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Introduction

Introduction

La découverte des antibiotiques a marqué un tournant décisif dans 1’histoire de la
médecine moderne. En effet, ces médicaments miracles ont permis de traiter les maladies
infectieuses, trés courantes a 1’époque pré-antibiotique et ainsi de sauver d'innombrables vies
et donc s'imposant comme l'une des interventions le plus important et indispensables dans le

domaine médical (Davies et Davies, 2010; Munita et Arias, 2017; DOUAFER, 2020).

Malheureusement, au fil de temp et en raison de leur utilisation excessive et inappropri¢e
est accompagnée avec des effets secondaires indésirables ainsi que I’apparition des bactéries
résistantes, ou ces derniers développent leurs propres moyens de défense et sont devenues de
plus en plus résistantes a leur action, rendant le traitement des infections plus difficile, voire
impossible, ce qui engendre un véritable probléme pour la santé¢ publique (Bouras, 2019;

DOUAFER, 2020).

A T’heure actuelle, leur efficacité est menacée et la problématique de la résistance aux
antibiotiques interpelle les communautés scientifiques pour la recherche des nouvelles agents
thérapeutiques antibactériennes avec des effet limités pour etre utilis¢é comme des altérnatives
aux molécules synthétique (DOUAFER, 2020). Face a ce fléau, les chercheurs ont été orienté
vers le monde végétale et plus précisament les plantes médicinales qui représente une source
inépuisable de molécules a activités biologiques et pharmacologiques tres variées(Affi Kakou

etal.,2021).

Parmi les nombreux composants bioactives présents dans les plantes, les polyphénols
suscitent un intérét croissant dans la recherche en raison de leurs multiples effets biologiques
notamment 1’activité antibactérienne. Leur mécanisme d’action sur les bactéries repose sur
l'inhibition de la formation de biofilm ou également l'inactivation d'enzymes(Nassarawa et al.,

2023).

L’Algérie avec sa situation géographique et sa grande variété de climats et sols, elle se
caractérise par un patrimoin végétale d’une richesse inestimable (Daira ef al., 2016). Dans ce
travail nous intéréssons a I’espese Astragalus armatus, I’une des plantes largement utilisées en

médecine traditionelle.
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Dans ce contex, les objectifs vissés dans ce travail sont : 1'extraction des polyphénols ainsi
que I’évaluation de leur pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH et D’activité

antibactérienne in vitro par la méthode des puis et des disque.

Le présent travail a été articulé en deux sections principales : la premicre partie a été
consacrée a une revue de la littérature sur la plante étudiée , les métabolites secondaires et les
activités biologiques. Dans la deuxiemme partie, qui représente le coeur du travail comprennat
I’extraction un essai sur I'évaluation de l'activité¢ antibactérienne de l'extrait des parties

aériennes d'Astragalus armatus ; et enfin une conclusion du ce travail.
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Chapitre 01 Généralités sur les plantes

Ce chapitre explore de maniére approfondie les caractéristiques taxonomiques des plantes
appartenant au genre Astragalus, en accordant une attention particuliere a 1'espéce Astragalus
armatus. 1l s'attarde également sur les propriétés thérapeutiques remarquables de cette plante.
Dans le deuxieme chapitre, nous nous intéresserons aux métabolites secondaires

particulierment les polyphénols ainsi d’étudier leurs activités biologiques .

1.Apercu bibliographique sur les Astragales

1.1.Fabacées

Les Fabacées, autrefois connues sous le nom de légumineuses ou papilionacées,
représentent 'une des familles les plus importantes parmi les dicotylédones faisant partie de
l'ordre des Fabales. Avec environ 730 genres et prés de 19 400 espéces répertoriées (Mehellou,
2023), elles occupent la troisieme place en termes de taille parmi les familles de plantes
supérieures. Cette famille se distribuent dans le monde entier et se trouvent dans les zones
tropicales,subtroicales ou modérées. Elles englobent une diversit¢ de plantes, allant des
herbacées aux aquatiques et xérophytes, ainsi que des arbustes, arbres, plantes grimpantes et
lianes volubiles. La famille se divise en trois sous-familles distinctes : les Papilionacées, les
Mimosacées et les Césalpiniacées(Labed, 2016; Mehellou, 2023). Les légumineuses sont
prisées pour leurs niveaux élevés de protéines et de glucides dans 1'alimentation humaine, et
leur capacité a enrichir les sols en fixant l'azote atmosphérique, ce qui est crucial pour la fertilité
des terres agricoles. En plus de leur utilisation alimentaire, elles trouvent des applications
diverses dans des domaines tels que l'ornementation, la production de papier, et peuvent
¢galement étre exploitées pour leurs bienfaits pour la santé dans la fabrication de produits

chimiques et pharmaceutiques(BAZIZ, 2015).
1.2.Description botanique

Les fabacées présentent une grande diversité morphologique. Elles se caractérisent par
un métabolisme azoté élevé et contiennent des acides aminés non protéogéniques. Souvent, ces
plantes forment des nodules racinaires qui abritent des bactéries fixatrices d’azote, telles que
Rhizobium. Les feuilles sont généralement alternes et peuvent étre composées, avec des folioles

(Boutaghane, 2013).

Les stipules, présentes sur la plupart des especes, peuvent étre minuscules a foliacées,
voire transformées en épines les inflorescences des Fabacées sont généralement indéterminées,

bien que parfois réduites a une seule fleur, et elles peuvent étre terminales ou axillaires ; les
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fleurs sont principalement hermaphrodites et peuvent étre actinomorphes ou zygomorphes

(Boutaghane, 2013).

Les sépales, généralement au nombre de 5, ils peuvent étre disposés de manicre valvaire

ou imbriquée et se trouve que ce soit libres ou fusionnés. (Boutaghane, 2013).

Les étamines peuvent étre nombreuses ou au nombre de 10, parfois protégées a l'intérieur
du périanthe ou largement exposées. Les grains de pollen sont généralement tricolporés,
tricolpés ou triporés. L'ovaire est généralement supére avec une placentation pariétale. Le fruit

typique des Fabacées est une gousse(Boutaghane, 2013).

1.3.Classification botanique des Fabaceaes

La classification phylogénétique APG III (2009) divise ce groupe en 3 sous familles qui sont :

1.3.1.Mimosoidées

Les membres de cette famille présentent généralement une tige ligneuse, bien que parfois
herbacée. Leurs feuilles sont généralement bi-tripinnées ou simples. Leurs fleurs sont
généralement petites, régulicres, et peuvent étre hermaphrodites ou polygames. Avec environ
62 genres et quelque 2500 especes répertoriées, la majorité des membres de cette famille sont
des arbres et arbustes adaptés aux climats tropicaux et subtropicaux(Shi et al., 2015; Labed,

2016).
1.3.2.Caesalpinioidées

Elle comprennent des arbres ou des arbustes a feuilles généralement composées, avec
des fleurs plus ou moins irrégulieres. Cette sous-famille compte environ 150 genres et 2200

especes, principalement réparties dans les zones tropicales et subtropicales(Labed, 2016).

1.3.3.Papilionacées ou Faboidées

La sous-famille la plus diversifiée compte 429 genres et dépasse les 12 000 especes,
englobant une gamme allant des herbes aux petits arbustes, et elle est presque omniprésente,
prospérant dans les zones tempérées et tropicales. Elle comprend de nombreuses espéces de
légumineuses bien connues, telles que les haricots, les pois, les lentilles et les arachides.

(Boutaghane, 2013; Labed, 2016).
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1.4.Le genre Astragalus

Le genre Astragalus est I'un des plus importants genres de la famille des 1égumineuses.
Ce genre est représenté dans le monde par plus de de 2500 especes a fort taux de diversification,
de spéciation et d’endémisme et dont 1’origine probable est 1’Eurasie, ont été identifiés deux
centres de diversification qui sont I’Eurasie et 1’Amérique du Nord(Sanderson et

Wojciechowski, 1996; Scherson et al., 2008).
1.4.1 Espece étudiée

La plante étudiée a été choisie en raison de leur utilisation courante en Algérie,
notamment dans la région semi-aride de Biskra. Elle posséde des vertus thérapeutiques
reconnues et sont largement utilisées comme source de fourrage, particulierement /'Astragalus

armatus.
1.4.2.Astragalus armatus

Astragalus armatus est un arbuste endémique de 1I'Afrique du Nord( Algérie, Maroc et
en Tunisie). Cette espéce méditerranéenne se pousse principalement dans la zone pré-désertique
du Sahara septentrional. Elle est souvent associée a la désertification des zones arides, causée

principalement par le surpaturage (Khalfallah ez al., 2013).
1.4.3.Description botanique

C’est un arbrisseau trés ramifié et extrémement épineux avec des épines blanchatres,
pouvant atteindre 80 cm de hauteur. Le rachis des feuilles se transforme en épine acérée apres
la chute des folioles. Les pétioles deviennent durs et aigus, les folioles petites trés caduques ;
rameaux €cailleux et glabres.Les feuilles, au départ regroupées en un bouquet serré, s'éloignent
ensuite de la tige (Fig N1). Les rameaux sont écailleux et glabres. Les fleurs, blanches et
nombreuses, entourent la tige alors que la floraison a lieu de la fin de I'hiver jusqu'a la fin du

printemps(Labed, 2016).
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Figure 1.Les différentes parties de la plante Astragalus armatus( Photo original).

1.4.4.Répartition géographique de /'Astragalus armatus
Ce taxon est largement répandu en Afrique du Nord, notamment en Algérie, ou il forme
des colonies dans la zone pré-désertique du Sahara septentrional. C'est I'une des plantes les plus

courantes en Algérie, présente dans toutes les montagnes des régions semi-arides. La croissance

des especes du genre Astragalus se déroule de 1'automne au printemps(Moussaoui et al., 2011).
1.4.5.Classification botanique

Selon la classification d’APG III (2009) (THE ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP,

2009) ; la classification est décrite dans le tableau suivant :
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Tableau 1.Classification botanique de /'Astragalus armatus.( APG 111 (2009)

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division/Phylum Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Fabales (Fabacées, Légumineuses)
Famille Fabacées (Leguminosae)
Sous-famille Faboideae

Tribu Galeginae

Genre Astragalus L.

Espéce Astragalus armatus Willd.

1.4.6.Composés chimiques de /’Astragalus armatus

L'Astragalus armatus contient divers composés bioactifs, notamment des flavonoides,
des polysaccharides, des glycosides triterpéniques (comme les astragalosides), des acides
aminés et des traces de minéraux. Il contient également de 1'astragaline, un flavonoide qui agit

comme un puissant antioxydant(Khalfallah et al., 2013).
1.4.7.Utilisation d'Astragalus armatus en médecine traditionnelle

En Algérie, I'Astragalus armatus est utilis¢é en médecine traditionnelle pour traiter
diverses affections. Les racines de cette plante sont particuliérement prisées pour leur efficacité
dans le traitement de la leishmaniose, , tandis que les graines sont également utilisées pour

traiter I'helminthiase(Amiri et al., 2020).

Dans la région de Ghardaia, les habitants utilisent 1'écorce et les graines d'Astragalus
armatus pour soigner diverses affections telles que les blessures, les troubles gastro-intestinaux,

les douleurs, la fievre et la constipation(Labed, 2016).

Dans le sud du Maroc, les parties aériennes fraiches broyées d'Astragalus armatus sont

employées localement pour traiter les morsures de serpents et de scorpions(Labed, 2016).

L'extrait d'4A. armatus présente un potentiel thérapeutique dans la prévention et le
traitement des maladies cardiovasculaires associées a I'hyperhomocystéinémie , Algeria et al.,

2022).
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1.Généralité

Les métabolites secondaires, ou composés naturels, constituent une classe trés diversifiée
de petites molécules organiques complexes, synthétisées en quantités limitées par divers
organismes vivants. Ces composés sont généralement répartis en trois groupes : les
polyphénols, dont les acides phénoliques, les flavonoides, les anthocyanidines, les tannins et

les quinones, les terpénoides et leurs dérivés et les alcaloides(Bourgaud et al., 2001).
2. Polyphénols

Les métabolites secondaires constituent le groupe de composés le plus vaste et le plus
¢tendu du régne végétal, avec plus de 8000 structures identifiées. Leurs structures vont de
composés simples avec un seul noyau aromatique a des macromolécules complexes(A. Hussein
et A. El-Anssary, 2019). Ces composés sont caractérisés par la présence d'un noyau benzénique
avec des groupes hydroxyles libres ou attachés a fonctionnalit¢ ester, éther ou
glycosidique(Elie, 2022). IIs sont connus pour leurs propriétés antibactériennes et antifongiques
ainsi que pour leur rdle dans les pigments, la saveur et 'ardme des plantes. Leur role principal
chez les plantes est de protéger contre les agents pathogenes et les herbivores, et de réduire les

dommages causés par les rayons ultraviolets (A. Hussein et A. El-Anssary, 2019; Elie, 2022).

2.1.Classification des composés phénoliques
Les polyphénols, peuvent étre classés en plusieurs catégories en fonction de leur structure

chimique ou la voix de synthése.

2.1.1.Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques qui présentent au moins un groupe
carboxyle (COOH) et un groupe hydroxyle phénolique (OH) dans leur structure chimique. Ils
sont regroupés en deux classes principales : les acides hydroxybenzoiques, dérivés de I'acide
benzoique (C6-C1), comprenant des composé€s comme l'acide vanillique, l'acide syringique,
l'acide gentisique et 1'acide gallique ; et les acides hydroxycinnamiques, dérivés de 1'acide
cinnamique (C6-C3), incluant des composés tels que I'acide para-coumarique (p-

coumarique)(Chira et al., 2008; Elie, 2022).

2.1.2.Flavonoides
Une classe majeure de polyphénols, se subdivisent en plusieurs sous-groupes, notamment
les flavones, les flavanols, les flavanones, les flavonols, les isoflavones et les

anthocyanidines(A. Hussein et A. El-Anssary, 2019). Leur structure fondamentale est
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caractérisée par deux cycles phényles, appelés cycles A et B, reliés par une chaine de trois
atomes de carbone (connue sous le nom de structure en C6-C3-C6)(Chira et al., 2008). Ils
présentent un large éventail de bénéfices médicinaux, notamment des propriétés antioxydantes,

anti-inflammatoires et antivirales(Ghedira, 2005).

2.1.3.Tanins

Les tanins sont typiquement des polyphénols hautement polymérisés, formés par la
condensation de sous-unités de flavonoides ou d'acides phénoliques. Leur structure chimique
peut étre trés complexe, allant de simples diméres a de grands polymeéres. Ces composés sont
responsables de la sensation d'astringence (Krief, 2003). Deux catégories distinctes de tanins

généralement reconnus : les tanins hydrolysables et les tanins condensés(Sargsyan et al., 2020).

2.1.3.1.Tanins hydrolysables
IIs se composent de polyphénols (acide gallique et/ou acide hexahydroxydiphénique) liés
par ester a un motif hexose, et comme leur nom l'indique, ils peuvent étre hydrolysés par

chauffage avec un acide faible(McMahon et al., 2000).

2.1.3.2.Tanins condensés

Ils sont des polymeéres de flavan-3-ol (par exemple, la catéchine) ou de flavan-3,4-diol
(proanthocyanidines) liés par des liaisons C-C ou C-O-C pour former des composés de poids

moléculaire variable(McMahon et al., 2000).

3.Activités biologiques

3.1.Activité antioxydante

Le stress oxydatif est un processus physiologique qui ce défini comme un état de
déséquilibre entre exces de radicaux oxydants (libres) et une dégradation insuffisante de ces
radicaux par les systemes antioxydants (VodoSek Hojs et al., 2020). En autre les radicaux se
sont des molécules instables et hautement réactives susceptibles de causer des dommages
cellulaires et de contribuer au développement de diverses maladies et affections, y compris les
maladies cardiovasculaires, le cancer, le vieillissement prématuré et les maladies
neurodégénératives(Daenen et al., 2019). L'activité antioxydante, quant a elle, désigne la
capacité des antioxydants a neutraliser les radicaux libres, réduisant ainsi les dommages
oxydatifs. En rétablissant 1'équilibre oxydant-antioxydant, cette activité¢ antioxydante protege
les cellules contre le stress oxydatif, favorisant ainsi la santé et le bien-étre(Habibou et al.,

2019).
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3.1.1.Antioxydant

Un antioxydant occupe une fonction vitale dans la préservation de I'organisme contre les
especes réactives de 1'oxygene (ERO). Il se référe a toute substance qui, a faible concentration,
peut rivaliser avec d'autres substrats oxydables ainsi de retarder ou d'inhiber significativement

'oxydation de ce substrat(Atta et al., 2017).

3.1.2.Types des systemes antioxydants

Les systémes antioxydants peuvent étre catégorisés comme suit (Tableau2): les
antioxydants endogenes (qu'ils soient enzymatiques ou non-enzymatiques) et les antioxydants

exogenes, naturels ou synthétiques.

Tableau 2.Systéme antioxydant

Antioxydante Mécanisme d’action Référence
Antioxydants endogénes enzymatiques (Hameister
et al., 2020)
Superoxyde dismutase (SOD) H202 +02 »- = 02 + OH- + HO*
Glutathion peroxydase (GPx) 2GSH + H202 — GSSG + 2H20
Glutathion réductase GSSG + NADPH + H+ 2 GSH + NADP+
Catalase (CAT) 2 H202 = 2 H20+ 02

Antioxydants endogénes non enzymatiques

Glutathion, NADPH, coenzymes Q, Neutralisation des radicaux libres( agent (Neha et

albumine, bilirubine, acide urique réducteur) al.,2019)
Lipides
Hormones : Mélatonine Captage des radicaux libres, stimulation des

enzymes antioxydantes

Antioxydants exogéne

Vitamin C,E Piégeage des radicaux libres (Hameister

et al., 2020)

Caroténoides dont la vitamine A

Polyphénols dont les flavonoides

Antioxydants synthétiques

Butylhydroxytoluéene(BHT), Protection contre 1’oxydation (Ghedadba
Butylhydroxyanisole (BHA). etal.,2015)
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3.2.Activité anti-microbienne

L'activité antibactérienne désigne la capacité d'une substance, telle qu'un antibiotique, a
inhiber la croissance ou a éliminer les bactéries. Cette activité peut varier en fonction de
plusieurs facteurs, notamment la concentration de la substance, le type de bactérie ciblée et la
sensibilité¢ de cette dernicre a l'antibiotique(Yala ef al., 2001). Les plantes offrent une source
prometteuse d'inspiration pour de nouveaux médicaments, grace a leurs métabolites secondaires
dotées d'une activité antibactérienne, parmi lesquelles les polyphénols les flavonoides et les

alcaloides(Eshboev ef al., 2023).
3.2.1.Infection bactérienne

Lorsqu'une bactérie pathogene, s'introduit dans un organisme hote, elle déclenche une
série d'événements qui peuvent mener a une infection bactérienne. Cette invasion
microscopique met a rude épreuve les défenses naturelles du corps, fragilisant 1'hdte et
permettant aux bactéries de proliférer et d'accroitre leur virulence et par concéquence causer

des dommages (KHIATI, 1999 ;(Benbrinis, 2012).

3.2.2.Description des bactéries étudiées

3.2.2.1.Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif qui appartienne de la famille des
Enterobacteriaceae (Pichard et Beytout, 2002). C'est 1'habitante la plus courante du tractus
gastro-intestinal des humains et des animaux (Allocati et al., 2013). Elle se distingue par
plusieur caractéristique notamment une forme non sporulée, Aérobie facultative, Mobilité
flagellaire avec un dimmension omprise entre 2 et 6 micrometres, elle est responsable Infections

urinaires aigué€s , Diarrhées d'ét¢ (OUCHOUKA, 2016).
3.2.2.2.8taphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sont des coques regroupées en amas de Gram positif, immobiles,

anaérobies facultatives, non exigeantes(OUCHOUKA, 2016).
3.2.2.3. Proteus mirabolis

Proteus mirabolis est une bactérie de Gram négative, en forme de batonnet de 1 a 2 um
de longueur, asporulée, anaérobie facultatif, mobile, faisant partie de la famille des
Enterobacteriaceae. On la trouve couramment dans l'intestin des humains et des animaux, ainsi

que dans le sol et 'eau (BOUDJEMAA, 2020).
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3.2.2.4. levure C andida

Candida levure est un genre de champignon microscopique qui se trouve dans la bouche,
l'intestin et le vagin, et ne causent généralement aucun probléme. Cependant, dans certaines
cas, Candida peut proliférer et provoquer une infection appelée candidose(Lewis et Williams,

2017).

3.2.3.Principaux Substances antibactériennes

3.2.3.1.Antibiotique

Les antibiotiques sont des composés, soit naturels issus de micro-organismes tels que les
champignons microscopiques et les bactéries, soit synthétisés chimiquement. Méme a de tres
faibles concentrations, ils ont la capacité d'entraver la croissance voire d'éliminer les bactéries
et d'autres micro-organismes, sans causer de dommages aux cellules eucaryotes de 1'hote(Yala

etal.,2001).
3.2.3.2.Polyphénols

Le mécanisme de toxicité des composés phénoliques peut étre attribué¢ a plusieurs
processus. Il inclut 1l'inhibition des enzymes, 1'inactivation des protéines de transport via la
formation de ponts hydrogéne avec les protéines des parois cellulaires ou les enzymes

(Nassarawa et al., 2023).
3.2.4.Activité antibactérienne des polyphénols

Les polyphénols se sont des composé doté d’une activité antimicrobienne tres
intéréssante, probablement due a leurs diversités structurales (Benbrinis, 2012). Parmi les
polyphénols, les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins se distinguent par leur large spectre
d'action et leur efficacité contre divers facteurs de virulence microbienne, en effet ils peuvent
inhiber la formation de biofilms, réduire I'adhésion des microbes aux cellules hotes et

neutraliser les toxines bactériennes(Daglia, 2012).

La quercétine et la naringénine sont rapportés étre des inhibiteurs de plusieur types de
souche batérienne parmi eux Bacillus subtilis, Candida albicans, Escherichia coli,
Staphylococcus nervous, Staphylococcus epidermis et Saccharomyces cerevisiae (Daglia,

2011) cité par(Benbrinis, 2012).
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Chapitre 03 Matériel et méthodes

Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire de Département des Sciences de la
Nature et de la Vie a l'université Mohamed khider biskra et égalemnt au niveau de laboratoire
Hakim Saadan de biskra. Il est consacré a 1’étude de I’activité antibactérienne des extraitss

organiques de [’Astragalus armatus.

1.Matériel
1.1.Matériel biologique

Dans le cadre de ce travail, /’Astragalus armatus a été récolté en mois du mai dans la
région Bordj Nos (Commune El Hadjeb),willaya de biskra. L’identification de cette éspece
végétale a ensuite été¢ éfféctuée par Mme Mokrani Djamila (Département de Sciences de la
Nature et de la Vie , Faculté des sciences Exavtes et des Sciences de la Nature et de la Vie ,

Université Mohamed Khider biskra).
1.2.Souches utilisées

Des souches d’origine clinique ont été séléctioné pour cette travail (deux éspeses de Gram
négatif et I’autre Gram positif). Les souches (Staphylococcus aureus et Candida levure) ont été
obtenues a 1’état conservées a partir du laboratoire Elhayat, Tandis que les autres souche

s(Escherichia coli et Proteus mirabolis) ont été obtenu a partir de I’Hopital de Hakim Saadan

willaya de biskra.
Tableau 3.Liste de souches bactérienne (d'origine clinique).
Espece Forme Gram
Staphylococcus aureus Cocci )
Escherichia coli Bacille -)
Proteus mirabolis Bacille (-)
Candida levure Blastospores ou Hyphes

1.2.Matériel instrumental et réactifs chimiques

1.2.1.Instrument et produits chimiques

Les produits employés pour la réalisation de ce travail incluent le méthanol,éthanol,

Acétat d’éthyle, N- Butanol, L'eau physiologique stérile, Diméthyle sulfoxyde (DMSO).
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En ce qui concerne les milieux de culture nous avons utilisé trois type ; Mueller-Hinton

(MH) boullion, Mueller-Hinton agar et Sabouraud.

L'équipement utilis¢ comprend une balance numérique (SCOUT SE-OHAUS), balance
analytique (KERN-ABJ), rotavapeur (HEIDOLPH) ,Vortex (VELP SCIENTIFICA), plaque
chauffante (ISOLABO), agitateur (HANNA), Agitateur magnétique(FALC), plaque
chauffante (ISOLAB), Etuve, Broyeur et différents types de verrerie(Boites pétrie, Bicher,
Entonnoir, ampoule a décanter, Barreaux magnétique anse de platine, boite de Pétri, tube a

essaie....).

2.Méthodes

2.1.Préparation du matériel biologique

Afin de garantir des analyses fiables la préparation rigoureuse du matériel végétale est
une étape crucial (Fig 2). Cela implique un lavage minitieux des parties aériennes de
[’Astragalus armatus, suivie d’un séchage dans 1’étuve (2 jours pour notre plante) .Une fois
séché, différentes parties aerienne de la plante ont été broyées en une poudre fine a I'aide d'un

broyeur électrique , puis soumises a I'extraction.

Figure 2.Etape de préparation de la plante.

2.2.Préparation des extraits bruts d’Astragalus armatus
2.2.1.Extraction des polyphénols
2.2.1.1.Macération a Froid

L’extraction a été réalisée par macération a froid. Pour ce faire, 50 g du broyat ont été
macérés avec 500 ml dans un solvant hydro-Méthanolique a (80%) pendant 48 heures. Tout au

long de la macération, le mélange a été agité en permanence a température ambiante et maintenu
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a l'abri de la lumiére pour préserver l'intégrité des composés d'intérét. Une fois la période de
macération terminée ,la suspension obtenue a été soumise a une filtration sous vide. Cette
opération a permis de séparer le solvant extractif riche en composés extraits, des résidus
végétaux solides. Le filtrat obtenu a ét¢ ensuite évaporé au moyen d’un évaporateur rotatif afin

de concentrer les composés extraits.

A.Extraction Liquide-Liquide avec I’Acétate d’Ethyle

La phase aqueuse isue de la macération est ensuite tranféré dans une ampoule a décanter.
Un volume de 250 ml d’acétate d’éthyl a été ajouté a I’ampoule. Le mélange a été agité
vigoureusement par retournant plusieurs fois . Le robinet est ouvret brievement pour relacher
la pression, cela va permettant le transfert des polyphénols dans la phase organique. Apres un
période de repos 24H, la phase organique supérieure, contenant les polyphénols extraits, a été
soigneusement prélevée a 1'aide d'une pipette . L'étape d'extraction par solvant a été répétée 2 a
3 fois avec de l'acétate d'éthyle afin de maximiser la récupération des polyphénols (Fig 3). Les

phases organiques issues des extractions successives ont été combinées.

B.Extraction Liquide-Liquide avec N- Butanol

La phase aqueuse 2 a été tranférée dans une ampoule a décanter. Ensuit 1’ajout d’un volume
approprié¢ de méthanol et de butanol (250ml) a la solution aqueuse. Apres une agitation douce
et un repos de 24H, la phase supérieur contenant les polyphénols extrait a été soigneusement

prélevée.

A chaque fois dans la fin de I’extration via I’ampoule les solvanst sont ensuite évaporé
sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif & une température de 50°C.Cette opération a permis
d’obtenir un extrait concentré de polyphénols, que ce soit 1’extrait d’acétat d’éthyl et N-

Butanol.

N Macération l Acétat d'éthyl N-Butanol
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Figure 3.Extraction des polyphénols.

Matériel

Macération dans le mélange

MeOH H20 (80 /20)
Pendant 48H
Filtration sous vide

Evaporation

Phase aqaqueusel

Phase d’acétate

d’¢thyle

Séchage

l Partitition avec acétat

Phase aqueuse?2

l Partitition avec N-butanol

Phase N-Butanol

Extraits a tester

Phase aqueuse3

l

Jeter

Schema.1.Protocole d’extraction des polyphénols.
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2.2.2.Calcul du rendement d’extraction

Le rendement de concentration des polyphénols a été évalué en utilisant une formule
simple basée sur le changement de volume du liquide aprés évaporation dans un rotavapeur. La

formule appliquée est la suivante:
Rendement (%) = (V_final / V_initial) x 100
Ou:
V_final: Représente le volume final du liquide concentré obtenu aprés évaporation dans

le rotavapeur.
V_initial: Correspond au volume initial du liquide avant I'évaporation dans le rotavapeur.
2.3.Dosage des polyphénols

La quantification des composés phénoliques soluble dans les extraits a été effectuée
selon la méthode colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteudécrit par (Deghima et al., 2020)
. Cette méthode basée sur I’oxydation des polyphénols présents dans I’echantillion avec le
réactifs Folin-Ciocalteu, qui est un composé de couleur jaune formée d’un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Cette
oxydation forment un complexe bleu composé d'oxyde de tungsténe et de molybdeéne.
L'intensit¢ de la couleur bleue du complexe formée est également proportionnelle a la

concentration des composés phénoliques dans I'échantillon (Boizot et Charpentier, 2006).

Mode opératoire

Pour ce faire, (100 puL) d’extraits dilués dans le méthanol a une concentration de 1 mg/ml
a été mélanger avec 500 pl de Folin-Ciocalteu dilués dix fois (1/10) et incubé pendant 4min.
400 pL de carbonate de sodium (Na2COs3) a 2 % sont ajoutés et | ‘incubation se poursuit pendant
2h a I’obscurité et a température ambiante. Les mémes étapes ont été suivies pour construire
une gamme d’éthalonage préparée avec 1’acide gallique. Les valeurs de 1’absorbance du
mélange réactionelle ont été mésuré a 760 nm et sont exprimés en milligramme d’équivalent

acide gallique par milligramme d’extrait sec (mg EAG/mg d’extrait sec).
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2.4.Activité de piégeage des radicaux libres (DPPH)

Le (DPPH) , qui signifie 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl est un radical libre stable qui
posséde un électron célibataire non apparié, elle se caractérise par une couleur violete intense
en solution(Sharma & Bhat, 2009). Cette substance subit a une réaction de réduction lorsqu’il
entre en contacte avec des substanes capable de donner des éléctrons et la réaction ce qui
s’assure la formation de composé stable et sont pas plus réactif (Fig 4). Cette réaction de
réduction se traduit par un changement de couleur observable a I'ceil nu ou mesurable avec un
spectrophotomeétre, généralement en utilisant une longueur d'onde de 517 nm. Plus la
décoloration est rapide et intense, plus le pouvoir antioxydant de la substance testée est élevée

(Dieng et al., 2015).

Q ., ) Q NO,
N—@I—@—NO; + '« H — N:@NOZ + | \ =
i ®: @ > R

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

i&' © H represents antioxidant

Figure 4.M¢écanisme réactionelle du2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl(DPPH) avec un
antioxydant(Liang et Kitts, 2014). R:H : Doneur d’hydrogéne antioxydant ;R : Radical

antioxydante.

2.4.1.Evaluation du pouvoir antioxydant par la méthode DPPH

L’effet scavenger de 1’extrait d’acétate d’éthyl et n-Butanol de /’Astragalus armatus vis-
a-vis du radical DPPH est évalué selon la méthode décrite par de Garcia-Herreros et al. (2010),

décrite par Deghima et al., (2021).
Mode opératoire

Un volume de 500 pl de la solution de DPPH (0,04 mg/ml) préparé préalablement est
mélangé avec 500 ul des solutions d’extraits ou un antioxydant standard (Trolox) a différentes
concentrations. Aprés I’incubation pendant 30min a I’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance est mésurée a 517 nm. Le pourcentage de 1’activité de piégage est calculé selon

I’équation suivante :
Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100
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Ac : absorbance du controdle.

At : Absorbance du test.

2.5.Evaluation de I’activité antibactérienne in vitro

2.5.1.Stérilisation du matériel

Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes ont été stérilisés

en premier a sec dans un four pasteur, alors que la gélose nutritive a été stérilisée a I’autoclave.

2.5.2.Préparation des milieux de culture

Les milieux des cultures utilisée sont le Muller-Hinton agar et Saboraud agar.

Pour les milieux de culture Muller-Hinton agar et les quantités montionnées dans le
tableau 4 ont été dissous dans I’eau distilée avec les volumes apopri¢e en chauffant doucement
jusqu'a dissolution compléte. Ensuite ; on verse le milieu encore chaud dans des boites de Pétri

stériles et laisser refroidir et solidifier.

Pour le milieu de culture Muller-Hinton bouillion a été préparé de la meme méthode mais
la durée est moins que les autres, apres répartir le milieu dans des tubes a essai stériles. Enfin

Stériliser les tubes a essai a l'autoclave pendant 15 minutes a 121°C.

Tableau 4.Quantité de poudre et les volumes apropries pour la préparation des milieux

de culture.
Milieu de culture Quantité Volume d’eau Duré d’ébolution
Muller-Hinton agar | 38 grammes 1L 1H
Muller-Hinton 21 grammes 1L Demi heure
bouillion
Sabouraud agar 32,525 grammes 500ml 1H

2.5.3.Préparation des extraits

La solubilisation des extrait obtenu est faite dans le diméthylsulfoxyde (DMSO), pour cela
1650 mg de I’extrait N-Butanol ont été dissous dans 16,5ml de DMSO, tendi que 480mg de
I’extrait d’acétate d’éthyl ont été disous dans 4,8ml de DMSO (Fig5). Ensuite, une simple

agitation avec le vortex a été effectuée afin de bien solubiliser 1’extrait.
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Figure 5.Les extraits préparer de l'acétate d'éthyl et N-Butanol.

2.5.4.Préparation de la suspension bactérienne

Afin d’évaluer correctement 1’activité antibactérienne ; il est nécessaire d’utiliser des
souches bactériennes jeunes et actives en plaine croissance exponentielle. Pour cela les souches
sont d’abord ensomencées dans des boites de Pétri contennant le milieu Mueller Hinton, puis
incubées pendant 24h a 37C°. Aprés une bonne colonisation bactérienne, bien isolée sont
prélevées a I’aide d’une anse de platine chauffée pour chaque type de bactérie, est ensuite
décharger dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0,9 de NaCl. Les tubes contenant les
suspensions ainsi préparées (Fig6), sont bien homogéniser a I’aide d’un vortex. Enfin la densité
optique est lue 2 600nm. L’inoculom obtenu doit avoir une densité optique de 108 UFC/ml. Si

necessaire la concentration est peut etre ajustée par 1’eau physiologique ou des colonies jeunes.
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Figure 6. Les suspentions bactériennes pour chaque souche.

2.5.5.Ensemencement

Le milieu Mueller-Hinton agar est coulé préalablement dans des boite de Pétri . Une fois
le milieu solidifiée, la suspention bactérienne est imbibée avec un écouvillon stérile en
¢liminant l'exces de liquide par pression contre la paroi interne du tube. Ensuite les mélanges
sont étalés sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas en stries serrées a trois reprises,
en tournant la boite 60° a chaque fois. L ‘objectif est d’obtenir un étalement homogene.
L’¢étalement a été répété trois fois pour chaque types de bactérie , donc trois pour I’extrait AcE

et deux pour N-Butanol contre quatre souche.
2.5.6.Préparation des puis et les disques

D’aprées la méthode décrite par Gulluce et al., 2007 cité par (Bouras, 2019). Dans des
conditions aseptiques, trois puis ont été creusés au centre de la gélose dans laquelle sera coulée
une quantité¢ de 10ul des extraits (EAcE,N-Butanol). Dans 1’autre part des disques stériles
préalablement fabriquées de 6mm de diameétre de papier Wattman N=°40, ensuite ils ont été
coulé avec la meme quantité d’extrait que les puis. Aprés incubation , des zones d’inhibition

dont obtenus pour les extrait qui posséde une activité antibactérienne sont mésurées.

2.5.7.Lecture
L’efficacité de 1’extrait a testé contre les bactéries cibles et de la 1évure a été évalué en fonction

des zones d’inhibition et leur sensibilité est classé selon la taille de la zone (Tab 5).
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Tableau 5.Evaluation de la susceptibilité microbienne en fonction des diametres des halos

d'inhibition(Djenane et al., 2012).

Sensibilité des souches

Non sensible ou résistante (-)
Sensible (+)

Trés sensible (++)

Extrémement sensible (+++)

Zone d’inhibition

Diametre < 8mm

Diamétre compris entre 9 a 14 mm
Diametre compris entre 15 a 19 mm

Diameétre > 20 mm
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Chapitre 04 Résultats et discussions

1.Résultats des tests biologiques

1.1.Le rendement d’extraction

Dans le présent travail, I’extraction des polyphénols de la macération froide suivi par
extraction liquide liquide nous a permet d’obtenir deux extraits (Eau et n-Butanol) sous forme
d’une poudre avec une couleur brune. Le rendement est exprimé en pourcentage de maticre
végétale seche, évalue la quantité de substance extraite par rapport a la maticre seche initiale
totale utilisée. Les résultats de l'extraction des parties aériennes de la plante ont donné les

rendements suivants (Fig 7) :

2,5

1,5

rendement %

0,5

|'extrait d'acétate d'éthyl I’extrait butanolique

Figure 7. Rendement d'extraction des polyphénols.

Selon les résultats illustrés dans la figure, nous avons remarqué que 1’extrait butanolique
présente le rendement le plus élevé de I’ordre de 1.92% par rapport a I’extrait d’acétate d’éthyl

qui présente un rendement de 0.66%.

Les différences des rendements peuvent étre expliquées par 1’état physiologique des
plantes ; la saison et la période de la récolte, ou par les différences des conditions
expérimentales au laboratoire, type d’extraction (décoction, infusion ou par macération...), et
le degré de pureté d’alcool utilisé dans la précipitation et le volume utilisé. Ainsi, le pH et la
température des milieux d’extraction influent sur le rendement massique d’extraction
(Ebringerova et al., 2003) ; ainsi certains auteurs détermine que le temps représente 1’un des

facteurs affectant le rendement massique de I’extraction (Miao et al., 2011).

Sachant que les polysaccharides sont des métabolites primaires donc ils sont utilisés
comme des précurseurs d’autres métabolites secondaires, les composés phénoliques peuvent
¢galement €tre associés a d'autres composants tels que des glucides et des protéines (Santos-

Buelga et al., 2012).
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De plus, les interactions entre ces paramétres peuvent é¢galement influencer le rendement

d'extraction (Brebion, 2013).
1.2.Dosage des Polyphénols

La concentration des polyphénols totaux a été déterminé a 1’aide de réactif Folin-
Ciocalteu en utilisant une courbe d’éthalonage établir avec 1'acide gallique comme standard ;

présenté dans la figure suivante :

16 1 y = 0,0049x + 0,0134
1,4 - R?=0,9988

1,2
1
0,8

0,6

absorbance a 760 nm

0,4

0,2

O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

concentration acide galique pg/ml

Figure 8.Courbe d'éthalonage d'acide gallique.

La quantité est exprimé en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (mg EAG/g d’extrait). Les valeur obtenues sont récapitulés dans la figure suivante:

Teneur en polyphénols

14

12

10

o N B OO

Nbutanol acetate

Teneur en polyphénols mgEAG/g
d'extrait

Les extraits

Figure 9.Teneur en polyphénols totaux de l'extrait d'acétate d'éthyl et n-butanol.
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Les résultats obtenues montre que I’extrait de n-butanole est le plus riche en composés
phénoliques (12,94mg EAG/g E) ; suivi par I’extrait d’acétate d’éthyl (10,20mg EAG/g E). Les
fluctuations de la teneur en composés phénoliques de la plante peuvent étre expliquées par
plusieurs facteurs, parmi lesquelles la période de croissance, les conditions météorologiques, le
lieu géographique, le stade de maturité des plantes, ainsi que les techniques utilisées lors de

l'extraction (Nurzynska-Wierdak, 2023).
1.3.Activité antioxydante

L'évaluation de l'activité antiradicalaire contre le DPPHe a été réalisée en utilisant L acide
ascorbique comme antioxydant standard. Nos résultats montrent que de la fraction AcE
possede une méilleur activité inhibitrice (96%) pour la concentration (46.87 pg/mL) en
comparaison avec la fraction butanolique qui possede une activité (54%) pour la concentration
(46.87 pg/mL) . Pactivité antioxydants de 1’acide ascorbique est meilleur par rapport aux
extraits avec un taux 100% pour la concentration 5pg /ml. En plus, en comparaison avec les
résultat de Labed et al., (2016) ou il a obtenu une activité comprise de (CI50 = 67.90 = 0.57
pug/mL), et (CISO = 80.37 £ 0.81pg/mL) pour la fraction d’acétate d’éthyl et n-butanol

respectivement (Fig 10).

120,00% - . .
’ Acide Ascorbique

100,00%

— 4

80,00%

60,00%

40,00%

activité antioxydants

20,00%

0,00%

10 15 20

concentration pg/ml

Figure 10.Courbe d'inhibition de I'acide ascorbique.
1.4. Activité antibactérien des extraits
On a étudié in vitro le pouvoir antibactérien des extraits isolés des parties aérienne de

I’astragalus armatus. Les résultats des différents tests antibactériens réalisés sont représentés

dans le tableau 6 :
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Tableau 6.Résultas des zones d'inhibition pour les deux extrait.

Candida Escherichia Staphylococcus Proteus mirabolis

levure coli aureus

Extrait de | 7 351713 |25(35]65 |65 |7 5 3 0
AcE (mm)

Extrait de N-|7.5 |0 0(0 |0 25195 |65 |9 6 8 8.5

Butanol(mm)

Les diameétres des zones d’inhibition se différent d’une bactérie a une autre et d’une
concentration d’un extrait a autre, I’effet antibactérien est plus ou moins important selon la
nature de la souche. D’une maniére globale, les extraits semblent étre pas tellement efficaces

vis-avis des souches testées.

En ce qui concerne la souche Staphylococcus aureus dans les disques sur un milieu
gélosés solides MuellerHinton, on note que le diametre de zone d’inhibition maximal a été 9.5
(cas Extrait de N-Butanol) signifie qu’il ya une sensibilité dans ce cas. Mais Selon (TOTY A
A.et al.,2013) les extraits dont la zone d’inhibition a un diamétre supérieur ou égal a 10mm,
sont sé¢lectionnés pour déterminer la CMI et la CMB par la méthode de contact direct en milieu
liquide. Malheureusement En raison du manque de temps et de matériel nous n’avons pas pu

achever notre travail.

D’autre part La résistance des souches aux extraits ‘’substances naturelles’’ peut étre due
a la différence de structure de paroi cellulaire entre les bactéries G + et G -. En effet, les bactéries
G — sont résistantes, dont elles possédent une membrane externe qui se compose des
phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides, en la rendant imperméable aux
substances de nos extraits. Par contre les bactéries G + sont les plus sensible(Cushnie et Lamb,
2011).Les bactérie Escherichia coli et Proteus mirabolis , des bactéries G- n’ont marqués

aucune sensibilité par rapport aux extraits utilisés, cela confirme cette théorie.

Le choix et le rendement des solvants peuvent étre des critéres importants. Les extraits
qui ont donné des rendements bien évidents. L’ efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre

due a un constituant actif majoritaire, mais plutot a I’action combinée (synergie) de différents
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composés et conditions (Essawi et Srour, 2000), c’est-a-dire la température ¢élevée et les
condition de I’expirence et aussi le diplacement des echantillons peuvent etre la raison de ces

résultats.
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Conclusion

Aujourd’hui les plantes médicinales sont devenues une source essentielle et thérapeutique
pour de nombreuses maladies car elles contiennent différents classes de composés actifs. Dans
ce travail, nous avons testé¢ les extrait de la plante Astragalus Armatus pour évaluer son

efficacité en tant d’activité antibactérienne et antioxydante.

Ainsi ; nous avons choisis 1’astragalus armatus qui a été sélectionné dans le but de
rechercher de nouveaux composés antimicrobiens et antioxydante naturels a intérét
thérapeutique. Le test d’activité antimicrobienne d’extraits des parties aériennes du la plante

montre qu’elle posséde une faible activité antimicrobienne.

La détermination de la teneur en polyphénol totaux a montré que 1’extrait Nbutanol est
meilleur par une teneur 12.94mg EAG/mg E, suivie par I’extrait d’acétate d’éthyl avec une

teneur 10.20mg EAG/mg .

Les résultats obtenus pour I’activité antioxydante ont montré que I’extrait d’acétate
d’éthyl a la plus grande activité par rapport que I’extrait Nbutanol, bien que 1’extrait d’acétate
d’¢éthyl ait une faible quantité de polyphénol , nous concluons que les polyphénols ne sont pas
les seules molécules actives de notre plante, il existe d’autres molécules liposolubles tres

actives.

Les résultats obtenus sont des résultats préliminaires, qui nécessitent de mener de

nombreuses études pour :

1. Détecter et purifier toutes les molécules responsables de I’activité antioxydante dans cette

plante

2. Faire des études in vivo pour confirmer I’activité antibactérienne et antioxydante et

détecter d’autres activités biologiques de ces molécules

3. Faire une étude toxicologique et pharmacologique de molécules purifiées pour déterminer

I’intervalle de sécurité pour I’application médicale.

4. Tester leur efficacité sur certaines maladies humaines
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Résumé

Ce travail a eu pour objectif d’examiner I’éfficacité antibactérienne des extraits riche en polyphénols extrait
a partir de I’Astragalus armatus, une plante médicinale largement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle
Algérienne. L’activité antimicrobien a été réalisée sur des souches cliniques pathogénes nottament Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Proteus mirabolis et Candida levure en utilisant la méthode des puis afin de déterminé
la sensibilité des souches aux extraits a tester (AcE,N-Butanol). Les résultats ont montré que le N-Butanol est le
plus riche en polyphénols que EAcE avec (12,94mg EAG/g E) et (10,20mg EAG/g E) respectivement.Pour
I’activité antioxdant EACE c’est le mieux.Pour 1’activité antimicrobienne ; nos résultat montre que les deux extraits
a tester est dépervus d’une activité antibactérienne contre Escherichia coli, Proteus mirabolis et Candida
levure,par contre pour la souche Staphylococcus aureus dans les disques sur un milieu gélosés solides Mueller-
Hinton, on note que le diamétre de zone d’inhibition maximal a été 9.5 (cas Extrait de N-Butanol) signifie qu’il

ya une sensibilité dans ce cas.

Mots clés :Activité biologique, Astragalus armatus, Polyphénols, Extrait N-Butanol, Extrait Acétate d’éthyl.
Abstract

This study aimed to investigate the antibacterial efficacy of polyphenol-rich extracts derived from Astragalus
armatus, a medicinal plant widely used in traditional Algerian medicine. The antimicrobial activity was evaluated
against clinically important pathogenic strains, including Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus
mirabolis, and Candida albicans, using the well diffusion method to determine the susceptibility of the strains to
the test extracts (AcE, N-Butanol). The results have shown that N-Butanol is the richest in polyphenol content
than EAcE with (12.94 mg EAG/g E) and (10.20 mg EAG/g E) respectively. For antioxidant activity, EACE is
better than n-Butanol.For the antibacterial activity ower result show that both extracts tested have antibacterial
activity against Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Candida yeast. On the other hand, for the
Staphylococcus aureus strain on solid Mueller-Hinton agar discs, it is noted that the maximum diameter of the

inhibition zone was 9.5 (N-Butanol ), which means that there is sensitivity in this case.

Key words : Biological activity, Astragalus armatus, Polyphenols, N-Butanol Extract, Ethyl Acetate Extract.



