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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’antiquité comme remédes pour le
traitement de diverses maladies parce qu’elles contiennent des composants riches en principes
thérapeutique (khaldi et al., 2012). Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS) pres de
80% de populations dépendent de la médecine traditionnelle. La plupart des plantes sont
utilisées empiriquement et sans validation scientifique de leur efficacité et sécurité (Moutinho,
2013).

Actuellement et malgré le progres de la pharmacologie, I’'usage thérapeutique des plantes
medicinales est tres présent surtout dans les pays en voie de développement. En effet, parmi
environ 500.000 espéces de plantes, 80.000 possedent des propriétés médicinales (Bouden,
2018).

Les infections humaines causees par des champignons et des bactéries sont augmentées
considérablement dans les dernieres années (Fiori et al., 2013). Des études in vitro et
épidemiologiques suggérent que la consommation des aliments riches en composés phénoliques
pourrait diminuer de maniére significative le risque de certains problémes de santé en raison de

leurs propriétés antioxydants et propriétés antibactériennes (Alves et al., 2013).

Cependant, les maladies a ’origine du stress oxydatif sont dues généralement suite a la
production excessive des espéces réactive d’oxygene (ERO) et les especes réactive
d’azote (ERN) qui pourraient devenir toxiques pour les composants majeurs de la cellule ; les
lipides, les protéines et les acides nucléique (Valko et al., 2006). Ceci provoquerait un
dysfonctionnement cellulaire et serait impliqué dans diverses pathologies telles que les
cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les maladies neurodégénératives (Alzheimer,

Parkinson) et le processus de vieillissement (Aruoma, 2003).

D’autre part, I’inflammation est un processus physiologique complexe de défense utilisée
par 1’organisme, aprés une agression étrangere, vasculaire et tissulaire, vis a éliminer ou isolé
I’agresseur et maintenir I’intégrité des tissus infectés. L’inflammation est un état morbide
caractérisé par les signes cardinaux suivants : chaleur, douleur, rougeur et tuméfaction de la
partie malade (Sarkhel, 2015).

Cassia angustifolia VVahl (connue sous le nom de Tinnevelly senna, ou senna), une plante
de la famille des fabaceas, est traditionnellement utilisee comme laxatif. Il est recommandé
pour le traitement a court terme (1 a 2 semaines) de la constipation aigué et pour le nettoyage

de l'intestin avant une endoscopie diagnostique (Vitalone et al,. 2011).
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Dans ce contexte, I’objectif de cette étude est I’évaluation de I’activité antimicrobienne,
antioxydant et anti-inflammatoire, de quelques extraits de la plante C. angustifolia afin de

déterminer la teneur en métabolites secondaires.
Notre travail est structuré comme suivant :

Partie bibliographique qui contient trois chapitres (géneéralités sur la plante ; métabolite

secondaire et les activités biologiques).

Partie expérimentale qui contient la méthode de travailles et résultat et discussion.
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Chapitre 1 Généralité sur cassia angustifolia

1.1. Famille

Les légumineuses constituent la troisiéme super famille par ordre d’importance chez les
angiospermes, constituent un des groupes de végetaux supérieurs les plus abondant et les plus
diversifié (Allen et Allen, 1981 ; Broughton, 1984). Cette famille posséde 674 genres et plus
de18000 especes (Polhill et al., 1981).

Les Caesalpinioideae ont habituellement des fleurs comme des papillons et a étamines
unies. Comprenant environ 150 genres et 2200 espéces, sont principalement des arbres ou
arbustes retrouvés en régions tropicales et subtropicales. 23 % seulement des especes parmi
celles examinées, sont 18000 espéces (Polhill et al., 1981).connues pour étre nodulées par les
rhizobia (Sebihi, 2008).

1.2. Description botanique

Cassia angustifolia appartient a la famille de Caesalpinioideae (Fabaceas). Arbuste bas,
atteignant 1,5 m de haut, tige et branches dressées pales, a feuilles composées paripinadas,
lanceoladas ovales, de 2,5 et 6 cm de long sur 8 mm de large, ayant 3-7 paires de feuilles,
étroites ou arrondi, vert pale a vert jaunatre. Cassia a des fleurs jaune vif de forme
caractéristique. La fleur typique consiste en cing sépales semblables et des pétales (fig. 1)
(Shazia et al., 2012).

Figure 1. Cassia angustifolia VVahl (Peter et al., 2012).
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1.3. Classification
D’apres Kistamma et Venkateshwar (2018), Cassia angustifolia(C.angustifolia) est une
espece qui appartient & :

Nom botanique : Cassia angustifolia
Embranchement : Plantae

Sous embranchement : Tracheobionata
Division : Magnoliophyta

Classe : Mabnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Caesalpinaceae

Genre : Cassia

Espéce : Cassia angustifolia Vhal

1.4. Nom vernaculaire et synonymes

La plante est connue sous le nom "Senna, Sana, Sanna Makki", par contre elle est
commercialisée sous les noms: Senna, Sanna Makki Son nom en anglais est Tinnevelly Senna
et/ou Indian Senna (Shazia et al., 2012).

1.5. Distribution géographique

Cassia angustifolia est originaire d’Arabie (Evans, 1992). Plante indigene d'Afrique
tropicale. Il pousse beaucoup prés du Nil, d'Assouan au Kordofan, en passant par la péninsule
arabique, I'Inde, le Pendjab et la Somalie. 1l est cultivé en Inde, en particulier sur les territoires

de Madura, a Mysore et a Tinnevelly, ainsi qu'au Pakistan et au Soudan (Alonso, 2004).

1.6. Usages traductionnelle

Cassia angustifolia est un puissant cathartique utilisé dans le traitement de la
constipation, agissant par le biais d'une stimulation du péristaltisme intestinal. A égale C.
angustifolia ment été utilisé comme expectorant, pansement, anti dysentérique et carminatif.
Elle est utile dans le traitement de la gonorrhée, des maladies de la peau, de la dyspepsie, des
fievres et des hémorroides. La plante est utilisée sous forme de matiere végétale brute ou en
poudre sous forme d'infusion orale ou d'extraits (liquides ou solides). 11 est toujours conseillé

d'utiliser le médicament sous la supervision du médecin, car l'utilisation excessive de
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C.angustifolia peut avoir des effets indésirables conduisant & des douleurs a I'estomac soudaines
et intenses et a des coliques ou douleurs abdominales (Jnanesha, 2018).

1.7. Constituants chimiques

Les principaux composants actifs du C.angustifolia sont les glycosides dimériques
appelés Sennosides A, B, C et D. Les aglycones sont composes d'aloes-émodine + rhéine pour
A et B et de rhéine + rhéine pour C et D. Autres phytochimiques sennoside C, sennoside D
rhéine, chrysophanol, aloes émodine, kaempférol, alcool myricylique, acide salicylique, acide
palmitique, acide stéarique, isorhamnétine, barbaloin, kaempférol, acide cathare, dérivés
d’anthraquinone(Jnanesha,2018).
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Chapitre 2 Les métabolites secondaires

2.1. Généralité

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Les
métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qu’il convient d’explorer
pour leurs propriétés antioxydants, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anti carcinogenes
ou mutagénes (Epifano et al., 2007). Ce sont des composés trés hétérogénes tant par leur
composition que par leur structure (Muanda, 2010).

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de la plante, mais ils sont
distribués differemment selon leurs rdles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Parmi
les principales familles de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on distingue
(Muanda, 2010).

2.2. Les composés phénoliques
Parmi ces composés, on citera les polyphénols, les lignines, les stilbenes, les flavonoides,

les phénylpropanoides, les anthocyanes et les tannins (Muanda, 2010).

2.2.1. Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolite secondaire largement répandus
dans le regne vegétal (Fig. 2) (Addy et Schwartzman, 1995). Leur fonction principale semble
étre la coloration des plantes (au-dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines),
méme si leur présence est parfois masquée par leur présence sous forme "leuco”, ce qui explique

leur intérét commercial dans I'industrie alimentaire (Gabor et al., 1988).

Figure 2. Structure chimique de base des flavonoides (Heller et Forkmann, 1993).

2.2.2. Les tanins

Les tanins sont des formes phénoliques condensées (Fig. 3), ayant un poids moléculaire
allant de 500 a 3000 daltons. Dans la nature les tannins se trouvent dans le monde entier dans
de nombreuses familles de différentes plantes supérieures telles que le chataignier et le bois de

chéne (Paolini et al., 2003). IIs sont solubles dans 1’eau (Akiyama et al., 2001). Selon la nature

6
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des assemblages moléculaires, les tanins sont classés en 2 groupes : les tanins hydrolysables et

les tanins condensés (Sereme et al., 2010).

Figure 3. Structure des tanins (Guignard, 1996).
2.3. Les alcaloides
Formant un groupe trés large, les alcaloides possédent un atome d’azote qui les rend
pharmaceutiqguement tres actif. Il est parfois difficile de situer les frontieres qui separent les

alcaloides des autres métabolites azoteés naturels (Iserin, 2001).

Ils existent a 1’état de sel et constituent avec les hétérosides, la majorité des principes

actifs des plantes médicinales (Brunton, 1999).

2.4. Les anthraquinones

Sont des composes aromatiques (fig. 4) qui provoquent des contractions des parois du
gros intestin et ont ainsi une action extrémement laxative. C.angustifolia et la rhubarbe
d’ornement (Rheum palmatum) contiennent par exemple de I’anthraquinone (Hans et Kothe,
2010).

O

Figure 4. Formule générale des anthraquinones (Hans et Kothe, 2007).
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3. 1. Antimicrobienne
3.1.1. Les infections microbiennes

Les maladies infectieuses représentent la cause majeure de mortalité dans le monde, ce
sont des affections provoquées par des microorganismes pathogenes telles que les bactéries, les
virus, les parasites ou les champignons et touchent des millions des personnes dans le monde
(Alwash et al., 2013), I’apparition des souches résistantes aux antibiotiques usuels, I’émergence
d’un pouvoir pathogene chez des souches habituellement saprophytes de notre environnement
et les immunodépressions causées par I'infection a VIH sont les principaux facteurs de la forte

recrudescence de ces maladies (Bagre et al., 2007).

3.1.2. Les antibiotiques

L’¢limination des microorganismes pathogeénes fait appel a des substances dites :
antibiotiques (ATB). Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent
des champignons). Ils ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou

d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique) (Elghozi et Duval., 1992).

3.1.3. Les antimicrobiens d’origine végétale

Des infections microbiennes se basent principalement sur 1'usage des antibiotiques
(Billing et Sherman, 1998). Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont
reconnus par leur toxicité vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre
lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe
cellulaire (Cowan, 1999).

3.2. Antioxydants
3.2.1. Le stress oxydant

Depuis quelgues années, le monde des sciences biologiques et médicinales est envahi par
un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les chercheurs

impliguent dans la plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

Les molécules pros oxydantes ou radicaux libres ou especes réactives de I’oxygéne (ERO)
produites quotidiennement dans I’organisme sont contrdlées par les antioxydants. Un stress
oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en faveur des radicaux libres. Toutefois, une

production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des mécanismes



Chapitre 3 Les activités biologiques

antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant (Christophe et al., 2011).
3.2.2. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme une molécule ou un fragment moléculaire possédant
un ¢électron (ou plusieurs) non apparié qui se trouve le plus souvent sur I’orbitale externe de la
molécule. Il est instable et a tendance a chercher a se stabiliser en s’appariant avec un électron
appartenant a une autre molécule voisine provoquant ainsi sa déstabilisation et entrainant une
réaction en chaine qui aboutit a des destructions au niveau cellulaire (Halliwell et Gutteridge,
1989).

3.2.3. Antioxydants
Un antioxydant est une substance ou molécule, capable en petite quantité, de prévenir, de
retarde et de réduire ’oxydation d’un substrat. Les antioxydants sont d'origine endogéne

métaboliques comme des enzymes et d'origine exogeénes nutritionnelles (Parihar et al., 2008).
3.3. Anti- inflammatoire
3.3.1. L’inflammation

L’inflammation est un processus de défense de I’organisme dont le but est de neutraliser,
de combattre ou d’éliminer 1’agent pathogeéne (endogeéne ou exogene) et de préparer la
réparation des tissus. Les signes de ce processus sont : chaleur, rougeur, douleur, gonflement
(Kumar et al., 2003).

Une réaction inflammatoire est I'un des modes de réponse les plus fréquents de
I’organisme, provoquée par différents pathogénes, infectieuse (bactéries, virus ou parasites),
immunologiques, traumatismes physiques ou chimique (intervention chirurgicale,
microcristaux) et nécrose tissulaire, elle peut manifester de maniere aigue ou chronique
(Regnault, 1992).

3.3.2. Anti-inflammatoires d’origine végétale
Le nombre des composes phytochimiques, trouvait dans le regne végeétal est tres vaste, et
leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composes phytochimiques ont des

propriétés anti inflammatoire (Fiebich et Chrubasik, 2004).
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4.1. Matériel
4.1.1. Réactif et appareillages

Plusieurs réactifs chimiques et appareillages ont été utilisés dans la présente étude (voir
annexe 1).

4.1.2. Matériel biologique
4.1.2.1. Matériel végétal

Les feuilles de C. angustifolia utilisées dans cette étude ont été achetées chez un
herboriste de la ville de Ouled Djellal; Biskra (Octobre 2018) , elles ont subi un nettoyage et
lavage a 1’eau pour éliminer tous les traces de poussiere, séchées a 40C°pendant une semaine,
puis broyées a I’aide d’un broyeur électrique et tamisées afin de pouvoir récupérer une poudre

fine et homogene.

Figure 5. Les feuilles et poudre de C.angustifolia (Balasankar et al., 2013).

4.1.2.2. Souches bactériennes et fongiques
L'activité antibactérienne et antifongique a été évaluée sur des souches de référence (tab.
1).
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Tableau 1. Différent souches microbiennes utilisées dans le test antimicrobien.

Gram + Gram- Fongique
Entérococcus faecalis Escherichia coli Candida albicans
ATCC29212 ATCC25922
Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC5923 ATCC27853
Listeria monocytogenes
ATCC19115

ATCC: American type culture collection.
4.2. Méthodes
4.2.1. Préparation des extraits
L’objectif de I’extraction est de récupérer les molécules bioactives présentes dans les
feuilles de C. angustifolia, notamment les composeés phénoliques et les flavonoides. Les

activités d’extraction sont effectuées par épuisement du matériel végétal.

4.2.1.1. Préparation de I’extrait méthanolique
Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Bekheet et al.,

(2011) avec une légere modification :

40g de la poudre des feuilles sont macérés dans le méthanol 75% (V/V). Le mélange est
maintenu sous agitation pendant 72 heures a une température ambiante. Aprés maceration, la
solution obtenue a été filtrée plusieurs fois sur papier wattman N° 03, et le filtrat est récupéré.
La méme opération a été répétée 3fois, afin d’avoir une extraction exhaustive, et le filtrat 3 est
récupére.

Les trois filtrats ont été mélangés et le méthanol est éliminé du filtrat par évaporation a
40°C ; dans I’étuve (37C°) permettant ainsi d’obtenir un extrait sec caractérisé par une couleur

marron foncé, qui est considéré comme étant 1’extrait brut.

4.2.1.2. Préparation de I’extrait Aqueux
Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Konkon et al.

(2006) en y apportant quelques modifications :

10g de la poudre des feuilles sont macérés dans 200 ml eau distillée puis agiter
manuellement et doucement ; Chauffer le mélange dans un bain-marie bouillant pendant 30
minutes ; Laisser le mélange refroidir a la température ambiante. Aprés macération, la solution
obtenue a été filtrée papier Wattman n°1. Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par

le filtre dans 200 ml eau distillée bouillante); Les trois filtrats obtenus sont placés dans un seul
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récipient ; dans I’étuve (37C°) permettant ainsi d’obtenir un extrait sec caractérisé par une

couleur marron claire, qui est considéré comme étant I’extrait brut.

Le rendement 'extraction est calculé selon la formule suivante :

Taux d’extraction (%) = P 1/P0X 100

PO : poids de la poudre avant I’extraction. P1 : poids de I’extrait sec aprés 1’extraction.

4.2.2. Profil chimique
4.2.2.1. Dosage des polyphénols

e Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique folin
ciocalteu selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965).

Les polyphénols ont eté déterminés par spectrophotometre selon la méthode de folin
ciocalteu ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif folin-
ciocalteu en un complexe ayant la couleur bleue constitu¢ d’oxyde de tungsténe et de
molybdéne. L’intensité¢ de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénolique

oxydés.
e Mode d’opératoire

Dans un tube a essai mélanger 100 pl d’extrais + 500 ul du réactif de folin ciocalteu a 10
% (v/v) le mélange est incubé pendant 4 min. on ajout ensuite 400 pul de NaCO3 (carbonate de
sodium) a 7.5 % (v/v) puis le mélange est soumis a une autre incubation pendant 2h a I’obscurité

la lecture se fait dans la longueur d’onde 765 nm.
Le blanc de test contient 100 pl d’éthanol 500 ul de folin et 400 pl de NaCO3.
e Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le
methanol. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en acide gallique par 1

milligramme d’extraits sec (ug EAG/mg d’extrait).
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4.2.2.2. Dosage des flavonoides

e Principe

La teneur en flavonoides dans les extraits a été déterminée par spectrophotométrie selon
Lamaison et Carnat (Quettier-Deleu et al., 2000), en utilisant une méthode basée sur la
formation d'un complexe flavonoide-aluminium, apres décomposition du chlorure
d’aluminium, ayant le maximum d'absorption a 430 nm. La quercétine a été utilisée pour établir

la courbe d'étalonnage.
e Mode d’opératoire

1 ml d'échantillon dilué a été mélangé séparément avec 1 ml de solution méthanolique
de chlorure daluminium a 2%. Aprés une incubation a la température ambiante pendant 15
minutes, l'absorbance du mélange réactionnel a été mesurée a 430 nm avec un
spectrophotometre et la teneur en flavonoides a été exprimée en pg par g d'équivalent en

quercétine.
e Expression des résultats

Les concentrations en flavonoides totaux des extraits sont déterminées en se référant a la
courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations de quercétine. Les résultats sont

exprimés en ug EAG/mg d’extrait.
4.2.3. Etude Pactivité antimicrobienne des différents extraits
4.2.3.1. Milieux des cultures utilisés

Selon les méthodes utilisées dans I’essai et selon les souches, nous avons utilisé les

milieux suivants :
* La gélose nutritive(GN) pour I’isolement et ’entretien des souches bactériennes.

* La gélose Mueller Hinton (MH) pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux

différents extraits de C.angustifolia.

* Pomme de terre dextrose agar (PDA) pour I'isolement et I’entretien des souches

fongiques.

4.2.3.2. Repiquage des espéces
Les différentes especes microbiennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C (bactérie) et 28C° (fongique) afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir

a la préparation de I’inoculum (Zeghad, 2009).
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4.2.3.3. Préparation de I’'inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la GN et incubées a 37°C pendant 24 h,
et fongique dans PDA et incubées a 28°C pendant 72h pour optimiser leur croissance. On racle
a l’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des
souches a tester. Décharger I’anse dans 9ml d’eau physiologique stérile, La suspension
bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une
DO de 0.08 2 0.10 a 625 nm. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est

trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérile s’il est trop fort (Harrar, 2012).

4.2.3.4. Ensemencement et dépét des disques
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites pétri, un écouvillon est trempé
dans la suspension, puis I’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube.

L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosee, de haut en bas en stries serrées.

L’opération est répétée trois fois entourant la boite de 60°a chaque fois, I’ensemencement
est fini en passant 1’écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée. Les disques
chargés avec 15 pl d’extraits (50mg /ml) sont déposés delicatement sur la surface de la gélose

inoculée a I’aide d’une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des ATB (témoin
positif) et DMSO (témoin négatif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la
comparaison avec les résultats des extraits testés.

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 h a 37°C (bactérie) et 72 h
a 28°C (fongique) (Ben abbes, 2011).

La lecture des résultats se fait par la mesure, a I’aide d’une régle graduée, du diamétre de

la zone d’inhibition formée autour du disque, en prenant la moyenne des deux essais effectués.

4.2.4. Détermination de la capacité antioxydant totale (TAC)
La capacité antioxydant totale (TAC) ou I’activité réductrice du molybdate des extraits

est évaluée par la méthode de phosphomolybdéene proposée par Prieto et al. (1999).
e Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de molybdene présent sous la forme
d’ions molybdate MoO4* a molybdéne MoO," en présence de I’antioxydant pour former un

complexe vert de phosphate dans un milieu acide.

e Mode opératoire
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Un volume de 3 ml d’une solution préparée en mélangeant 0,6 M d’acide sulfurique
(H2S04), 28 mM de phosphate de sodium (NasPO4) et 4 mM de molybdate d’ammonium
(NH4)s Mo704%), est ajouté a 0,3 ml de chaque extrait (a différentes concentrations). Les tubes
sont incubés a 95°C pendant 90 min. L’absorbance des solutions est mesurée apres
refroidissement a 695nm.

4.2.5. Etude de ’activité dénaturation des bovine serum albumin (BSA)

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits méthanolique et aqueux de la plante
étudiée a éte évaluée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines décrite par
Lavanya et al. (2010).

e Principe

Le principe consiste a I’inhibition de dénaturation du BSA provoquée par la chaleur

(72°C) par les extraits.

e Mode opératoire

1 ml de chaque concentration(800-6,26pug/ml) par dilution 1/2 d’extrait ou du standard +
1 ml de solution de BSA 0.2% préparé dans le Tris Hcl pH : 6,6 incubation a 37 C° pendant 15
min puis dans un bain marie a 72°C pendant 5 min. contre le blanc contient 0,5ml BSA et 0,5ml
de Tris-HCI.

Utilisant le diclofénac comme un standard avec les mémes conditions que les extraits.

Apreés refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm dans un spectrophotomeétre a

Ccuve.
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5.1. Rendement
Les résultats du rendement des extraits sec sont regroupés dans le tableau ci-dessous

Tableau 2. Résultats pourcentages, couleurs et aspect des extraits de C.angustifolia.

Couleur Aspect Poids de | Pourcentage
Extrait I’extrait (g) de
I’extrait(%)
Extrait Marron poudre 9,7 24 25
méthanolique fonce
Extrait Marron poudre 2 20
aqueux clair

Le rendement exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la
plante fraiche, le rendement le plus élevé a été observe avec I’extrait méthanolique (E. Méth)
(24,25%) par rapport I’extrait aqueux (E. Aq) (20%).

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une
plante a une autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de 1’extraction
solide-liquide : la température, le solvant d’extraction et la taille des particules, affectent tous
le contenu total en phénols et flavonoides, et par conséquent affecte les activités biologiques

médiées par ces métabolites (Lee et al., 2003).
5 .2. Dosage des métabolites secondaire
5.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu phénolique total dans les E.A et E. Méth de C.angustifolia a été évalué en
tracant une courbe standard en utilisant différentes concentrations d'acide gallique L'équation
de régression linéaire est : y =0.0034 x +0.1044 Sachant que le coefficient de corrélation : R2=
0.9972 (voir annexe 2).

La quantité totale de contenu phénolique présente dans chaque extrait, exprimée en mg
d’équivalent d'acide gallique (EAG) / g (fig. 6).
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Figure 6. Teneur des extraits de C.angustifolia en polyphénols totaux.

L'analyse a montré qu'une quantité considérable de contenu phénolique était présente
dans les extraits méthanolique et aqueux de C.angustifolia.

L’extrait aqueux est riche en polyphénols totaux et contient une teneur de 85.112 mg

EAG/g d’extrait. Apres I’extrait méthanolique de 48.406 mg EAG /g d’extrait.

Une étude faite par Ahmed et al. (2016) montre que la teneur en polyphénols totaux dans
I’extrait méthanolique et aqueux des graines de C.angustifolia est de 2.328 mg EAG/g, 0.535
mg EAG/g respectivement. Ces taux sont inférieurs a nous résultats. Alors en peut conclu que

les feuilles sont plus riches en polyphénols que les graines.
4.2.2. Dosage des flavonoides totaux

La courbe d'étalonnage de la quercétine a été utilisée pour évaluer la quantité totale de
contenu de flavonoides en utilisant différentes concentrations. L'équation de régression linéaire

est : y =0.0048 x, sachant que le coefficient de corrélation : R2=0.997(annexe 3).

Dans chaque extrait, La teneur des flavonoides sont exprimés en mg équivalent de

quercétine par g d’extrait (fig. 7)
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Figure 7. La teneur des extraits de C.angustifolia en flavonoides totaux.

Les extraits aqueux de C.angustifolia présentaient une teneur en flavonoides plus élevée
que I’extrait méthanolique avec une concentration de 69.22 mg EQ/g d’extrait. Par comparaison
avec les résultats précédant en peut conclu que les flavonoides expriment 81% des polyphénols

totaux. Par ailleurs I’extrait aqueux contient 58.52 mg EQ/g.

D’autre part une étude faite par Ahmed et al. (2016) montre que la teneur en flavonoide
dans les graines de C.angustifolia est de 5.00 mg EQ/g, dans I’extrait méthanolique et
1.29mgQE/g d’extrait aqueux ce qui montre que les feuille sont plus riches en flavonoides par

rapport les graines.

Selon Laghari et al. (2011) le taux des flavonoides dans les deux parties ariennes de
C.angustifolia (I’extraction par micro-ondes) est 28.15mg EQ/g et 26.30 mg EQ/g trouvait

dans les fleurs et les feuilles respectivement.

5. 3. Activité antimicrobienne
Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien des extraits de la plante C. angustifolia par

la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélose.

L’activité antimicrobienne de nos extraits est estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition (mm) autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis des souches (Tab.
3).
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Tableau 3. Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de C. angustifolia.

E. Ag | E. Méth Témoin + (ATB)

Souches AUG AMP MET
S. aureus - 8,5+0,70 ND 22 ND
E. coli - 8+1,41 ND 27 ND
E. faecalis - - 20 ND ND
P. Aeruginosa - - 22 ND ND
L. monocytogenes - - ND 20 ND
C. albicans - - ND ND 18

AUG : Amoxicilline + Ac. Clavulanique ; AMP : Ampicilline ; MET : Métronidazole ; ND : Non diamétre

Par la concentration étudiée (50mg /ml), I’E. Aq ne posséde aucun effet sur ces souches
microbiennes, les zones d’inhibition ne dépassent pas le diametre des disques, le méme résultat
pour ’E. Méth sur tous les souches sauf S. aureus et E. coli qui possede un effet correspond un
diameétre d’inhibition (8,5+0,70mm) et (8+1,41mm) respectivement. Ces effets sont plus
faibles que ceux obtenus avec l'antibiotique standard utilisé, a savoir ’ampicilline (AMP), qui

a donné des diamétres d’inhibition de 25 a 28mm (voir annexe 4).

L’E. Méth est actif sur S. aureus et E. coli, mais cette activité reste faible par rapport
aux études de Vijaya et al. (2016) qui ont trouvés les mémes diameétres inhibition (10 mm) pour
ces souches par I’extrait methanolique. Et ils sont montrés que cette extrait de partie aérienne
du C.angustifolia a un effet inhibiteur sur la croissance de (E. faecalis, P. aeruginosa et C.

albicans) cette effet exprimée par diametres d'inhibition respectifs de (10 ; 8 et 8 mm).

Selon Ahmed et al. (2010), il a testé ’activité antimicrobienne de 1’extrait méthanolique
des feuilles de C. angustifolia. lls ont utilisé plusieurs souches parmi eux C. albicans et P.
aeruginosa, les résultats obtenus dans cette étude ont montré que cet extrait posséde un effet
inhibiteur sur ces souches avec des zones d’inhibition 12 + 0,8 mm et 12,1 + 0,43 mm

respectivement a faible concentration (10 mg/ml) par rapport (50mg/ml).

Les résultats obtenus dans le présent travail montrent que I’E. Aq n’a aucun effet
inhibiteur envers la croissance de toutes les souches microbiennes testées. Ce résultat montre

par Ahmed et al. (2010) pour P. aeruginosa et C. albicans.
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Par contre Vijaya et al. (2016) qui ont montrés que I’extrait aqueux de partie aérienne du
C.angustifolia a un effet inhibiteur sur la croissance de E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa et
C. albicans cette effet exprimée par diametres d'inhibition respectifs de (9 ; 10 ; 7 et 8 mm).

Selon Orhan et al. (2012), I’activité antimicrobienne dépend de plusieurs facteurs a savoir
I’espéce de la plante, la préparation de I’extrait, le solvant utilisé, et la sensibilité des bactéries.

Aussi que la nature et la dose de la substance active présente dans les extraits.

L’activité d’un extrait est probablement due a la présence de synergie entre un nombre de
composants, qui lorsqu’ils sont séparés deviennent inactifs individuellement (Sarker et al.,
2005). Cela est interprété par le fait que les plantes produisent une variété énorme des petites
molécules antibiotiques ayant un large spectre de structure telle que les térpénoides, les
glycostéeroides, les flavonoides et les polyphénols. Cependant, la plupart de ces petites
molécules ont une faible activité antibiotique par rapport aux antibiotiqgues communs produits

par les bactéries et les champignons (Benbrinis, 2012).

Cette variabilité des résultats de I’activité biologique des extraits végétaux peut dépendre
du contenu en polyphénols. De plus, Les mécanismes d’action des composés naturels sont

expliqués de différente maniére selon les auteurs.

Selon Bel-Rhlid et al. (2016), I’activité antimicrobienne est liée a la polarité des
substances bioactives. Les composés les moins polaires comme les flavonoides n’ayant pas de
groupement OH sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des agents microbiens que ceux

portant le groupement hydroxyle.

Les conditions de séchage et de broyage de la santoline peuvent étre aussi a 1’origine de
I’absence de I’activité antimicrobienne. Il est rapporté par Seidel (2005) que si la plante est
connue par son contenu en composés volatiles ou thermolabiles, il est conseillé de congeler le
matériel végeétal le plutbt possible apres sa collection. Il est aussi recommandé de le broyer
subséquemment dans un mortier avec le nitrogéne liquide car le broyage est aussi a I’origine de
la génération de chaleur responsable de la perte des molécules volatiles ainsi que la

décomposition et I’oxydation des molécules thermolabiles (Jones et Kinghorn, 2005).

5.4. Capacité antioxydant totale TAC
Les résultats obtenus pour la capacité antioxydant de cette plante sont montrées dans la

(fig. 8) ci-dessous:

20



Chapitre 5 Résultats et discussion

1,8 -
16 -
14 -
1,2 -
1 -
0,8 - Eaq
0,6 - E Meth
0,4 -
0,2 -

O ! T T T 1
0 5 10 15 20

concentrtion(mg/ml)

Absorbance a 695nm

Figure 8. Capacité antioxydant totale des extraits de C. angustifolia a différentes
concentrations.

Cette figure montre que les deux extraits presentent des activités antioxydants
importantes. Elles sont proportionnelles aux Abs qui selon le graphe, augmentent en fonction

de la concentration.

L’E. M¢éth possede la meilleure capacité antioxydant représentée par son absorbance
maximale qui est de (1,680+0,002), obtenue pour une concentration de 7,5mg/ml, tandis que
I’E. Aq révele d’activité réductrice inférieure montrée par leur Abs maximale a la méme
concentration qui est de (1,505+0,002).Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que, I’E.
Méth et I’E. Aq, présentant une capacité antioxydant importante, renferme des molécules ayant

un potentiel réducteur donneur d’électron.

Et en concentration 7,5mg /ml, on observe la stabilité¢ de I’absorbance des extraits qui

signifie la réduction maximale de molybdate.

Comparant les résultats obtenus pour les extraits avec ceux de I’acide ascorbique (fig. 9),
ils sont a suggérer que les extraits de C .angustifolia ont une capacité antioxydant considérable
mais reste faible par rapport au standard qui a révélé une activité antioxydant maximale pour

une faible concentration de 1mg/ml représentée par une absorbance de 1,658.
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Figure 9. Capacité antioxydant totale du standard (Acide ascorbique) a différentes

concentrations.

5.4. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro

5.4. 1. Dénaturation thermique de BSA

Pour évaluer Dactivité anti-inflammatoire in vitro de deux extraits des feuilles de C.

angustifolia nous avons utilisé le test de I’inhibition de la dénaturation de BSA. Les taux

d’inhibition obtenus a différentes concentrations des extraits sont représentés dans la figure

suivante (fig. 10).
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Figure 10. Effet des extraits de C.angustifolia et diclofénac sur la dénaturation de BSA.
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A partir des résultats de taux d’inhibition de la dénaturation de BSA d’E. Méth et d’E. Aq

des feuilles de C.angustifolia et diclofénac est inversement proportionnel a la concentration.

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé a été enregistré pour I’E. Aq avec une valeur
96,49% qui est obtenu avec la concentration la plus faible (12,5 mg/ml), suivi de I’E. Met et

diclofénac avec un pourcentage de 95,90% et 91,81% respectivement a la méme concentration.

En effet a des méme concentrations (12,5 pg/ml, 25 pg/ml et 50 pg/ml, 100ug/ml et 200
pg/ml) des extraits et le diclofénac (anti-inflammatoire de référence), les extraits présentent la
meilleure efficacité diclofénac. Ce résultat montre que polyphénols et flavonoides plus active

que diclofénac.

Les extraits bruts de plante commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle des molécules naturelles bioactives notamment les polyphénols et les flavonoides
connus par leurs propriétés thérapeutiques. lls font I'objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses, la protection des

aliments contre 1’oxydation et des anti-inflammatoires (Jan et al., 2016).
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Conclusion

Ce travail a ¢été mené dans le cadre d’évaluation de I’activité antimicrobienne
antioxydant et anti-inflammatoire des extraits méthanolique et aqueux obtenu par décoction de
partie aérienne de C.angustifolia de la famille Caesalpinaceae c’est un médicament réputé en
médecine traditionnelle et fréquemment utilisé dans la médecine traditionnelle comme

préservatif pendant longtemps.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir des rendements qui sont
différentes en fonction des solvants d'extraction utilisés (24.25% pour l'extrait méthanolique et
20% pour I'extrait aqueux).

Du point de vue phytochimiques, cette plante médicinale s'est révélée riche en composés

phénoliques et en flavonoides, le meilleur taux a été obtenu par extrait aqueux.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur des souches microbiennes, selon la
méthode sur diffusion de disque, les souches étudiées présentent une resistante vis-a-vis a
I’extrait méthanolique de la plante, sauf S. aureus et E. coli qui montre un effet faible. Les
résultats obtenus dans le présent travail montrent que 1’extrait aqueux n’a aucun effet inhibiteur

envers la croissance de toutes les souches microbiennes testées.

L’activité antioxydant des extraits de C.angustifolia été évaluée par méthode de capacité
antioxydant totale .Les résultats de la présente étude, ont révélés que les extraits de cette plante
ont une activité antioxydant qui varie toujours en fonction du solvant d’extraction et de la

concentration. Les extraits ont exercé une bonne activité réductrice du molybdate.

Nos différents extraits ont révelé une inhibition efficace de la dénaturation thermique
de I’albumine sérique avec des pourcentages maximaux de 96,49% et 95,90% pour I’extraits

aqueux et méthanolique respectivement ils sont donc dotés d’une activité anti-inflammatoire.

La plante C. angustifolia est une source prometteuse d’agents antioxydants mais de
faible agents antimicrobiens ce qui est expliqué par la nature des composés présents dans cette

plante.

D’autres études concernant I’identification des molécules bioactives, la confirmation de
la capacité antioxydant de C. angustifolia par des tests in vivo ainsi que 1’évaluation de I’activité
antibactérienne des huiles essentielles de cette plante et des extraits vis-a-vis d’autres souches

bactériennes sont nécessaires.
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Antimicrobien des extraits de la plante C. angustifolia
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antimicrobienne, antioxydant et I’activité anti-inflammatoire in
vitro de différents extraits de la partie aérienne de Cassia angustifolia. La teneur en polyphénols totaux et flavonoides
a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et trichlorure d’aluminium respectivement. L’effet
antimicrobien de I’extrait aqueux et méthanolique a été évalué par la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé.
Ces extraits ont ensuite été évalués par le potentiel antioxydant (TAC). L’activité anti-inflammatoire des extraits a été

déterminée via la dénaturation du BSA.

Les teneurs les plus élevés en flavonoides 69,22 mg QE/g et phénolique 85,11mg GAE/g a été enregistrés dans
I’extrait aqueux. Nos résultats ont montré que 1’extrait méthanolique & inhiber la croissance microbienne d’E. Coli et
de S. aureus, il présente aussi une trés forte activité antioxydant (TAC). Ainsi, I’activité anti-inflammatoire des extraits

présente une apparence inhibitrice 1égérement supérieure a celle du diclofénac.

Mots clé : antimicrobienne. antioxvdant. anti-inflammatoire. Cassia anaustifolia. nolvohénols. flavonoides.

Abstract

The objective of this study is to evaluate .In-vitro antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory activity of
deferent fractions of the aerial part of C. angustifolia .The total phenolic and flavonoid contents of extracts were
evaluated by the Folin-Ciocalteu method and aluminum chloride colorimetric assay respectively. The antimicrobial
activities of C. angustifolia aqueous and methanolic extracts were investigated by the disk diffusion method. These
extracts were further evaluated for antioxidant potential by the CAT. Anti-inflammatory activitie of the extracts were
determined denaturation of BSA.

The highest amounts of flavonoids of 69, 22 mg QE/ g and of phenolic of 85, 11 mg GAE/ g was recorded in
the aqueous extract. Methanolic extract have the potential to inhibit microbial growth of E. coli and S.aureus. The
Methanolic extract showed a very strong antioxidant activity (CAT). The results anti-inflammatory activity of the

extracts presents an inhibitory efficacy slightly higher than that of diclofénac.

Key words: antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, C. angustifolia, total phenolic, flavonoid.




