS..eouiiiiiiieiietet ettt ettt sb et ettt sttt et saeene s 14
1.4 Propriétés biologiques des métabolites secondaires ...........ccccceeveeeeiieniieeieeniiennnne. 14
L4 1  Activités DIOIOZIQUES ...c..eevuiieiieeiiieiiecie ettt ettt s 14
[4.2  Activité antioXY ANt ......cccvieruieeiieiieeie et eieeiee ettt ste et e s e eeeesnaeebeeseaeeseens 14
[.4.3  Activité antibaCtEIICNNE .......ceverueeriieiiiniieieeiiesieete ettt 14

[4.4  Activité antifONZIQUE ......ceovieriieiiieiieeieeiteeieeieeete et e sae et e s reeseesnteeseesnneeseens 15



Chapitre II : PARTIE EXPERIMENTALE

1T Matériels et MEthOAES ......ccueeeruirnveeisininecsinnnensteentecsneisaessseesssesssessssesssessssecssssssaenns 17
ILT  Matériel VEZELAl ......cccoeiiiiiiieiiee ettt et 17
IL2  EXEACHION ..citiiieitiitteiectt ettt ettt ettt b et et e bt et et e beenaeas 17

1.1.1 Extraction par macération a froid ...........cecceeierieiinienienciieeeeeeeee 17
IL3  Analyse qUAlTAtiVE......ccouiiriieiieiie ettt ettt et eenaeeneee s 18
I1.3.1 Le screening phytoChimMIQUE .........ccueeiiieiiieiiieiieeie et 18
I1.3.1.1. Préparation des extraits du SCIEENING........c.ceecverruierireriierieeiieeieeiee e eeeens 19
I1.3.1.2  Préparation de I’extrait hydro-alcoolique (HA)........ccoveviieiieiiiiienieeee 19
I1.3.1.3  Préparation de I’extrait chloroformique (C) ........ccoceevriieiiieniiiiieieeieee, 20
I1.3.1.4 Préparation de I’extrait éthérique (E)........cccoevuieviiniieiiiiieiecieeeeeeeene 20
I1.3.2 Différentes classes recherchées...........ovieveriiniiiiiienieccieeeeee e 20
I1.3.2.1. FLAVONOTAES .. .eeveeutieiiiiieieeiiet ettt 20
T1.3.2.2. TANNINS ...ttt sttt ettt et sb b et esbeebesatesbeenneas 20
I1.3.2.3  QUINONES. ....eceviieeirieeeiiieeeiee ettt e ettt e eetteeeeteeeeeaeeeetaeesseeeesseeesaseseeasesenssesennseeans 20
I1.3.2.4  ANthIaqUINONES .......eevuiiiiieriieeiieeiie et eete et ettt et e et e seaeebeeseaeenbeesaseeseens 20

II.4  Quantification des compos€s PhenOlIQUES ..........cceereiierireiiienieeiieieeie e 20
I1.4.1 Dosage des flavonoides totauX & ........ocveeeiierieeriienie et 21
I1.4.1.2  Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine(C15SH1007) :............... 22
I1.4.2 Dosage des polyph€nols totauX..........ccceeriieiiienieiniienie et 22
I1.4.3 D0SAZE d@S tANINS....ccuvieiieeiieriieeiieiie ettt et e ete ettt e et e s e ebeesebeesbeesaseeseens 23

IL.5  Evaluation des activités BiolOZIQUES ............ovevveevieeeeeeeeeeeeeeeeeese e, 24
IL.5.1 Evaluation de 1’activité antioXYdante................coeveeveeurveeuereeeeseeeseesesseeneenans 24
I1.5.1.1 La méthode de piégeage du radical libre DPPH ..........ccccceviiinininnin. 24
IL.5.1.1.1 Préparation du DPPH :......cccooiiiiiiiiiiee e 25
I1.5.1.2 Méthode de blanchissement du B-Carotene :..........cccceeeveeeiieneenieeniienieeeens 27



I1.5.3  Activité antifongique 1N VILIO .....c.eeeveeiiieiiieiiesie ettt 30

IL.5.3.1 Préparation des eXIraits ........ccccuieruieriieniienieeiieeieeiiesteeieesreesseesnveeseessneeseens 30
I1.5.3.2  Préparation de milieu de culture .............ccceeviiriiinieniiieieeeeee e 31
I1.5.3.3  Préparation de la suspension bacterienne .............ccceeeveerueerveenieesieenieenreennnans 32
I1.5.3.4  ENSEMENCEIMENL .....eouiiiiiiiiiiniiieieeiie ettt ettt ettt ettt bee s eneesaeeeneens 32
I1.5.3.5 Applications des diSqUes d'@Xtrait.........ceevureruieriieriieniieiieere e e e eee e 32
I1.5.3.6  Lecture des réSUltats.........cocuiviiiiiiiniiieiiesceieeteseeee et 33

Chapitre III : RESULTATS ET INTERPRETATIONS

I RESULTATS ET INTERPRETATIONS ....coveueresreressessersssessesessessesessesssessessssessssesses 35
1.1 Screening phytOChIMIGUE.........cccveriiiiiriiniiiieiieieie et 35
1.2 Rendement de I’eXtraction ..........coeevuirieniiniinienieeieeiesieete et 37
III.3  Résultats de I’étude qUantitatiVe .........cc.eeeeuierieeiiieiieeieesee et 38

II1.3.1  Dosage des polyph€nols totauX..........cccceeeiieriiiriienieniieiieere e 38
II1.3.2  Dosage des flavonoides........cocevueeierierierienieieeiesieeieeteseee e 39
I1.3.3  DO0SAZE dES tANINS .....eevieniiriiiiietieiie sttt ettt ettt s saeeae s 41
II1.4  Résultats des tests DIOIOZIQUES. ......eeuiiruiieiiieriieeiieie ettt 43
IML4.1  Activité antiOXYAANTE ....c.veevieriiieiieeie ettt ettt e eeieeeiaeeaeeseneeeeens 43
II1.4.2  Méthode de réduction du radical libre DPPH..........cccccooiiiiiiniiniiiiicees 43
Il1.4.3  M¢thode de blanchissement du B-caroténe (BCB).......ccccooovveviiriiienieniiennne 44
III.5 Résultat de I’évaluation de I'activité antibactérienne et fongique..........c.cceeeuvennenn. 46

Conclusion générale

Références bibliographiques



INTRODUCTION GENERALALE



De nos jours, malgré les avancées réalisées en médecine, de nombreuses populations
continuent de se tourner vers les plantes pour se soigner. Cette démarche peut étre motivée soit
par l'inaccessibilité aux médicaments prescrits par la médecine moderne, soit par les résultats
thérapeutiques prometteurs observés lors de 'utilisation de ces plantes, associés a des effets
secondaires moindres. Par ailleurs, l'utilisation de plantes est souvent pergue comme moins
agressive et moins nocive pour l'organisme.

Les plantes sont une source immense de molécules chimiques complexes exploitées par
I’homme dans plusieurs industries telles que I’industrie cosmétique, I’industrie agro-
alimentaire et I’industrie pharmaceutique. La diversité de ces molécules naturelles qui ne sont
pas essentielles a la viabilité des plantes restent une énigme pour les biologistes qui essayent
de décrypter leur réle dans la nature. De méme, l'élucidation des voies de biosynthése
conduisant a des produits naturels originaux est un champ d'investigation inépuisable pour les
scientifiques. L'homme préhistorique, qui avait trés peu de moyens, devait se nourrir des
produits de cueillette et de chasse. En assimilant la flore locale, il a découvert les plantes utiles
et indispensables pour survivre. Ce régime, essentiellement végétarien, a constitué le berceau
de l'utilisation des produits naturels [1] .

On sait que beaucoup de plantes médicinales sont toxiques et en tant que tels ont des
effets secondaires sur 1’organisme. En effet, la méme plante pourrait contenir des principes
actifs autres que ceux qui ont des propriétés thérapeutiques pouvant entrainer des effets
secondaires. Avant toute utilisation des plantes médicinales, il est donc nécessaire de faire une
¢tude toxicologique pour éviter des accidents liés aux doses qui doivent étre bien déterminées.

Cela permet en méme temps d’approfondir la connaissance des divers principes dans
ces plantes.

A coté des métabolites primaires, les végétaux accumulent des métabolites dits
secondaires dont I’absence n’est pas létale, mais ont des fonctions trés importantes pour la
survie et la propagation des plantes qui les produisent [2] [3]. Par ailleurs, les métabolites
secondaires sont des molécules bioactives exploitables dans des domaines aussi différents que
la pharmacologie ou 1’agroalimentaire [4].

Le continent africain est doté d’une biodiversité importante et I’ Algérie qui s’y situe
posseéde une flore considérable qui comporte un trés grand nombre d’espéces, cependant cette
richesse reste peu explorée.

Dans ce travail, on s’est intéressés a la valorisation la plante Asphodelus par la

recherche des principaux groupes chimiques et le dosage des polyphénols totaux, des



flavonoides et des tannins, et par I’évaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne de
leurs extraits.

Le présent manuscrit est organisé¢ comme suit.

La premicre partie de ce travail concerne tout d'abord la synthése bibliographique qui
porte sur une description botanique et chimique des plantes du genre Asphodelus.

La deuxiéme partie est consacrée aux matériel et méthodes ou sont détaillés les
protocoles expérimentaux relatifs a 1’extraction, au dosage qualitatifs et quantitatif des
composés phytochimiques, a 1’évaluation des activités anti-oxydants et antibactériennes des
composés isolés.

Puis la derniere partie résultats et discussion qu’est consacrée pour la présentation et la
discussion des différents résultats.

Et enfin une conclusion générale ainsi que des perspectives de recherche sont apportées

pour compléter le présent travail.



Chapitre I : APERCUE BIBLIONGRAPHIQUE



I Généralités sur la plante étudié

I.1  Description de la famille des Liliacées

La famille des Liliacées est treés hétérogene et elle a été depuis longtemps divisée en
multiples familles plus petites et plus homogenes : c’est cette conception qui prévalu dans la
belle synthése d’ensemble de la classification des Monocotylédones (incluant donc les
Liliacées).

Liliacées sont utilisées localement lors de la féte des Rameaux comme substitut aux
branches de buis. Ils sont comestibles, crues ou cuites, comme les asperges sauvages, par
contre, les baies sont toxiques [5].

Les recherches récentes ont fait éclater cette famille qui n'avait rien d'un groupe
monophylétique [6].

I.1.1 Description botanique de la famille des Liliacées

La famille des Liliacées est I’'une des plus grandes familles de plantes a fleurs. Elle
comprend plus de 250 genres et 3000 especes qui sont des monocotylédones treés largement
distribuées [7]. La plupart sont herbacées possédent des bulbes, des cormes (bulbes formés
d’une tige renflée entourée d’écailles) ou des rhizomes. Un certain nombre d’espéces sont
xérophytiques et quelques-unes sont charnues comme 1’alo¢s. Les inflorescences sont
généralement racémiques, mais les tulipes, par exemple, sont célibataires. Les fleurs sont
régulieres et parfaites. Cette famille tient une place importante dans la flore méditerranéenne
et dans celle les régions steppiques des divers continents. Cette famille est représentée au
Sahara par les genres suivants ; Colchicum L., MerenderaRamod., Asphodelus L., Asparagus
L., AndrocymbiumWilld., UrgineaSteinh., Battendiera  Maire., Aphyllanthes L.,
AsphodelineRchb., SimethisKunth., Anthericum L., Fritillaria L., Tulipe L., Gagea Salisb.,
Scilla L., DipacdiMedik., Ornithogalum L., BellivalliaLapeyr., Muscari Mill., Ruscus L.,
Smilax L. et Allium L [8].
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Figure I-1 : Description botanique de la famille des Liliacées.

I.1.2 Place dans la systématique

C'est l'une des plus importantes familles selon la classification suivante :

> Reégne : Plantae

Sous reégne : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida
Sous classe : Liliidae

Ordre : Liliales

YV V V V V V V

Famille : Liliaceae

1.1.3 Utilisation médicinale

Les bulbes des Liliacées ont une importance économique notable notamment dans les
domaines de la médecine et de 1'horticulture. Beaucoup d'espéces sont ainsi utilisées comme
nourriture et fréquemment comme médicament. Certains bulbes de Fritillaria (environ 8
especes) sont communément utilisés dans la pharmacopée chinoise. Différents bulbes
de Lilium, Gagea (Lloydia) tibetica, Amanaeduliset Cardiocrinumgiganteum sont tres utilisés
dans le traitement de la toux ou des plaies et sont diurétiques et toniques. En Iran les bulbes
d'Amanaedulis sont grillés et consommés. Un amidon de bonne qualité a extrait des bulbes

d'Erythroniumjaponicum et de Cardiocrinumcordatum [9].



I.1.4 Utilisation Alimentaire
Certaines especes de Liliacée, notamment 1'oignon, 1'ail, I’échalote produisent des
bulbes tres appréciés en cuisine, qui interviennent dans de nombreuses recettes, Ces plantes

comestibles fournissent lors de la digestion un grand nombre de fibres alimentaires [10].

I.1.5 Principaux métabolites secondaires de la famille Liliacée

La famille des Liliacées est une riche source de produits naturels présentant une vaste
gamme de diversité structurelle. Une multitude de produits naturels ont été isolés et caractérisés
a partir des Liliacées, notamment les diterpenes entériques de kaurane [11], les glycosides
flavonoides [12],les anthocyanines [13], les stilbénes, les phénoliques [14], les glucosides
phénoliques [15]. Les amides phénoliques [16], les caroténoides [17], les stérols [18], les

alcaloides [19]et les composés contenant du soufre [20].

1.2 Généralités sur le du genre Asphodelus

1.2.1 Le genre Asphodelus

Asphodelus est un genre d'herbes principalement vivaces, avec des rhizomes amylacés,
des cormes ou des bulbes. Ce sont des plantes vivaces herbacées robustes aux feuilles radicales
étroites et touffues et a la tige allongée portant des fleurs pédonculées blanches ou jaunes sous
forme d’une grappe. Ce genre est originaire d'Europe tempérée, de la Méditerranée, d'Afrique,
du Moyen-Orient et du sous-continent indien, et maintenant naturalisé dans d'autres endroits
(Nouvelle-Zélande, Australie, Mexique, sud-ouest des Etats- Unis, etc.) [21]. Il atteint sa plus
grande diversité a l'ouest de la Méditerranée, notamment dans la péninsule ibérique et en
Afrique du Nord- Ouest, comprend cinq sections et il se présente par 18 espéces. Les espéces
du genre Asphodelus ont été utilisées pour plusieurs applications ethnomédicales telles que le
diabete et différentes parties de la plante (feuille, fruit, graine, fleur et racine) ont été utilisées
dans les médecines traditionnelles a base de plantes, seules ou en combinaison avec d'autres

plantes pour traiter diverses maladies [22]

1.2.2 Description botanique du genre Asphodelus

Herbes annuelles ou vivaces, avec ou sans rhizomes ; tiges simples ou ramifiées, racines
généralement épaissies, gonflées ou fusiformes. Feuilles en rosette basale, dorsiventrale,
linéaire, fistuleuse, bord entier. Inflorescences axillaires et terminales, simples ou ramifiées,
scapiformes, racémeuses a paniculées, peu de fleurs et espacées vers 1’apex ; bractées florales
lancéolées, a 1 nervure, souvent scaricuses. Pédicelles a 2 articulations. Fleurs montantes,
périanthe blanc ; 6 tépales libres ou légerement connés a la base formant un tube court, blanc

ou rose, & une nervure centrale sombre ; 6 étamines, filaments blancs, ¢élargis vers la base et



antheres elliptiques, linéaires, oblongues ou ovales- ellipsoides ; ovaire avec 2 ovules par loge,
style filiforme, stigmate sous-capité. Capsules globuleuses ou sous-globuleuses, coriaces ;
graines 1-2 par locule, ridées transversalement [23].

Tableau 1.1: Les espéces d’Asphodéles en Algérie.

Espéce Synonymes Nom arabe Localisation
Asphodelus acaulis | Clausiana acaulis Azzidda Paturages, clairieres, fissures
des rochers.
Ain Mlila, Sétif.
Assez commune :
Sous-secteur littoral algérois :
pres de Boghar.
Sous-secteur des sahels
littoraux oranais.
Sous-secteur de I’ Atlas tellien
oranais.
Asphodelus Asphodelus repens | Berouaga Forets et paturages de
cerasiferus Asphodelus Angal montagnes.
corsicus Belouaz Assez commune :
Sous-secteur de 1’ Atlas tellien
oranais, monts de Tlemcen et
de Daya.
Asphodelus Asphodelus Baton de | Forets et paturages
microcarpus nervosus saint joseph | Trés commune :
Asphodelus Berouaga Tell, hauts plateaux, Atlas
morisitanus Angal saharien.
Belouaz
Asphodelus Asphodelus Acheub el Paturages sablonneux
refractus pendulinus Ibel désertiques et subdésertiques.
Izéan, Tazia. | Assez commune dans la Sahara
septentrional.
Rare au Sahara central et
méridional.




Asphodelus Bouzlima Paturages arides, steppes.

fistulosus Boussila Assez rare :
Belouaz sous-secteur du littoral algérois.
Berouiga sous-secteur des hauts plateaux
Zittout algérois et oranais.

sous-secteur des hauts plateaux
constantinois.

sous-secteur de 1’ Atlas saharien.

Asphodelus Acheub el Dunes, paturages arides,
tenuifolius Ibel steppes.

Izéan, Tazia. | Commune :

Sous-secteur des sahels
littoraux oranais.

Sous-secteur des hauts plateaux.

Tout le Sahara.

1.2.3 Différentes espéces du genre Asphodelus les plus documentées

Différentes especes du genre Asphodelus les plus documentées Parmi les nombreuses
plantes utilisées dans la médecine traditionnelle, nous avons les plantes du genre Asphodelus,
qui sont présentes dans la zone méditerranéenne en Afrique du Nord et en Asie du Sud-Est, et
ont été utilisées par la population locale jusqu'a récemment pour diverses pathologies,
notamment le psoriasis, 1’alopécie areata, 'acné, les brilures, les maux de dents et les
inflammations locales [24].

Dix-huit espéces appartiennent au genre Asphodelus, avec différentes sous-especes et
variétés, et les plus décrites sont les espéces Asphodelus tenuifolius, Asphodelus microcarpus,
Asphodelus ramosus, Asphodelus aestivus et Asphodelus fistulosus. Les parties utilisées de la
plante sont les bulbes, les racines, la tige, les feuilles, et des graines, sous forme de décoctions
a appliquer sur les zones touchées, sous forme d'extraits en milieu aqueux et alcoolisé. De plus,
les plantes de 1'Asphod¢le sont consommeées comme aliments dans la tradition gastronomique
de certains pays [24].

1.2.4 Etudes ethnomédicales

Les dossiers ethno médicinaux ont montré que parmi les 18 especes du

genre Asphodelus, seules cing especes, a savoir A. aestivus , A. fistulosus , A. microcarpus , A.

ramosus et A. tenuifolius , ont été documentées pour leurs utilisations traditionnelles. Le plus



souvent, ces especes étaient utilisées comme agents anti-inflammatoires et anti-infectieux. En
particulier, A. aestivus , A. fistulosus et A. microcarpus ont ¢t¢ signalés comme étant utilisés
dans les infections dermatomucosales dans divers pays, dont Chypre, I'Egypte, la Libye, la
Palestine et 1'Espagne. A. microcarpus , A. ramosus et A. tenuifolius étaient généralement
inculpés comme agents anti-inflammatoires spécifiquement pour le traitement du psoriasis, de
l'eczéma et des rhumatismes. A. aestivus et A. tenuifolius sont ¢galement utilisés pour le
traitement des ulcéres en Turquie, en Inde et au Pakistan. 4. ramosuset A. tenuifolius ont
fréquemment été signalés comme diurétiques chez les habitants de I'Egypte, de I'Inde, du
Pakistan et de la Turquie [25].
1.2.5 Les travaux antérieurs sur le genre Asphodelus

Du point de vue chimique, ce genre a fait I'objet d'intenses investigations dans le but

d'isoler différents types de composés comme le montre le tableau ci-dessous

Tableau 1.2 : Les composés isolés du genre Asphodelus.

Espéces Composés isolés Référence
Aphods jJ\A/\W
microcarpus o o [26]

Ester méthylique d'acide oléique

OH

(L o

Chrysophanol

[26]

10- (chrysophanol-7’-yl)-10-hydroxy chrysophanol- 9-

anthrone




Asphodelus

lutea

/

i

2-acétyl-1-hydroxy-8-méthoxy-3-méthylnaphtaléne

8

(o] o o

\

2-acétyl-8-méthoxy-3-méthylnaphtoquinone

OH

Chrysophanol

1,5,8-trihydroxy-3-méthylanthraquinone

OH

OH

[28]

[28]

[28]- [29]

[27]

Asphodelus

aestivus

o]

OH

o 7

HO
COOCH OH
HO

Adénosine

[30]

[30]

[30]

10



[30]

[30]
Tryptophan
Aloe-emodin acetate
Asphodelus
tenuifolius [31]
[31]
[31]
OAc o [32]
Luteolin 7-O-f-D-glycopyranosidetetraacetate.
[33]
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Asphorodine

HO.

HO'

Acide Caféique
\O;QVO

Vanilline

1.2.6 Roles et usages traditionnelles

Différentes utilisations ethno médicales ont été décrites pour les espéces d'Asphodelus.
Différentes parties de la plante, y compris les feuilles, les fruits, les graines, les fleurs et les
racines, sont utilisées comme plantes médicinales traditionnelles, seules ou en mélanges pour
traiter diverses affections. Dans la péninsule ibérique, les usages médicinaux généraux suivants
ont été décrits : en frottant avec les tubercules coupés pour le traitement de I'eczéma cutané, les
cendres des racines ¢taient utilisées contre 1'alopécie, et la décoction de feuilles et de tiges était
utilisée pour le traitement de la paralysie et le jus de capsules fraiches pour le traitement des
maux d'oreilles [34]. Usage médicinal de ' Asphodele est également commun dans les pays
d'Afrique du Nord et d'Asie de I'Ouest et du Sud [35]. Outre ses usages médicinaux, dans la
péninsule ibérique, 1'alcool obtenu par fermentation des tubercules est extrait et utilis¢é comme
combustible et les populations locales d'Iran, de Turquie et d'Egypte utilisent les tubercules de
racine d' 4. aestivus et d'A. microcarpus pour produire un colle forte utilisée par les cordonniers et

les cordonniers [36], et comme colorants jaunes et bruns pour teindre la laine.
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I.3 Les composés phénoliques
1.3.1 Polyphénols

Les polyphénols, sont des groupes de molécules aux structures diverses, trouvent déja
une large utilisation en phytothérapie. Cependant, leurs connaissances sont encore imparfaites,
mais elles suscitent actuellement beaucoup d'intérét en raison des bénéfices qu'elles pourraient
apporter en termes de prévention des maladies liées au vieillissement : infarctus du myocarde,
cancers, maladies neurodégénératives [37]. Ils sont également impliqués dans la défense des
plantes contre les rayons ultraviolets ou l'agression par des agents pathogénes et selon [38], les
composés phénoliques constituent I'un des groupes de produits chimiques les plus étendus du
regne végétal, dans lequel plus de 8000 composés ont été isolé et décrit par une structure
caractérisée par la présence, au moins, d'un cycle aromatique portant un ou plusieurs

groupements hydroxyles.
1.3.2 Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments végétaux, simples ou glycosylés, responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Les flavones (par exemple, 1’apigénol
13) et flavonols (comme le quercétol 14), incolores, ont un rdle de co-pigment et de protection
alors que les flavonoides jaunes (chalcones comme 1’isoliquiritigénine 16, aurones dont
I’hispidol 17, et flavonols jaunes) et les anthocyanosides bleus et rouges sont directement
visibles [3], ce composé se caractérise par 3 cycles, A, B et C, dont seuls A et B sont des cycles
phénolique, le cycle C étant un cycle chromanique. Cette structure est généralement notée C6-
C3-Cé6. La structure générale de cette famille présente le cycle B en position C2 de cycle C.
Cependant, certaines sous-classes de flavonoides different sur ce point avec une Obligation C3
ou C4. En effet, de nombreuses sous-classes se cachent derriére cette dénominateur commun :
anthocyanes ; chalcones; les dihydrochalcones; les flavanols; les flavanones; les flavonols;

isoflavones...etc. [39].
1.3.3 Acides phénoliques

Les acides phénoliques se trouvent en abondance dans les aliments et divisés en deux

classes : les dérivés de 1'acide benzoique et les dérivés de 'acide cinnamique [38]

Acides phénoliques Les acides phénoliques se trouvent en abondance dans les aliments

et divisés en deux classes : les dérivés de 1'acide benzoique et les dérivés de 'acide cinnamique.
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1.3.4 Tanins

Les tanins sont des composés plus gros que les classes décrites précédemment. En effet,
ce sont des molécules de polymere ( [39]). Deux sous-classes se distinguent encore parmi les
tanins : les tanins hydrolysables sont dérivés d’acides phénoliques simples, qui sont liés au
Sucre par estérification et les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polymeéres de
flavan-3-ols (catéchines) et de flavan-3,4-diols (leucoanthocyanines), ils ne sont que

partiellement solubles dans 1’eau et 1’alcool [40].

1.4 Propriétés biologiques des métabolites secondaires

1.4.1 Activités biologiques

Les métabolites secondaires sont connus pour présenter diverses activités biologiques
et thérapeutiques. Des études antérieures ont démontré l'implication de ces composés
phénoliques dans un éventail d'activités biologiques telles que l'activité antioxydante,
antibactérienne, anticancéreuse et enzymatique.
1.4.2 Activité antioxydante

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques. Les antioxydants sont des composés qui réagissent
avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs, la raison pour laquelle les
antioxydants sont importants vient du fait que l'oxygene est un élément potentiellement
toxique puisqu'il peut étre transformé en formes plus réactives telles que le superoxyde (02"
), le peroxyde d'hydrogéne (H20.), 'oxygene singulier (0) et les radicaux hydroxyles (HO),
collectivement connu sous le nom d'oxygene actif [41].
1.4.3 Activité antibactérienne

Les propriétés antibactériennes des plantes sont connues depuis longtemps car elles ont
¢t¢ une source d'inspiration pour I'étude et le développement de nouveaux composés
pharmaceutiques et de médicaments dérivés des plantes, ces propriétés sont généralement dues
aux métabolites secondaires contenus dans la plante. Parmi les principaux groupes de composés
antimicrobiens on peut citer : Les polyphénols et les acides phénoliques, les flavonoides, les
quinones, les tanins, les coumarines et les alcaloides [42]Les agents antimicrobiens sont des
substances naturelles ou synthétiques capables de détruire ou d'inhiber la croissance de micro-
organismes tels que les bactéries, les champignons et les algues, y compris les agents
antibactériennes qui sont utilisés pour traiter les maladies et prévenir les infections causé par

les bactéries [43]. Le mode d'action de ces agents sur les bactéries peut étre bactériostatique,
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lorsque la substance inhibe la multiplication des bactéries, ou bactéricide lorsque la substance
détruit complétement les bactéries.
1.4.4 Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des plantes aromatiques a ¢été mis en évidence par de
nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes et contre les dermaphytes et les

champignons pathogenes et opportunistes tels que Candida albicans (levure) [45].
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Chapitre II : PARTIE EXPERIMENTALE
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II Matériels et méthodes

II.1 Matériel végétal

Les parties aériennes d'une plante du genre Asphodelus ont été collectés au cours du
mois d'avril dans la wilaya de Blida, située dans la région de Chiffa. La collecte des échantillons
a été réalisée le matin afin de minimiser les effets de la chaleur.

Le matériel végétal récolté a été tri¢ et séché a I'air libre et a I'abri de la lumiere pendant
environ quinze jours. Une fois complétement sec, la partie aérienne a été broyée dans un
mortier traditionnel, puis pulvérisée a I'aide d'un broyeur. Les extraits obtenus ont ensuite été
soumis a différents tests phytochimiques. Les poudres végétales obtenues sont conservées dans

des sacs en papier opaque pour les manipulations ultérieures.

I1.2 Extraction

L’extraction est une étape qui permet la transformation de la mati¢re végétale en un
extrait. Le choix du solvant d’extraction est un facteur déterminant dans la procédure
d’extraction.

I1.2.1 Extraction par macération a froid

Cette ¢étape d’extraction des substances naturelles est du type solide-liquide, c'est-a-dire
qu’un solide, la matrice végétale, est mélangé avec un liquide, le solvant d'extraction.

100 g de la plante séchée et broyée ont été macérée dans trois solvants choisis pour
I’extraction: 500 ml de cyclohexane, 500 ml du mélange chloroforme et 500 ml d'éthanol.
Chaque macération dure 48 heures sans renouvellement de la plante [46].

Les macérats ainsi obtenus sont filtrés par du coton, puis évaporés par un Rotavapor
sous pression réduite. Les résidus secs obtenus sont récupérés dans des flacons. Le protocole

suivi figure dans les photos ci-dessous (Figure I1.1) et le schéma de la (Figure 11.2).

Macération Filtration Evaporation

Figure II-1 : Les étapes d'extraction solide-liquide
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On obtient ainsi les extraits bruts chloroformique, cyclohexanolique et éthanolique de la plante

du genre Asphodelus.

100 g de matiére
végétal

* Macération au
cyclohexane 48h ||

e Filtration

| |

residue végétal Filtrat 1

* macération au

chloroforme 48h | e Evaporationa | |
40°C

e Filtration

| |

extrait
Filtrat 2 residue végétal | — cyclohexanolique
m=057g

' ¢ macération au
e Evaporationa | | éthanol 48h
40°C

e Filtration

extrait
L_| chloroformique Filtrat 3

m =0.96 g

e Evaporation a
40°C

|__|Extrait éthanolique
m=2.1g

Figure II-2 : Schéma de protocole d'extraction solide-liquide

I1.3 Analyse qualitative
I1.3.1 Le screening phytochimique

Les métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins, les anthraquinones et
les quinones sont des substances bioactives qui posseédent diverses propriétés et sont largement
utilisées en phytothérapie. La détection de ces familles de composés est réalisée par le biais du

screening ou criblage phytochimique.
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Les différents extraits végétaux sont soumis a des tests pour détecter d'une fagon qualitative la
présence et/ou l'absence de différents constituants chimiques ou métabolites secondaires.
Les tests de caractérisation sont basés sur des réactions de coloration et/ou de précipitation avec
formation de complexes colorés et insolubles. La coloration observée est provoquée par
I’utilisation d'un réactif approprié.
La mise en évidence des différents métabolites secondaires : tanins, flavonoides, quinone et
anthraquinones est réalisée selon des méthodes standardisées. [47]
I1.3.1.1 Préparation des extraits du screening

Pour faire le screening phytochimique : une extraction solide-liquide pour les parties
aériennes de plante Asphodelus a été réalisée en utilisant des différents solvants polaires et
apolaires, trois extraits sont obtenus : I’extrait hydro-alcoolique (HA), I’extrait chloroformique

(C) et I’extrait éthérique (E). (Figure 3).

Extrait Extrait Extrait

Ethérique chloroformique Hydro-alcoolique

Figure II-311: Extraits préparés pour le screening

I1.3.1.2 Préparation de I’extrait hydro-alcoolique (HA)
Dans un erlenmeyer, nous avons ajouté 7g de matériel végétal et 100 ml d'un mélange
éthanol/eau (70/30). Apres une période de 24 heures, nous avons filtré le mélange pour obtenir

une solution de 1'extrait hydro-alcoolique (HA).
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I1.3.1.3 Préparation de I’extrait chloroformique (C)

On met dans un erlenmeyer, 4g du matériel végétal (Broyée) et 50 ml de chloroforme. Filtration
de Dextrait chloroformique se fait aprés 24 h. On obtient une solution de I’extrait
chloroformique (C)

I1.3.1.4 Préparation de I’extrait éthérique (E)

Dans un erlenmeyer, nous avons ajouté 7g du matériel végétal (Broyée) et 30 ml éther de
pétrole. Puis une filtration est faite aprés 24h, on obtient une solution de I’extrait éthérique (E)
I1.3.2 Différentes classes recherchées
I1.3.2.1 Flavonoides
La mise en évidence des flavonoides dans 1'extrait hydro-alcoolique est réalisée par 1'ajout de
0,5 ml d'HCI concentré et des coupeaux de magnésium (Mg) a 2 ml de I’extrait testé. En laissant
réagir, la présence d'une coloration rouge pourpre (flavanols), ou une coloration rouge violacée
(flavanones et flavonols) indique la présence des flavonoides. [48]

De méme, cette réaction est effectuée en absence des copeaux de magnésium, avec chauffage
au bain-marie pendant 30 minutes, permet la détection des leuco-anthocyanes qui sont des
dérivés des flavan-3,4-diols suite a I’apparition d’une coloration rouge. [48]

11.3.2.2 Tannins

Dans 2 tubes ou chacun contenant 2 ml de l'extrait hydro-alcoolique, quelques gouttes de
gélatine a 1% ont été ajoutées dans le premier tube, et quelques gouttes de chlorure ferrique
(FeCls, 1%) dans le second. L’apparition d’une couleur bleu noir indique la présence des
tannins galliques, et qui vire vers le brun verdatre montre la présence des tannins catéchiques
dans I'extrait, avec observation d'un précipité pour le test de gélatine. [49]

11.3.2.3 Quinones

Quelques gouttes d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, 10%) sont ajoutées a 2 ml de
l'extrait éthérique. Apres agitation, un changement de couleur de la phase aqueuse vers le jaune,
rouge ou violette indique la présence des quinones. [50]

11.3.2.4 Anthraquinones

A 2 ml de I'extrait chloroformique, on ajoute quelques gouttes d'une solution d'hydroxyde de
potassium (KOH, 10%)

L’apparition d'une couleur rouge dans la phase aqueuse indique un test positif. [51]

II.4 Quantification des composés phénoliques
Cette méthode permet de déterminer la quantité des tanins, des flavonoides et des

polyphénols totaux présents dans unextrait préparé a partir de notre plante.
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I1.4.1 Dosage des flavonoides totaux :

Principe : La méthode de trichlorure d’aluminium (AICls) a été utilisée pour déterminer la
teneur totale en flavonoides. Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre
qui forme une liaison Covalente avec le trichlorure d’aluminium (figure 4) ce qui donne des
complexes jaunatres ceci se traduit par le fait que le métal (Al) a perdu deux électrons pour

s’unir a deux oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneurs d’électrons.

Figure II-4: Réaction du Chlorure d’aluminium et les Flavonoides

Le complexe jaune présente une absorbance maximale a 430 nm dont I’intensité est
Proportionnelle a la quantité des flavonoides présents dans I’échantillon [52].
Mode opératoire :
La teneur en flavonoides totaux a été¢ déterminée selon la méthode décrite par Marinova [53].
Avec modification des réactif (remplacé nitrite de sodium par acétate de sodium). Des volumes
de 0,05 ml de solution d’acétate de sodium et de 0,05 ml de solution de chlorure d’aluminium
ont été ajoutés a 1 ml de solution d’extrait ou de fraction Apres 5 min d’incubation, le mélange
a été mis en contact avec 1.4 ml I’eau distillée. L’absorbance a ét¢ mesurée a une longueur
d’onde de 420nm contre un blanc constitué de 0,05 ml de solution d’acétate de sodium de 0,05
ml de solution de chlorure d’aluminium et de 1.4ml de I’eau distillée. La quercétine a été utilisée
comme standardde référence pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage et pour la
quantification des teneurs en flavonoides totaux exprimées en milligramme d’équivalent de
quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).Les résultats sont réunis dans le tableau
suivant [53].

Tableau II.1: Absorbance en UV a 420 nm des deux extraits asphodelus de dosage

flavonoides.

Extraits Absorbance 1 Absorbance 2 Absorbance

moyenne
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Extrait éthanol

0.335 nm

0.343 nm

0.339 nm

Extrait chloroforme

0.434 nm

0.471 nm

0.452 nm

I1.4.1.1 Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine(C1sH1007) :

La gamme d’étalon est préparée avec la quercétine a des concentrations variables de (0 a 30)

pg/ml. 1000 pl de chaque dilution est a ét¢ mélange avec 50 pl de trichlorure d'aluminium

(10%) et 50ul d’acétate de sodium (1 M) et 2500 pl de I’eau distillée. Apreés une heure (1h)

d’incubation a température ambiante L'absorbance a ¢ét¢ mesurée a 420 nm par un

spectrophotomeétre UV—Visible [53].

La figure I1.5 résume le protocole de dosage des flavonoides totaux

1 ml de solution d’extrait + 0,05 ml de
solution d’acétate de sodium + 0,05 ml de
solution de chlorure d’aluminium

Incubation 5 min

lh

N
)

L’absorbance a été
mesurée a une
longueur d’onde de
420 nm

Figure II-5 : Protocole de dosage des flavonoides totaux

I1.4.2 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits de la plante est estimée par la méthode de

Folin-Ciocalteu décrite par Talbi [54] avec quelques modifications. Un volume de 200 pl des

solutions de différents extraits diluées dans 1'éthanol (1 mg/ml chloroformique et éthanolique)

est mélangé avec 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué dans 1'eau distillée (1 : 10). Aprés 4

min, 800 pl d'une solution aqueuse de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés. Les

tubes sont conservés a I’obscurité, a température ambiante pendant 2 heures et 'absorbance est
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mesurée a 765 nm contre un blanc qui contient de 1'éthanol au lieu d'échantillon. Les résultats
sont réunis dans le tableau suivant.

Tableau I1.2: Absorbance en UV a 765 nm des deux extraits de Asphodélus de dosage

polyphénols totaux.
Extraits Absorbanel Absorbance 2 Absorbance
moyenne
Extrait éthanol 0.569 nm 0.592 nm 0.580 nm
Extrait chloroforme 0.971 nm 0.927 nm 0.949 nm

L'acide gallique (0 - 75 pg/ml) est utilisé comme standard pour établir la courbe d'étalonnage
(Figure 11.7), a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux dans les différents

extraits est calculée par 1'équation suivante : [55].

CxV

Teneur en polyphénols =

Ou  C: concentration d'acide gallique (ng/ml)
V : volume de solution d'extrait (ml)

M : masse d'extrait (mg)

I1.4.3 Dosage des tanins

Un volume de 1ml de I’extrait a été additionné & Sml d’une solution qui se compose de deux
volumes de vanilline a 4% (préparé dans le méthanol) avec un volume de HCI a 37 %.
L’absorbance a ét¢ mesurée au spectrophotometre a 550 nm aprés 20 min d’incubation a
I’obscurité¢ (Igbal, 2011). La teneur en tanins a été déterminée a partir d’une courbe
d’étalonnage réalisée avec la catéchine. Les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalent catéchine par gramme de la matiére seche (mg EC/g de MS). Les résultats sont
réunis dans le tableau suivant.

Tableau IL1.3: Absorbance en UV a 550 nm des deux extraits asphodélus de dosage

tanins.
Extraits Absorbance 1 Absorbance 2 Absorbance
moyenne
Extrait éthanol 0.036 nm 0.041 nm 0.038 nm
Extrait chloroforme 0.061 nm 0.069 nm 0.065 nm
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La figure suivante résume le protocole de dosage des tanins totaux

400 pL de chaque extrait + 3000 uL 400 pL de. blapc (ethanol)f?OOOu ol
B 1 de la solution a 4% devanilline dans
de la solution a 4% de vanilline dans .
>z I”éthanol
I”éthanol
N
Ajouter un volume de 1500
uL d’acide chlorhydrique
concentré
R
Laiss¢ au repos pour réagir a L’absorbance a été
température ambiante mesurée a une longueur;
pendant 20 min d’onde de 500 nm

Figure II-6: Résume le protocole de dosage des tanins totaux

IL5 KEvaluation des activités biologiques

IL5.1 Kvaluation de DPactivité antioxydante
L’activité antioxydant des extraits a été évaluée in vitro par deux méthodes différentes :
La méthode de piégeage du radical libre 2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

La méthode de blanchissement de la B-caroténe.

I1.5.1.1 La méthode de piégeage du radical libre DPPH

Principe :
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La réduction de ce radical stable par un agent antioxydant en DPPH-H (2,2-diphényl- 1-
picryl-hydrazine) induit une perte de sa couleur violet foncé qui va se transformer en jaune
pale. Cette réaction qui s’effectue a température ambiante pour éliminer tout risque de
dégradation thermique des molécules thermolabiles peut étre suivie par spectrophotométrie en
mesurant la diminution de son absorbance caractéristique entre 515-518 nm provoquée par les
antioxydants.Ce test est trés utilisé, car il est rapide, facile et non couteux [56] . Dans ce test,
le substrat est un radical stable, qui peut en fait étre neutralisés soit par réduction directe via
des transferts d'électrons ou par des transferts d'atome d'hydrogene [56]. En formant le DPPH-
H (2,2- diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son ultime absorbance. Une faible

absorbance indique une meilleure activité antioxydant [57].

vioLer

Figure II-7 : Réaction de radical DPPH* avec un antioxydant AH.

I1.5.1.2 Préparation du DPPH :

Une quantité de 3mg de DPPH est dissout dans 100ml d’éthanol avec agitation pendante
30min, a I’abri de la lumiére. L’absorbance est de (0.5-0.8) mesurée avec un spectrophotometre
a 517nm.

Mode opératoire :

400 pl des solutions d’extraits ont été ajoutés a 1600ul DPPH (3% préparée dans
méthanol). Parallélement, un controle négatif est préparé en mélangeant 400ul de méthanol
avec 1600ul de la solution éthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un
blanc préparé pour chaque concentration a 517nm apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a
température ambiante. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; I’acide ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les
¢chantillons et pour chaque concentration, le test est répété 2fois. L’activité anti radicalaire est
estimée selon 1’équation ci-dessous [57]. L’activité antiradicalaire est estimée en pourcentage

d’inhibition grace a la formule suivante :
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%= (Abs controle -Abs échantillon)/Abs contrdle x100

1% : Pourcentage d’inhibition de DPPH®

Abs Controle : Absorbance du controle

AbsEchantillon : Absorbance de 1’échantillon

Les valeurs de I’ICso ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.

Nous avons utilis¢é différentes concentrations (1;0.5;0.25; 0.125;0.0625 mg/ml) des
¢chantillonsétudiés. Les résultats sont réunis dans les tableaux suivants :

Tableau I1.4 : Absorbance en UV a 517 nm des trois extraits Asphodélus et des
antioxydants de référence lors du test de piégeage de radicale libre DPPH

Extrait éthanolique
Concentration (mg/ml) |1 0.5 0.25 0.125 0.0625
Abs moyenne 0,180 0,253 10,492 0,520 0,632

Le protocole d’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits ainsi que celui des

standards est illustré par la (Figure II. 8) :

3% de DPPH préparée danséthanol.

< 7

400ul des solutions d’extraits ont
¢été ajoutés a1600 pul DPPH

Contrdle négatif

\7

Mesurée 1’absorbanceA 517 nm
apreés 30 min

Figure II-8: Protocole de I’évaluation de I’activité anti-radicalaire des trois extraits de

plante Asphodélus par la méthode de DPPH

L’expérience a été répétée deux fois et les résultats ont été exprimés en valeurs des
ICso (Concentration inhibitrice de 50% des radicaux DPPH®). Elle a été calculée a partir du

graphede pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de 1'échantillon qui présente
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I’ICsola plus faible est celui qui présente 1’activité anti-radicalaire la plus importante. Les
résultats obtenus pour I’extrait testé ont été exprimés par rapport a ceux obtenus pour 1’acide
ascorbiquepris comme antioxydant de référence.

Le protocole d’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits ainsi que celui

desstandards est illustré par la (Figure 11.9) :

4 R

1600 pl de DPPH + 400ul de DPPH

v

Incubation pendant 30 min a température
ambiante et a 1'obscurité

J,

Lecturea 517

Figure II-9 : Protocole de I’évaluation de I’activité antiradicalaire par la méthode de
DPPH

I1.5.2 Méthode de blanchissement du B-caroténe :
Principe :

La spectrophotométrie dans l'ultraviolet a été initialement développée par Marco [58],
et ensuite légerement modifiée par Miller [58]. Cette technique implique la mesure, a une
longueur d'onde de 470 nm, de la décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par les
produits de décomposition de l'acide linoléique. Pour assurer la dispersion de 1'acide linoléique
et du B-caroténe dans la phase aqueuse, nous utilisons du Tween 40. L'oxydation de l'acide
linoléique est non spécifiquement catalysée par la chaleur a 50°C. L'ajout d'antioxydants purs
ou sous forme d'extrait végétal entraine un retard dans la cinétique de décoloration du [-
caroténe. Cette méthode, qui repose sur une mesure spectrophotométrique dans le visible, est
sensible, rapide et simple [60]. Pour évaluer la capacité antioxydante de nos échantillons, nous

avons utilisé la méthode décrite par [61].
Mode opératoire :

Une quantit¢ de 2 mg de B-caroténe a été solubilisée dans 10 ml de chloroforme

(CHCly), la solution a été transférée dans un ballon contenant préalablement 200 pl d’acide
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linoléique et 200 mg de tween 40. Apres évaporation totale du chloroforme, 100 ml d’eau
distillée ont étéadditionnées au résidu et I’ensemble a ét¢ mélangé vigoureusement jusqu’a
obtention d’une émulsion.

Un volume de 4800 pl de cette émulsion a été ajouté dans des tubes contenant chacun
200 plde chaque extrait (a une concentration finale de 8 mg/ml préparé dans I’Ethanol). Aprés
agitation, les tubes sont placés dans un bain marie a 50 C° pendant 2h, 1’absorbance a été
mesurée immédiatement contre un blanc (émulsion sans extrait) a 470 nm, correspondant au
t=0. Les tubes ont été par la suite placés dans un bain marie a 50°C pendant 2h. Apres
incubation ces derniers ont été de nouveau mesurés a la méme longueur d’onde (t=120 min).

La méme procédure a été répétée avec le hydroxytoluéne butyle (BHT) (1 mg/ml)
comme un contrdlepositif et avec 1’éthanol comme des controles négatifs. Les absorbances ont
été lues a 470 nm, apres [0,30,60, 90, 120] min d’incubation a température ambiante [61].

L'activité antioxydante des extraits et du BHT a été calculée par rapport au contrdle

négatif enutilisant I'équation suivante [62].

AA% = |1 — Abs échantillon t=0 — Abs échantillon t=120 % 100
Abs controle t=0 ~— Abs controle t=120

Abs échantillon t=0 : Représente I’absorbance en présence de 1’extrait (antioxydants) a 0 min.
Abs échantillon t=120 : Représente 1’absorbance de I'extrait a 120 min.

Abs contréle t=0 : Représente 1’absorbance du controle a 0 min.

Abs contréle =120 : Représente 1’absorbance du contrdle a 120 min.

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau I1.5: Absorbance en UV a 490 nm des deux extraits de asphodelus

Extrait éthanoliques
Temps (min) 0 30 60 90 120
Abs 1,15 1,051 |1,017 0,997 0,968

Le protocole d’évaluation du blanchiment du -caroténe est illustré par la (Figure 11.10)

10ml d ‘une solution Mélanger le résidu obtenu
chlorf)formlqu,e de 2 mg B- avec 200 mg de Tween40 et
carotene sont ¢vapores a 200mg d’acide linoléique

’aide d’un évaporateur rotatif 1100 ml de ’eau



Placées les tubes dans un
bain marie fermés avec

agitation a 50°C pendant 2 h

(T120).

|

Mesurer ’absorbancea 470
nm chaque 30min

!

Ajouter 0.2 des différentes

— concentrations des extraits

+4,8 ml de la solution
d’émulsion B-caroténe/acide
linoléique

Figure II-10 : protocole d’évaluation du blanchiment du -caroténe

II.6 Activité antibactérienne in vitro

L'activité antibactérienne a été testée in vitro par la méthode de diffusion des disques

dans laquelle deux extraits (chloroforme et éthanol) ont été utilisés pour imprégner des disques

vierges stériles de 6 mm et laissés diffuser dans un milieu gélosé ensemencé [63].

Le support bactérien est constitué de cinq souches bactériennes de référence sous forme

de lots "American Type Culture Collection" : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC 6538 et

Salmonella aboney NCTC 6017.

Dans le processus de sélection des souches bactériennes, celles-ci ont été choisies en se

basant sur leur fréquence ¢élevée de contamination ainsi que sur leur pathogénicité

prédominante. (Tableau 6).

Les tests ont été effectués au niveau du Laboratoire d’Hygiene de la Wilaya de Blida.

Tableau I1.6: Souches bactériennes testées et leurs provenances

Souches

Forme

Gram

Code

Provenance
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Escherichia coli Bacille - ATCC Laboratoire de Contrdle Microbiologique du
25922 groupe SAIDAL-MEDEA
Pseudomonas Bacille - ATCC ‘ _ . ‘
Laboratoire de Contréle Microbiologique du
aeruginosa 9027
groupe SAIDAL-MEDEA
Bacillus cereus Bacille | + | ATCC Laboratoire d’Hygi¢ne de la Wilaya de Blida
10876
Staphylococcus Cocci + | ATCC Laboratoire de Contrdle Microbiologique du
aureus 6538 groupe SAIDAL-MEDEA
Salmonella aboney | Bacille - | NCTC Laboratoire d’Hygi¢ne de la Wilaya de Blida
6017

I1.7 Activité antifongique in vitro

L’activit¢ antifongique a été testé avec la méme méthode que celle de D’activité

antibactérienne.

Le support de champignon est constitué de deux souches de référence : Aspargillus

brasiliensi ATCC 16404 et Candida albicans ATCC 10231.

Tableau I1.7: Souches de champignons testées et leurs provenances
Souches Forme |Gram |Code Provenance
Aspargillus brasiliensi | Bacille |- ATCC 16404 | Laboratoire d’Hygi¢ne de la Wilaya de
Blida
Candida albicans Bacille |+ ATCC 10231 |Laboratoire d’Hygi¢ne de la Wilaya de
Blida

I1.7.1 Préparation des extraits

La masse choisie de chacun des quatre extraits de la plante a été dissoute dans 1 ml de diméthyle

sulfoxyde (DMSO).
Extrait éthanol : 50 mg.

Extrait chloroformique :

50 mg.
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Extrait Extrait
Chloroformique éthanolique

Figure II-11: Extraits dissous dans le DMSO

I1.7.2 Préparation de milieu de culture
Le milieu de culture Muller-Hinton a ¢été rendu liquide par autoclavage a une
température de 120 °C pendant une durée de 20 minutes afin d'assurer la stérilisation. Par la

suite, le milieu a été versé dans des boites de Pétri.( figure 1I-12)

Milieu solide Milieu liquide

Figure II-12: Préparation du milieu de culture
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I1.7.3 Préparation de la suspension bactérienne

Utilis¢€ un écouvillon stérile pour isoler un petit nombre de colonies de chaque souche
de bactéries a tester. Homogénéiser la suspension bactérienne en vidant 1’écouvillon dans 5ml
de I’eau physiologique.
I1.7.4 Ensemencement

L'ensemencement de chaque bactérie dans le cadre de ce test est réalis¢ a l'aide d'un
¢couvillon stérile qui est préalablement trempé dans une suspension bactérienne préparée.
L'écouvillon est ensuite frotté¢ sur toute la surface gélosée de la boite de Pétri, en effectuant
deux rotations de 60 degrés a chaque fois. Cette procédure est répétée afin d'assurer un
ensemencement complet de la boite. Enfin, pour garantir une répartition homogene,
I'écouvillon est passé une dernicre fois sur toute la surface gélosée. Lors de 1'ensemencement
de plusieurs boites de Pétri avec la méme souche, 1'écouvillon est immergé a nouveau dans la

suspension bactérienne. (Figure 11-13).

Suspension bactérienne Prélévement Ensemencement

Figure II-13: Ensemencement des bactéries

I1.7.5 Applications des disques d'extrait

Les disques vierges stériles de 6 mm de diameétre ont été individuellement imprégnés
de 40 pl d'extraits a tester a I'aide d'une pince stérile. Ces disques ont ensuite été délicatement
déposés sur la surface du milieu gélos¢ Mueller Hinton déja ensemencé avec les bactéries a
¢tudier. Apres une incubation de 24 heures a 37°C, nous avons mesuré le diametre de la zone
d'inhibition autour de chaque disque contenant les extraits.

Pour évaluer et comparer les effets des extraits sur les souches bactériennes étudiées,
nous avons inclus des disques témoins imprégnés de DMSO (contréle négatif) ainsi que
d'antibiotique, en l'occurrence la gentamicine (contrdle positif), dans nos essais. Ces disques
témoins nous ont permis de vérifier et de comparer les réactions des bactéries aux différentes

substances testées. (figure 11-14)

32



Figure 11-14: Dépot des disques imprégnés par les extraits

11.7.6 Lecture des résultats

La lecture des résultats s'effectue en mesurant les zones d'inhibition aprés une

incubation de 24 heures, qui se présentent sous la forme de cercles clairs formés autour de

chaque disque (Figure 15). La zone d'inhibition a été évaluée en mesurant la moyenne de deux

diametres perpendiculaires passant par le centre du disque, y compris le diamétre des disques,

a l'aide d'une reégle.

Disque de papier

imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle
D —_—
5 - Incubation a 37°C
i pendant 24 heures
bactérien . .
‘s »'

Boite d? Peétri Di —_—
avec gelose Jinhibition

nutritive

Figure II-15: Schéma de zone d'inhibition dans un test antibactérien
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Chapitre ITI : RESULTATS ET INTERPRETATIONS
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III. RESULTATS ET INTERPRETATIONS

ITI.1 Screening phytochimique

Des cribles phytochimiques permettent de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires dans les parties aériennes des plantes que nous étudions. La détection de ces
composés est basée sur des réactions de coloration et de précipitation.

Les résultats du screening phytochimique de notre plante du genre Asphodelus sont résumés
dans le tableau IIIII.1

+++ : présence forte.

++ : présence moyenne.

+ : présence faible.

- : présence nulle.

Tableau II1.1: Résultats de screening phytochimique de plante Asphodélus

Extrait Test Coloration Résultats

Hydro-

alcoolique

Flavan-3,4- Rouge +++
diols
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Flavonols et Rouge pourpre

Flavanones
Tannins
(gélatine)
Précipitation
Ethérique Quinones Incolore

+++
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Chloroformique Anthraquinones = Incolore -

Les résultats des tests montrent la présence forte des flavonoides (Flavan-3,4-diols et
Flavanols, Flavanones) et une faible présence des tannins dans l'extrait hydro-alcoolique.
Absence des anthraquinones dans [’extrait chloroformique et des quinones dans I’extrait
éthérique.

A notre avis, cela peut étre expliqué par la partie de la plante étudiée ou parce que cette plante
est dépourvue de ces métabolites et se limite seulement a la biosynthése du reste pour ses
besoins spécifiques et écologiques.

Les résultats obtenus lors de ces tests préliminaires suggerent que cette plante pourrait étre une

source de composé€s bioactifs ayant des effets antioxydants et antimicrobiens potentiel.

II1.2 Rendement de I’extraction
Le rendement en extrait sec et le solvant de solubilité des différentes modes d’extractionont été
présentés dans le tableau suivant :

Tableau II1.2: Aspect couleur et rendement de différents extraits Asphodélus

Extrait Masse(g) Rendement (%)
Cyclohexanolique 0,57¢g 0,57%
Chloroformique 0,96g 0,96%
Ethanolique 2,1g 2,1%

Résultats des rendements obtenus pour les 100 g de feuilles séchées en utilisant latechnique de

I’extraction solide-liquide avec des solvants de polarité croissante.
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D’apres les résultats du tableau, on constate que 1’extrait éthanolique donne le rendement le
plus ¢élevé parmi les trois avec un pourcentage de 2,1% suivi par 1’extrait chloroformique qui a
un pourcentage de 0,96% et I’extrait hexanolique qui présente le plus faible rendement avec
0,57%.

Remarque : aprés avoir obtenue les extraits secs a partir de solvants cités, on a travaillé le reste
de testes avec les deux extraits éthanolique et chloroformique suite a I’insuffisance de la
quantité de 1’extrait cyclohexanolique.

On peut aussi noter que 1’éthanol a été utilisé comme solvant de dilution pour la suite des étude

et évaluation.

II1.3 Résultats de I’étude quantitative

I11.3.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu,
l'absorbance des extrais et d'acide gallique a été mesurée a 765 nm et la courbe d’étalonnage a
été tracée.

La teneur en polyphénols est déterminée a 'aide de 1'équation de régression linéaire de la courbe
d’étalonnage d’acide gallique utilis¢é comme étalon, d’étalonnage, ayant I’équation :

1
0,9
= 0,8

y=0,0116x + 0,0012
R*=0,9998

Absorbance (765 nm
I N R i i
R N WD U1 O

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentration (pug/ml)

@ acide galique
Figure I1I-1: Courbe d'étalonnage d'acide gallique

Les résultats de dosage des polyphénols totaux dans les échantillons des trois extraits de plante

du genre Asphodelus sont rapportés dans le Tableau III.3.
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Tableau I11.3: Résultats du dosage en polyphénols totaux dans les deux extraits du genre

Asphodelus
Extrait Extrait EtOH Extrait CH3Cl
Absorbance 0.580 0.949
mg EAG/g d’extrait 50.32+0.055 81.82+0.035

Les résultats sont exprimés dans la figure 2 en pg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait

sec (ug EAG/mg d’extrait sec).
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Figure III-2: Diagramme a barre représentatif des teneurs en polyphénols des extraits

Selon les résultats obtenus 1’extraits chloroformique est beaucoup plus riche en polyphénols
que I’extrait éthanolique de la plante avec I'extrait chloroformique qui a présenté la teneur la
plus élevée a 81.82+0.035 ug EAG/mg, que de l'extrait éthanolique avec 50.32+0.055 png
EAG/mg.

I11.3.2 Dosage des flavonoides

Le dosage L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus

sont représentés dans une courbe des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure

d’aluminium (AICls), La quercétine a été utilisé comme étalon. d’étalonnage, ayant I’équation :
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Figure I11-3 : Courbe d'étalonnage de la quercétine

Les résultats de dosage des flavonoides dans les échantillons des trois extraits de plante du genre
Asphodelus sont rapportés dans le Tableau I11.4

Tableau II1.4 : Résultats du dosage en flavonoides totaux dans les deux extraits

Asphodelus
Extrait Extrait EtOH Extrait CH3Cl
Absorbance 0.335 0.434
mg EQ/g d’extrait 11.82+1.81 7.7+0.345

Les valeurs représentent la moyenne de deux répétitions + SD.

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage et
exprimée en mg d’équivalents quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

Comme cité précédemment, les flavonoides suivent aussi la méme tendance. Nous remarquons,
d’apres ces résultats, que la quantité de flavonoides est comprise entre 11.82 et 7.7 mg EQ/ g
d'extrait. par contre la taux enregistrée pour l'extrait chloroformique (7.7 mg EQ/g d'extrait)
reste la plus faible par rapport a l'extrait éthanolique (11.82 mg EQ/g d'extrait), ce derniers est
plus riche que I’extrait chloroformique.

Ceci pourrait étre expliqué par une augmentation du métabolisme phénolique de la plante ; en
plus, I’existence d’une liaison avec les conditions climatiques défavorables et les conditions de
collections telles que les températures élevées, la durée d’exposition solaire, la nature du sol et

la saison de croissance [63].
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Les résultats du dosage des flavonoides sont représentés sous forme d’histogramme comme le

montre la figure ont résumés dans la figure suivante :

mg EQ/g

14

11,82

12

10

teneur en flavanoides (mgEQ/g d'extrait)

extrait éthanolique extrait chloroformique

Figure I11-4 : Evaluation des flavonoides totaux des deux extraits

I11.3.3 Dosage des tanins
Le dosage de tanins a été déterminé solen la méthode Julkunen-Titto. La catéchine a été utilisé
comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 550 nm. Lesrésultats

obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant L’équation :

catéchine

0,07
y=0,1314x + 0,0316
R*=0,9968

0,06
0,05 -

0,04

0,03

ABS a 550nm

0,02

0,01

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

concentration en (mg/g)

Figure I1I-5 : Courbe d'étalonnage de la catéchine

Les résultats de dosage des tanins dans les échantillons des trois extraits son rapportés dans

le tableau II1.5.
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Tableau IIL.5: Résultats du dosage en tanins totaux dans les deux extraits

Extrait Extrait EtOH Extrait CH3Cl
Absorbance 0.038 0.065
mg EC/g d’extrait 6.54+0.055 12.84+0.035

Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + SD

Teneur en tanins condensés de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage
gexprimée en mg d’équivalents catéchine par g d’extrait (mg EC/g Ext).

D'aprés les résultats présentés par l'histogramme, nous avons enregistré une Variabilité
significative. Nous notons que la quantité des tanins condensés varie entre 6.54 et 12.84 mg EC/g
d’extrait. L’extrait chloroformique montre une teneur en tanins plus élevé (12.84 mg EC/g
d’extrait) par rapport a celle de I’extrait éthanolique (6.54 mg EC/gd’extrait) qui présente une
plus faible teneur. Donc la teneur en tanins des extraits est plus élevée dans les solvants polaires
et moyennement polaire. Donc on peut dire que la teneur en tanins de 1’extrait apolaire est plus
¢levée que celle qui est moyennement polaire.

La présence des tanins suggere la capacité de notre plante a jouer un réle majeur en tant
qu’agent antimicrobienne et antioxydant [65].

Les résultats du dosage des tanins sont représentés sous forme d’histogramme comme le montre

la figure suivante :

14 12,84
Lo
@) 12
wl
g 10
a2
= 8 6,54
23 6
C T
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e 2
(0]
g

0

EtOH CHCL3

Figure ITI-6 : Evaluation des tanins des deux extraits de plante du genre Asphodelus
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I11.4 Résultats des tests biologiques
I11.4.1 Activité antioxydante
L’activité¢ antioxydants des extraits a été évaluée in vitro par deux méthodes différentes :
blanchissement B-caroténe et la méthode de réduction de radical libre DPPH.
111.4.2 Méthode de réduction du radical libre DPPH
Les activités antiradicalaires des extraits de /’Asphodelus et du témoin positif I'acide ascorbique
ont été déterminées par la méthode au DPPH. On remarque un changement de couleur du violet
au jaune pour les trois extraits en augmentant leur concentration, cela veut dire que le DPPH
(2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) est réduit en présence d’une substance réductrice qui existe
dans lesextraits.
Les résultats obtenus, a une longueur d’onde de 517 nm par spectrophotomeétre, ont permis de
tracer les graphes de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration
pour les différents extraits de I’espece Asphodelus (Figure I11.6) Ces courbes montrent que tous
les extraits ainsi que le standard (acide ascorbique) (Figure II1.7) réduisent de maniére dose
dépendante le radical DPPH, C’est-a-dire, le pourcentage de réduction augmente avec
I’augmentation de la concentration des extraits jusqu’a un seuil ou le pourcentage d’inhibition
se stabilise avec 1’¢lévation de la concentration.
Ces résultats ont permis également de déterminer la valeur de I’IC50 (la valeur qui correspond

a 50% d’inhibition) afin de pouvoir évaluer I’activité des extraits vis-a-vis du standard :

acide ascorbique
120%
100%
80%

60%

INHIBITION %

40%
20%

0%
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
CONCENTRATION (MG/ML)

Figure III-7 : Courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH par standard testé d’acide

ascorbique en fonction de la concentration.
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Figure I1I-8 : Courbe d'inhibition % du DPPH en fonction de concentration de I’extrait

La valeur concentration inhibitrice a 50% d’un extrait obtenu par interprétation dans le courbe
de pourcentage d’inhibition de DPPH dans le domaine linéaire de valeur d’inhibition %=50, la
capacité d’inhibition augmente avec diminution de la valeur. Le résultat de 1’extrait éthanolique
est de 0.715+ 0.03 mg/ml comparé a celle de 1’acide ascorbique qui est de 0.020 + 0.01 mg/ml.
En comparant notre résultat a celui de Peksel [66] qui on eut une valeur estimée a ICso = 0,16
mg/ml d’extrait méthanol, leur résultat a une activité plus grande que la notre.

D’autre part, notre extrait présente une activité plus grande que celle de al-kayali [67] qui a
une valeur comprise entre 1,25-2,5 mg/ml d’extrait méthanol.

Cette différence trouve son explication dans la différence de standard utilisé pour 1’évaluation
de D’activité antiradicalaire par le DPPH. elle est aussi due a I’utilisation du solvant ou a

certaines facteurs écologiques a la partie de la plante utilisé.

I11.4.3 Méthode de blanchissement du p-caroténe (BCB)

L'activité antioxydante a été¢ évaluée en suivant la réaction d'oxydation du B-caroténe en
présence des extraits, du contréle négatif et de BHT comme contrdle positive, 'absorbance a
¢été¢ mesurée a 470 nm chaque 30 minutes jusqu'a 2 heures et est présentée dans la Figure ci-

dessous.
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Figure I11-9 :Courbe d'absorbance de béta-caroténe en fonction du temps en présence

des extraits et de référence

L'activité antioxydante de 1’extrait et du BHT a été calculée par rapport au contrdle négatif en
utilisant 1'équation suivante :

Abs échantillon t=0 — Abs échantillon t=120

AA%=[1— ]><100

Abs contrble t=0 — Abs controle t=120

Les résultats sont présentés dans la Figure 10 ci-dessous.
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Figure III-10 : Diagramme a barre représentatif d'activité antioxydante % de extraits

et de référence du test béta-caroténe
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selon les résultats obtenue on constate que le BHT utilis¢é comme référence a montré une

activité antioxydante plus grand 68,18 % ce qui prouve son pouvoir activité¢ antioxydante élevé.

I’extrait éthanolique de notre plante a montré quant a lui aussi une activité antioxydante
significative proche de celle du BHT qui est de 61,36 %.

Les résultats obtenus dans ce test de B-caroténe peuvent étre di aux différences de solubilité
des molécules présents dans les extraits et leur répartition entre les deux phases aqueuse et
lipidique, car le systeéme utilisé¢ pour mesurer cette activité s'agit d'une émulsion de lipides dans

'eau [Erreur ! Source du renvoi introuvable.].

IIL5. Résultat de I’évaluation de 'activité antibactérienne et fongique

L’activité antibactérienne et antifongique des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de
diffusion par disque sur milieu gélosé, ou chaque disque a été imprégné par les solutions des
extraits a une certaine concentration en utilisant le DMSO comme solvant.

Aprés 24h d’incubation a 37°C pour souches bactériennes et 24°C pour les souches a
champignons, on a récupéré les boites de pétri puis nous avons mesuré les diamétres des zones
d’inhibition des extraits éthanolique et chloroformique sur les différentes souches testées. les
résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau I11.6 : Zones d’inhibitions des extraits et de références dans différentes souches

Zones d’inhibition en mm

Souches

Escherichia coli

Extrait

éthanolique

Extrait

chloroformique

Genta 80
(témoin +)

30

DMSO

(témoin -)

Pseudomonas aeruginosa - 27 -
Bacillus cereus - 29 _
Staphylococcus aureus 10,3 26 -
Salmonella aboney - 28 _
Aspargillus brasiliensi 9,7 33 _
Candida albicans - 22 -
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A: S. aureus

D : Pseudomonas E: E. coli

F :Aspargillus G : candida

Figure III-11 : Résultats des test activité antimicrobienne
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Parmi les deux extraits testés, I’extrait chloroformique est celle qui a montré une inhibition de
la croissance bactérienne contre la souche Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition
de diametre 10,3mm. Par contre I’extrait éthanolique n’a montré aucune activité
antibactérienne contre les souches S. aureus P. aeruginosa, S. aboney, B. subtilis et E. coli.

A titre de comparaison, celle de Abuhamdah [68], présente aucune activite antibactérienne pour
les souches S. aureus , B. subtilis et E. coli.

Pour I’activité antifongique, I’extrait éthanolique n’a montré aucune activité contre les souches
Aspargillus et candida albicans par conséquent 1’extrait chloroformique quant a elle a montré
une considérable croissance contre la souche Aspargillus avec une zone d’inhibition de
diamétre 9,7mm.

En comparant avec celui de Faidi [69] tous les extraits ont montré une activité antifongique

contre C. albicans , C. parapsilosis , C. glabrata , C. krusei.
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CONCLUSION GENERALE
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L’exploitation du potentiel biologique des especes végétales revét un intérét important,
ainsi les nouvelles démarches consistent a rechercher les principes actifs des plantes.
Le présent travail est porté sur 1’é¢tude qualitative, quantitative et 1’évaluation des activités
biologiques de la partie aérienne de la plante du genre Asphodelus, choisie sur la base de son
usage traditionnel.
Le criblage phytochimique des extraits bruts obtenus a partir de 1'espéce d'intérét, révéle la
présence de diverses classes de métabolites secondaires a savoir : les flavonoides, tannins
connus pour leurs activités biologiques.
les teneurs en polyphénols, flavonoides et des tanins dans les extraits de la plante
L’extrait éthanolique présente une activité antioxydante intéressante dans les deux méthodes
utilisées a savoir : piégeage des radicaux libres DPPH et le test de blanchiment de B-caroténe.

Enfin, les activités antimicrobiennes modérées dans la méthode de diffusion de disque gélosé.

Enfin, pour ouvrir un champ de perspective nous proposons une suite expérimentale
axées sur :

- Des études in vivo visant des systémes biologiques, sans exposer 1’homme ou
I’animal aux éventuels effets secondaires ou a la toxicité d’un nouveau médicament.

- Détermination des concentrations minimales inhibitrices

- Réduire la concentration des extraits pour les tests antimicrobiens

- Proposition d’éventuelles préparations galéniques a usage externe (pommades, gels)
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