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Introduction

INTRODUCTION

Une alimentation équilibrée est une adaptation équilibrée entre les différents
nutriments : lipides, glucides et protides. Mais c'est aussi un apport suffisant en vitamines et
en oligo-éléments. C'est aussi une répartition harmonieuse de la ration alimentaire au cours de
la journée. Et enfin, c'est une alimentation suffisante en quantité, mais pas excessive. Bref,

une alimentation equilibrée, c'est une alimentation raisonnable et variée.

Une alimentation saine et équilibrée permet de maintenir ou d'améliorer la santé
générale. Une bonne alimentation fournit a l'organisme les nutriments essentiels : fluide,
acides aminés essentiels, protéines, acides gras, vitamines, minéraux, et suffisamment de

calories.

Le régime méditerranéen est I’exemple type d’une alimentation saine :
il se compose essentiellement d’aliments d’origine végétale (fruits, légumes, légumineuses,
fruits secs, pain, pates);
I’huile d’olive y est la principale mati¢re grasse ;

viande, produits laitiers et ceufs y sont consommés avec modération.

Une alimentation saine et équilibrée se définie, selon la riche littérature, se rapportant
a ce sujet, comme celle devant apporter a l’organisme tous ses besoins en nutriments
essentiels lui permettant d’assurer le maintien et I’amélioration de sa santé générale. Ceci
étant, une alimentation saine doit commencer par conséquent, avant tout, par une alimentation
variée et ou les apports en légumes et fruits, jouant un réle important parce qu’ils contiennent

des nutriments importants comme les fibres, les minéraux et les vitamines (PSS, 2013).

Additionnellement a cette définition, assez standardisée, nous ajoutons qu’elle doit
avoir un apport suffisant en vitamines et en oligo-éléments tout comme elle doit étre
suffisante mais pas excessive et répartic d’une maniére harmonieuse au cours de la journée.
En somme, une alimentation saine doit étre équilibrée, variée, raisonnable en quantité et bien

répartie dans la journée.

Les légumes fournissent des vitamines, des minéraux, des fibres, une forte teneur en
eau, une faible teneur en lipides et en protéines, une richesse en phytomicroconstituants, des
substances essentielles dont le corps a besoin pour rester en pleine forme mais les techniques
culinaires jouent un réle sur le changement de la valeur nutritionnelle (PSS, 2013 ; Lecerf et
Bal, 1979).
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Introduction

Les nutritionnistes, pour une alimentation saine, recommandent une portion

journaliere de 300 grammes de légumes et un a deux fruits (PSS, 2013.)

En effet, nombreuses études épidémiologiques ont illustré qu’une alimentation riche
en aliments d’origine végétale réduit considérablement plusieurs maladies comme les

accidents cardiovasculaires et certains types de cancers (Dauchet et al., 2005).

Néanmoins, il est constaté ces derniéres années, que la consommation des aliments
d’origines végétales, malgré leurs faibles apports caloriques et qu’ils sont peu nourrissants, a
fortement augmenté et qu’elle pose un véritable enjeu de santé publique. Cet événement social
est fortement lié a la prise de conscience quant au rapport des causes a effets entre la qualité

des aliments et la santé.

\

L’exploitation par I’homme des propriétés de ces métabolites, a son profit dans
différents domaines (meédecine, industries chimiques, pharmacologie, agroalimentaire),
remonte trés loin dans I’histoire de I’humanité et, a I’heure actuelle, les résultats de tres
nombreuses recherches ont fortement contribué a la mise en évidence de diverses propriétés

biologiques de certains composes et plus particulierement des composés phénoliques.

Ces composés phénoliques sont largement utilisés actuellement en thérapie comme,
vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques (xanthine oxydase,

lipoxygenase, etc.), antioxydants et antimicrobiens. (Ghedira, 2005).

Le navet, espéce potagére de la famille des Brassicaceae ou Cruciferes, objet de notre
étude, est une plante considérée comme une importante source naturelle d'antioxydants. Elle
est utilisée, en médecine traditionnelle, pour traiter une variété de maladies comme 1’hépatite,
ictere, furoncle, et les maux de gorge. Berdja et al, 2016 notent que le navet contient de
nombreux composés biologiquement actifs, tels que les flavonoides. Aussi,Il s’ensuit que les

Iégumes devraient étre étudiés davantage pour découvrir leur potentiel bioactif.

Cette recherche a pour but d’évaluer les activités antioxydante, antimicrobienne et
antilithéasique des substances naturelles provenant d’une variété de navet autochtone appelée
“Left saidi ©* laquelle est cultivée, exclusivement, dans trois régions en Algérie : Sétif,
Mascara et Tlemcen. C’est un légume a un gott trés prononce dont la culture occupe de tres
faibles surfaces a I’échelon nationale et sa production se limite a la période allant de décembre

a avril.
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Introduction

La premiére partie de notre travail se rapporte a la bibliographie de la famille des
Brassicaceae, espéce ‘’Navet’ et ce, particulierement du point de vue botanique et chimique.

Ensuite, il est présenté

le dépistage phytochimique de I’espéce navet (Brassica spp.)ainsi qu’une estimation
quantitative des polyphénols totaux, des flavonoides de ses racines (partie consommable) et

des huiles essentielles extraites a partir de ses graines.

La deuxieme partie de notre travail est consacrée a I’étude des activités antioxydante,
antilithéasique et antimicrobienne des extraits méthanoliques et antimicrobienne des huiles

essentielles de ce légume.
Le travail est présenté a travers trois chapitres :

Le premier chapitre aborde 1’état de connaissances sur les Brassicaceae et les vertus
thérapeutiques de cette famille des plantes ;

Le deuxiéme chapitre est consacré a l’exploration de I’ensemble des expériences faites
regroupant le materiels et les différents procédes methodologiques ;

Le troisiéme chapitre abordant les résultats et la discussion est suivi d’une conclusion au cours
de laquelle, et a la lumiére des résultats obtenus, il est suggéré quelques perspectives d’études

de recherche a poursuivre.
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Chapitre | Revue bibliographique

CHAPITRE | : Etude bibliographie

Dans un souci de bien-étre et de santé, la recherche et la nouveauté industrielle se
dirigent aujourd’hui vers 1’utilisation de substances naturelles, aussi bien dans le domaine de
la Nutrition que dans ceux de la Cosmétique ou de la Pharmacie. Eléments indissociables de
la biodiversité de la flore d’Algérie qui, de par sa situation géographique, elle bénéficie d’ une
flore tres diversifiée par des espéces appartenant a différents éléments géographiques
(INRA/FAO, 2006). Les legumes constituent une bioressource encore trop peu exploitée, et
dont les potentialités ont été encore peu recherchées.

1.1.Généralités sur les Brassicaceae

La famille des Brassicaceae, appelées anciennement les Cruciféeres, comprend 3400
especes réparties en 340 genres, sont distribuées sur toute 1’étendue du globe, mais plus
abondants dans 1’hémisphére Nord. C’est une famille facile a définir et trés reconnaissable par
ses fleurs a pétales disposés en croix, d’ou le nom ancien de cruciféres (de latin « crucem ferre
», porter un choix). Certaines sont adaptées a des milieux particuliers, comme les montagnes
ou les déserts et présentent alors une lignification poussée et une surface foliaire réduite
(Sakhri et Tatemante, 2018). La famille comprend de nombreuses plantes d'importance
économique qui ont été largement modifiées et domestiquées par les humains, en particulier
ceux du genre Brassica, qui comprend le chou, le chou-fleur, le brocoli, les choux de

Bruxelles, le chou frise, le colza, le navet, le rutabaga et le cresson (site n°1).

Brassica c’est le genre le plus important économiquement et inclut 37 especes différentes
et nombreuses sont cultivées, fournissant des racines, feuilles, tiges, bourgeons comestibles,

des fleurs et des graines (Rakow, 2004).

I.1.1. Description et caractéristiques

Le navet est une plante herbacée annuelle ou bisannuelle de la famille des
Brassicaceae cultivée comme légume-racine I'année du semis. La racine est renflée et charnue,
trés variable dans sa forme : cylindrique, conique, sphérique, piriforme, allongée ou aplatie, et
dans sa couleur : jaune péle, blanche, grise ou noire, bicolore rose-blanc... Elle est

quelquefois plus ou moins sucrée, d'autres fois piquante et un peu acre.

La variété de navet, de notre étude, possede des tiges dressées avec 8-12 feuilles
formant une couronne. Les feuilles sont vertes et gauffrées ressemblant aux feuilles de

menthe. A la surface du légume se trouve des rameaux racinaires de différentes tailles.
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La deuxiéme année la plante émet une tige florale lisse ramifiée de quatre-vingts

centimétres jusqu’a un métre de haut environ.

Les feuilles sont entiéres, oblongues, d'un vert franc et plus ou moins rudes au toucher.
Les fleurs en croix sont jaunes. Les fruits sont des siliques longues, cylindriques, acuminées,
contenant chacune de 15 a 25 petites graines sphériques rougeétres, quelquefois presque
noires (Vilmorin et Cie 1925).

Figure 01 : Différents organes du navet de I’étude (Brassica spp.).

1.1.2. Classification botanique

La plante Brassica est classée selon Sakhri et Tatemante, 2018 comme suit :
Reégne : Plantae.

Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Ordre : Capparales.

Famille : Brassicacées.

Sous-famille : Brassicoideae.

Genre : Brassica.

Espéce : Brassica spp.

Noms communs : navet, naveau.

Noms  vernaculaires : francais : navet, naveau, rave, espagnol : nabo,

italien : navone ou rapa, turc : salgam, arabe : Ecil[left] ou ;élii[chaljam].
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Tableau 01 : les principaux constituants chimiques du navet (Sakhri et Tateman, 2018).

Les organes Les constituants chimiques
Les racines -Eau (9290/1009) -Na (67mg/100g)
-Calories (27kcal/100g) -K (191mg/100g)
-Protides (1g/100g) -Mg (11mg/100g)
-Lipides (0.19/100g) -Vitamine A (0U1/1009)
-Glucides (6.59/1009) -Vitamine B1 (0.04mg/100g)
-Ca (30mg/100g -Vitamine B2 (0.03mg/100g)
-P (27mg/100g) -Vitamine PP (0.4mg/100g)
-Fe (0.3 mg/100g) -Vitamine C (21mg/100g)
Les feuilles -Eau (919/1009) -Na (40mg/100g)
-Calories (27kcal/100g) -K (296mg/100g)
-Protides (1.5g/100g9) -Mg (31mg/100g)
-Lipides (69/100g) -Vitamine A (7600U1/100g)
-Glucides (0.39/100g) -Vitamine B1 (0.8mg/100g)
-Ca (191mg/100g) -Vitamine B2 (0.1mg/100g)
-P (42mg/100g) -Vitamine PP (0.6mg/100g)
-Fe (1.1mg/100) -Vitamine (60mg/100g)
1.1.3 Utilisation

L’usage du navet dans I’alimentation humaine remonte a des temps anciens. D’abord
cueilli a I’état sauvage, il fera le concept de cultures qui donneront de multiples variétés. Les
potagers maghrébins 1’ont probablement hérité des maraichers andalous... Le navet ne parait
pas avoir de nom propre dans nos langages. Le terme de left ou kherdel qui désigne navet
aurait servi plutét pour le chou-navet, la moutarde, le chou, le chou-fleur, le brocoli, la colza,
le rutabaga, etc... Il faut souligner que toutes ces plantes font partie de la méme famille
botanique, celle des brassicacées, dont les saveurs sont assez proches les unes des autres,

caractérisées par une note piquante...

Une quantité considérable de plantes soit sauvages et mi-sauvages, soit cultivées
servent de complément alimentaire tres important (Tchiéganget et Aissatou, 2004), les
Iégumes sont une importante source protéique (Cardoso, 2018).

Le navet était déja utilisé par les Chinois il y a 4000 avant J.C. Des écrits rapportent aussi
leurs utilisations culinaire, médicale ou magique par les Egyptiens et les Romains (Robert,
1991).

De nombreuses espéces sont utiles pour :

- L’alimentation humaine: comme exemples chou (Brassica oleracea), navet (B.
napus) ;

- L'alimentation animale, sous forme de fourrages ou de tourteaux d'oléagineux ;
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- Des fins industrielles, certaines graines sont employées pour la fabrication d'huiles a
usage alimentaire : colza (B. napus v. oleifera), navette (B. rapa v. oleifera) ; les
autres, dont la composition en acides gras toxiques (acide érucique notamment) les
rend impropres a [I’alimentation humaine, sont, de préférence, réservées aux
applications industrielles ;

- Usages condimentaires et pour leurs propriétés médicinales, sous forme de farine,
d'émulsions de moutarde (Brassica hirta, B. nigra) (sinapismes) (Robert, 1991).

1.1.3. Les intéréts
Le navet contient de nombreux composés biologiquement actifs, tels que la quercétine
qu’est indiquée dans toutes les situations inflammatoires parce qu’elle inhibe la formation des

médiateurs de ’inflammation les prostaglandines et les leucotriénes (Boots et al., 2008).

De nombreux travaux indiquent que la quercétine possede des propriétés
antioxydantes tres efficaces. 11 semble aussi qu'un grand nombre d’effets biologiques de la
quercétine et d'autres flavonoides puisse étre expliqué par leur activité antioxydante et leur
capacite a détruire les radicaux libres. La fonction antioxydante de la quercétine est renforcee

par la vitamine C (Torres, 2008).

1.2 Les métabolites secondaires

1.2.1 Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un
cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Ils
sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollen, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme
la croissance cellulaire, la germination des graines...etc (Boizot et Charpentier, 2006). Les
actions protectrices des polyphénols peuvent comprendre :

e Inhibition des E.R.O (O2) ;

e Piégeage des radicaux libres ;

e Chélation des ions métalligues responsables de la production des ERO ;

¢ Inhibition des enzymes responsables de la production des ERO (Magalha et
al., 2008)
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Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

NF-kB
Détoxifiant — POLYPHENOLS<_—— Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique
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eMNOs NO

iNOS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 02 : Les activités biologiques des polyphenols (BOOT, 2008).

1.2.2 Flavonoides

L’appellation « Flavonoide » qui en latin (= flavus) est di a leur couleur jaune qu’ils
engendrent (Wilson, 1987), formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces
composes représentent le groupe de composés phénoliques le plus diversifié : plus de 4000
flavonoides ont déja été identifiés (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les flavonoides stabilisent les RL grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif. Ils
sont également capables de chélater les ions métalliques libres au niveau de l'organisme
(Derbel et Ghedira, 2005).

1.2.3 Les huiles essentielles

Traditionnellement, les huiles essentielles servent de matiére premiére pour les
parfums et les arobmes. Elles sont utilisées dans les produits tels que les cosmétiques, les
parfums, les produits de toilette, les produits pharmaceutiques, les préparations culinaires, les
breuvages alcooliques et non alcooliques ainsi que les produits de tabacl. Les premiers

utilisateurs furent I’'Indes, la Perse et I'Egypte.

Les Egyptiens utilisaient trées couramment les huiles essentielles de plantes, non
seulement pour la beauté, la santé, leur plaisir, mais aussi pour leurs rites religieux et surtout

pour I'embaumement des corps. Cependant, ce sont les Grecs et les Romains qui ont fait
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I'extension du commerce des huiles essentielles au Moyen Orient (Nyiramanalunianga,
1991).

Les huiles essentielles n’existent quasiment que dans les végétaux, elles sont obtenues
a partir de diverses parties des plantes, telles que les graines, les bourgeons, les feuilles, les
racines, les fruits, les rhizomes, les écorces et les fleurs (ourari et Ider, 2017).

Ce sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur généralement fortes,
extraites par les méthodes de distillation, par enfleurage, par expression, par solvant .., Leurs
compositions généralement assez complexes a cause de leur volatilisation (Lamamra,2018).
Elles possedent de nombreuses activités biologiques : antimicrobiennes, antioxydantes,
antilithiasiques, etc... (Mohammedi, 2015).

1.3 Activité antioxydante et le stress oxydant

1.3.1 Les radicaux libres

Selon Favier, 2003 le radical libre est une espéce caractérisée par un déséquilibre
et/ou un pouvoir oxydant fort, il se distingue par la présence d'un électron non apparié sur la
couche electronique la plus externe. Les espéces réactives oxygénées (ERO) proviennent de
produits dérivés de réactions enzymatiques essentielles, principalement de processus
métaboliques endogeénes. Leur formation initiale se base sur la réduction doxygene
moléculaire. Parmi toutes les ERO, on cite un ensemble restreint de ces composés que nous
nommons radicaux primaires a savoir : I'anion superoxyde (O2™), le radical hydroxyle (OH"),
le monoxyde d'azote (NO"), le radical peroxyle (ROQ") et le radical alkoxyle (RO"). Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires tels que l'oxygéne singulet'O,, le peroxyde
d'hydrogene (H20.) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux

primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, A. 2003).
1.3.2 Stress oxydatif

Comme defini par Haleng et al., 2007, le stress oxydatif est un état de déséquilibre
entre la génération d’espéces réactives oxygénées (ERO) et les défenses antioxydantes de
I’organisme, en faveur des premieres. Il déclenche des pathologies nombreuses comme
I'athérosclérose, le cancer, les maladies inflamatoires et I'infertilité masculine (Saglam et al.,
2008).
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Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions suivantes est
présente:

* Excés des espéces réactives d’O2, N2 ou Cls;

« Défenses insuffisantes (endogenes et exogenes) ;

* Mécanismes de réparation insuffisants.

Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique. Un

exces d’especes réactives mal maitrisé favorisera une maladie ou un vieillissement accéléré.

1.3.3 Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de retarder et d'empécher I'oxydation
des macromolécules principalement les lipides, les protéines et 'ADN. Elles protegent les

tissus des dommages causes par I'oxygene et/ou les radicaux libres (Adil et al., 2007).

1.3.4 Méthodes d’évaluation de I'activité antioxydante

Plusieurs méthodes ont été développées pour tester la capacité de piégeage d’un
radical libre et ’activité antioxydante totale d’un extrait de plante (Oszmianski et al., 2007).

Parmi ces méthodes :
e Meéthode de réduction de radical DPPH

Le composé chimique 2,2- diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) posséde un électron
non apparié¢ sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation en solution provoque aussi la
couleur bleue violette bien caractéristique de la solution de DPPH. La mesure de I’efficacité
d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration violette due a une
recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm
(Popovici et al., 2009) En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl-1-
picrylhydrazyle) de couleur violette se réduit en 2,2 diphényl -1- picryl hydrazine de couleur

jaune (Maataoui et al., 2006 )

1.4 L’activité antilithéasique

La lithiase urinaire constitue un probléme de santé publique. Elle a un impact
économique et sanitaire négatif sur la population car elle affecte préférentiellement une

population active. Environ 10 % des patients lithiasiqgues ont des formes multi-
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récidivantes de lithiase responsable d’'une morbidité importante et pouvant aboutir aux
formes les plus graves telle une altération de la fonction rénale ou méme une

insuffisance rénale terminale ( Sadki et Atmani, 2017).

1.4.1. La lithiase urinaire

Définie comme un agrégat cristallin survenant dans le systeme collecteur de
I’appareil urinaire (a2 la différence de la néphrocalcinose ou ces agrégats cristallins
surviennent dans le parenchyme rénal) et qui aatteint une taille suffisante pour aboutir
a des manifestations cliniques ou étre visible par I'imagerie. C’est une maladie
caractérisée par la présence de calculs dans un organe ou dans son canal excréteur
(Benhalima, 2013).

Les oxalates de calcium ou lithiase minérale, sont largement décrits comme étant les

principales composantes inorganiques des calcifications pathologiques (Leroy, 2016).

1.5 L'activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne est déterminée par plusieurs tests : « le germe-test » ;
mesure des doses actives ; porte-germes ; doses minimales inhibitrices et bactéricides (CMI et
CMB) (Hamidi, 2013).

Les agents antimicrobiens désignent tout agent chimique, physique ou biologique
inhibant la croissance et/ou la survie des micro-organismes. Ces substances ayant une affinité
pour les cellules des parasites et le pouvoir de les tuer plus fort que les dommages qu'elles
causent a l'organisme ; ce qui rendra possible la destruction des parasites sans perturbation

sérieuse de l'organisme (Hamidi, 2013).
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Chapitre Il : Materiel et Méthodes
Le travail a été réalisé au laboratoire pédagogique du département de
Microbiologie et de Biochimie de I'universit¢ Mohamed Boudiaf de M’silla.

e Matériel

Clevenger, Soxlhet , Rotavapeur (BUCHI), balance de précision(pbibrand) et de paillasse
(KERN), Etuve(MEMMERT), Spectrophotométre (SHIMADZU), papier wattman,
Micropipettes, Embouts, , Passoire ,Tamis, Agitateur vortex (KAKI) , Agitateur magnétique
(KAKI), Portoirs tubes, Tubes secs ,Tubes & vis, Tubes a essai, petite flacon transparant,
Eprouvette graduée, Spatule, Boites en verre, flacons, , Bec benzen, boites pétri, pipette

pasteur.
e Produits chimiques:

Solvants organiques (acéton, méthanol, Ethanol, Acide sulfurique, Chloroforme, Acide
acetique glacial,FeCL3).

Carbonate de sodium (Na,COs), Folin — Ciocalteu, DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl),

trichloride d’alaminuim, 1’eau distillee, DMSO (diméthulesulfoxide) et Eau de javel.
Milieu de culture (Muller Hinton, gélose nutritive).
I1.1 Matériel biologique

11.1.1 Matériel vegétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est une variété de navet (Brassica spp),
nommé Left Saidi (ou navet sauvage), est rencontré et cultivé particulierement dans la région
de Sétif (Est de I’Algérie) et parait-il aussi a Mascara et Tlemcen (Ouest de I’Algérie). Au

Maroc, il est connu sous le nom Left mahfor ou merdoum.

L’espéce a été authentifiée par le Docteur Sari Djamel, enseignant écologiste au

département SNV de I’'université de M’sila.

Les racines du navet, partie comestible, ont été récoltées en novembre-décembre 2018,
dans la commune de Ain Arnet située a 7 Km a I’Ouest de la wilaya de Sétif (Algérie). Située
a une altitude de 1020m, une latitude de 36° 11' N, une longitude : 5° 19' E et un étage

bioclimatique semi-aride.
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Ces racines sont utilisées pour I’extraction méthanolique mais pour ’extraction des
huiles essentielle on a utilisé les graines, récupérées de chez le méme agriculteur, de 1’année
précédente. L’origine de cette variété de navet est la région montagneuse de Messaad (Nord

de Sétif).

Graines Rhizomes

Figure03 : Les parties de Brassica spp. utilisées

11.1.2 Les souches testées
Les germes qui ont été testés pour détecter I’activité antimicrobienne des extraits
méthanolique et des huiles essentielles de Brassica spp sont présentés dans le tableau 02 :

Tableau 02 : Les souches testées

Etat frais Souches Gram
Escherichia coli ATCC 8739
Bacille Bacillus subtilus ATCC 6633 Gram’

Salmonella entevica ATCC 14028

Cocci Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram*

1.2 Méthodes

11.2.1 L’extraction de I’huile essentielle

Pour D’extraction des huiles essentielles on a utilisé les graines du navet étudié,
récupérées de chez un agriculteur de la méme région, de I’année 2018. Laver les graines a

I’eau du robinet et rincées a 1’eau distillée (A), filtrer puis sécher (B) avec du papier
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absorbant, puis broyer finement dans un moulin a café (C). La poudre obtenue est soumise

immédiatement a une extraction par clevenger (D).

Figure 04 : les étapes de préparation de I’échantillon pour I’huile essentielle.

11.2.1.1 Méthode d’extraction de I’huile essentielle

Un volume de 1000 ml d’eau distillée est ajouté a 100 g de poudre de la matiére
vegétale, dans un ballon de 2000 ml, ensuite, elle est mise en hydro distillation pendant 03
heures d’ébullition dans le Clevenger. Les vapeurs chargées d’huile en traversant le
réfrigérant se condensent et chutent dans une ampoule a décanter, 1’eau et I’huile se séparent
par difféerence de densité. L’ huile ainsi obtenue est mise dans des piluliers en verre ambré et

conservée au congélateur jusqu’a utilisation (Lamamra, 2018).

Le rendement (R) de I’huile essentielle (HE) est exprimé en pourcentage (%) et obtenu
par la formule suivante :
RH % = MH / MP x 100 (Lamamra, 2018)
MH : Masse d’huile essentielle récupérée (g).
MP : Prise d’essai de la poudre des graines (g).

RHE : Rendement en huiles essentielles (%).

11.2.2 Pextraction de ’extrait méthanolique

Apres étre préalablement bien lavés a I’eau du robinet et rincés a 1’eau distillée (A’),

éplucher pour obtenir les racines ont été coupés en rondelles trés fines (B') et séchés, a I’abri
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des rayons solaires (C") afin de préserver au maximum 1’intégrité des molécules, puis broyées
finement dans un moulin a café (D°). La poudre obtenue est soumise a une extraction par

soxhlet (figure 06), en utilisant le méthanol comme solvant.

D
Figure 05 : les étapes de préparation de I’échantillon pour I’extrait méthanolique.

11.2.2.1 Méthode d’extraction de ’extrait méthanolique

Le volume de solvant doit é&tre approprié a la quantité de matiére végétale a extraire. Dans
notre cas nous avons utilisé 24 g de poudre pour 600 ml de solvant organique. Le méthanol est
éliminé par évaporation sous pression réduite a 40°C en utilisant un Rotavapeur (BUCHI).

Cette opération a permis ainsi d’obtenir un extrait caractérisé par une couleur brune.

Figure 06 : L’appareil d’extraction (soxhlet).
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Figure 07 : L’appareil rotavapeur type BUCHRI.

Calcul du rendement

Le rendement indique la masse de I’extrait méthanolique exprimé selon la formule

suivante :
Rendement (%)= (Ps/ Ph) x 100 (Attou, 2011)

Ps : Poids de I’extrait apres évaporation.

Ph : Poids de la poudre végétale de départ.

11.3 Méthodes de dosage

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires

ont été effectuées sur les extraits de Brassica spp.

11.3.1 Dosage des polyphénols totaux

e Principe

La teneur totale en composés phénoliques a été estimée par la méthode de Folin —
Ciocalteu, qui consiste a utiliser ce réactif qui est réduit par les groupes hydroxyles
phénoliques, conduisant a la formation d'un produit bleu en solution alcaline (Aouachria, 2017).

e Mode opératoire

En bref, 200 pl de extrait méthanolique ont été ajoutés a 1 ml de solution de Folin-
ciocalteu diluée au 1/10. Réactif. Aprés 4 min, le mélange réactionnel a été neutralisé avec
800 pul de carbonate de sodium saturé (75 g/ I). Par la suite, le secoué on a laissé le mélange
reposer pendant 2 h a la température ambiante, puis mesurée a 765 nm. De l'acide gallique
(20-140 mg / ) a été utilisé pour courbe d'étalonnage standard. Les résultats ont eté exprimés
en ug d'acide gallique équivalent (GAE) / mg d'extrait (Aouachria, 2017).
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2mg d’extrait ou acide gallique dans 2ml de méthanol

200p de solution mére

¥

Puis ajouter 1ml de solution de Folin-Ciocalteu dilué

v

Neutraliser avec 800 ul de carbonate de sodium saturé
(759 /).

v

Laisser le mélange reposer pendant 2 h a la tempeérature
ambiante

.

Mesurer I’absorbance a 765 nm

Figure 08 : les étapes du dosage de polyphénols.

11.3.2. Dosage des flavonoides
e Principe
Les flavonoides sont le type de polyphénol possedant un groupement OH libre en
position 5, susceptible de donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre
par chélation de 1’ion AL*3, I'intensité de la coloration jaune produite est proportionnelle a la

quantité de flavonoides présente dans I’extrait (Tigrine, 2016).

e Mode opératoire

La méthode Al CLsa été utilisée pour déterminer la teneur totale en flavonoides
Brassica spp , utilisant la réaction de complexes formation entre flavonoides et chlorure
d'aluminium. Aliquotes de 1 ml d'extrait ont été ajoutés a des volumes égaux d'une
solution de Al CLza 2%. Le mélange a été vigoureusement secoué et I'absorbance a été lue

a 430 nm apres incubation dans I'obscurité a la température ambiante pendant 10 min. La
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quercétine (1-40 mg / 1) ont été utilisés comme étalons pour la courbe d’étalonnage.

Le contenu en flavonoides était exprimé en pg d’équivalent de quercétine (QE) /mg
d'extrait (Aouachria, 2017).

1mg d’extrait ou quercétine dans 1ml de méthanol

v

Ajouter un volume égal d'une solution d’AICL3a 2% (1
ml)

v

Meélanger vigoureusement puis Incubé a I’obscurité
pendant 10 min et a la température ambiante

v

Mesurer I’absorbance a 430 nm.

Figure 09 : les étapes du dosage des flavonoides.

11.4 Criblage phytochimique

Selon Ziane, 2016 le screening phytochimique a pour objectif de détecter les principaux
métabolites secondaires existants dans un extrait, via une analyse qualitative, par des réactions

de coloration/précipitation.
e Produit végétal épuisé avec ’eau distillée

Dans un bécher on met 3g de maticre végétale en présence de 20ml d’eau distillée,
porter I’ensemble sur une plaque chauffante pendant 10 min a une température inférieure a la
température d’¢ébullition, filtrer le mélange, puis soumettre I’extrait aux tests suivants:

Saponosides

Refroidir la solution et ajouter 8 ml de la solution dans un tube a essai, puis on agite
fortement pendant 60 secondes et on laisse reposer 30 secondes et on mesure la hauteur de la

mousse.
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Cardinolids

39 d'extrait de matiere végétale macérée dans 20ml d'eau distillée pendant 24 heures.
Filtrer la solution, puis on fait une extraction de 10ml du filtrat avec 10ml du mélange
chloroforme/éthanol évaporer la phase organique et dissoudre le résidu dans 3ml d'acide
acétique glacial, ajouter quelques gouttes de FeClz et 1ml d'acide sulfurique concentré.
L'apparition de la couleur bleue verte dans la phase acétique indique I'existence des
cardinolides.

e Produit végétal épuisé avec I’éthanol 50 %

Mettre 3g de matiére végétale en présence de 20ml d’éthanol dans un bécher porter
I’ensemble sur une plaque chauffante pendant 15 min, filtrer le mélange puis soumettre

I’extrait éthanolique aux tests suivants :
Tanins

Traiter 5ml de la solution avec quelques gouttes de FeCls. L’apparition d’une coloration

verte indique I’existence des tanins.
e Produit végétal épuisé avec le chloroforme

Dans un bécher en met 3g de matiere végetale en présence de 20ml de chloroforme
CHCIs. Porter I’ensemble sur une plaque chauffante pendant 15 min, filtrer le

mélange ensuite soumettre ’extrait aux tests suivants :
Stérols insaturés et terpénes

Mettre le filtrat dans un tube a essai, ajouter 1ml de H.SO4 avec  précaution sur les
parois du tube I’apparition a L’intersection entre les deux phases d’une couleur verte qui se

transforme en rouge signale I’existence des stérols insaturés et terpénes.

Tableau 03 : Criblage phytochimique (Ziane, 2016)

Groupes chimiques Réactifs et résultats positifs
Les tanins FeCLz — une coloration verdatre ou bleu-noiratre
Saponosides Apparition de la mousse

Stérols et tri terpenes | Liebermann-Burchard (chloroforme puis acide sulfurique) —
verte en rouge.

Cardinolids la réaction de acide sulfurique, Chloroforme, Acide acétique
glacial, FeCL3). — coloration bleu vert.
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I1.5 Les tests des activités biologiques

11.5.1 Activité antioxydante

11.5.1.1 Le test de piégeage du radical DPPH
e Principe

Ce test est basé sur la mesure de I’aptitude d’un antioxydant a exercer un effet
Scavenger sur le radical libore DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Le radical DPPH est
réduit en hydrazine lorsqu’il réagit avec un donneur d’hydrogene. La réduction du DPPH
s’accompagne par le passage de la solution d’une couleur violette a une couleur jaune.
L’absorbance est mesurée par spectrophotometre a 517 nm. Une faible absorbance indique

une meilleure activité antiradicalaire (Tigrine, 2016).

(1 I [

‘\y/ e ~ KJ\ o =

OZN\\E/]\J/ \HY
HOR-)

>

N Oa
1.1-Daphdényl-2-picrylhydraz=yvl (DPTPH") (DPPH):H
violet jaune

Figure 10 : la formule de réduction de DPPH.

e Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
(Tigrine, 2016). Un volume de 100ul de différentes concentrations de chaque extrait est
ajoute a 1 ml de la solution méthanoique du DPPH (0,025 g/l) fraichement préparée. En ce qui
concerne le contrOle négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 100ul du
méthanol avec 1ml d’une solution méthanoique de DPPH a la méme concentration utilisée.
Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des
absorbances est effectuée a 517 nm a l’aide d’un spectrophotométre. Des standards de
référence (BHT) ont également été analysés en respectant la méme procédure. (Figure ci-

dessous).
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Extraites méthanolique ou BHT a différant
concentration

v

Un volume de 100ul est ajouté & 1 ml de la solution du
DPPH (0,025 g/l)

Y

Incuber a ’obscurité pendant 30 min et a la
température ambiante

Y

La lecture des absorbances a 517 nm

Figure 11 : Les étapes de I’évaluation de I’activité antioxydante.

Le pourcentage de neutralisation du radical de DPPH est calculé selon la formule

suivante:

|témoin|-|échantillon|

Pourcentage d’inhibition du radical DPPH= x 100

[témoin|

e Calcul de la concentration inhibitrice (I1Cso) :

Le résultat de 1’ICso (la concentration du substrat qui cause une inhibition de 50% de
I’activité de DPPH) ont été éxprimé par la régréssion liniere en utilisant le logicielle
EXCEL (2010) (Tigrine, 2016).

11.5.2 Activité antimicrobienne

11.5.2.1 Activité antibactérienne

C’est une méthode de mesure in- vitro du pouvoir antibactérien des composées. La
technique utilisée est celle de contact direct qui compte deux méthodes : la méthode des puits
et la méthode de diffusion. On a adopté la derniere, qui est une vieille méthode, mais toujours
d’actualité puisqu’elle est encore utilisée fréquemment dans les laboratoires de bactériologie

pour la mesure du pouvoir antibactérien des antibiotiques de synthése (Ziane, 2016).
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e Repiquage des espéces bactériennes

Les différentes espéces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de

I’inoculum.

e Préparation de I'inoculum

des colonies bien séparées des espéces bactériennes concernées ont été prélevées a
l'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon nutritif puis

portées a I’incubation pendant 24 heures a 37°C.

Apreés revification des souches, on mesure la concentration des souches selon la loi de
Lambert (0.08-0.1 a 620 nm).

e Préparation des disques

Des disques de papier Wathman n°1 de 6 mm de diamétre, stériles (stérilisation a
120°C pendant 15- 20 min par autoclavage), sont charges de I'extrait méthanolique (brute ou
dilue) ou huile essentielle a tester, des disques imprégnés de DMSO sont egalement utilisés

qui vont servir de témoin négatif.

e Ensemencement

Des boites de pétrie stériles prealablement coulées, sont ensemencées par étalage a
l'aide d'un écouvillon stérile, lI'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une
distribution homogéne des bactéries.

A laide d'une pince stérile, les disques contenant les produits a tester (extrait
méthanolique et huile essentielle) sont déposés a la surface de la gélose inoculée au préalable.
L'activité antibactérienne est déterminée en termes de diameétre de la zone d'inhibition

produite autour des disques apres 24-48 h d'incubation a 37° C.

e Lecture

Apres la culture, la lecture s’effectue en mesurant sur chaque disque le diameétre
d’inhibition du principe actif. Cette distance centimétrique est ensuite reportée sur I’échelle de

concordance afin que la souche soit interpretée en sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-
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vis du principe actif étudi€. La mesure de la zone d’inhibition a lieu aprés 24-48 h
d’incubation a 37 °C.
Remarque : on utilise I’antibiotique synthétique Pipéracilline (PIP) comme contrdle

positif.

11.5.3 Activité antilithiasique

La lithiase est définie comme le résultat d'une précipitation anormale des constituants
normaux de 'urine a l'intérieur du tractus urinaire, ou bien c’est la condition ou les calculs
urinaires sont formées ou localisées a n'importe quelle place dans le systeme
urinaire(Sekkoum, 2012).

e Principe

Dans cette partie, on eévalue le pouvoir antilithiasique (lithiase rénale de type oxalate

de calcium) de ’extrait méthanolique de Brassica spp, in vitro. Les aspects a mettre en
évidence :

L’effet de I’extrait méthanolique de Brassica spp. sur la dissolution ou non des
cristaux d’oxalate de calcium Ca2C,04 in vitro. On utilise le type oxalate de sodium Na>C204

qu’on mélange avec deux solutions :

> le chlorure de calcium (CaCl.) cette étape appelée sans inhibiteur ;
» Avec les extraits végétaux (inhibiteur) et avec I’acide citrique (inhibiteur) ce

dernier utilisé comme référence. Cette étape appelée avec inhibiteur.

e Mode opératoire

Préparation des solutions meres (premiere étape) figure 12:
D’abord préparer I’eau physiologie par solibilisier 0,87g de NaCL dans 100 ml de I’eau
distillée, ensuite on prend 7 mg soit par chlorure de calcium soit par oxalate de sodium sont
versés dans 15 ml de 1’eau physiologie et pour acide citrique ou ’extrait volume par volume

(mg/ml).
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Premiére étape :

Chlorure de
calciumi(40 mhi )

Extrait
meéthanolique
(Vv )

Preparation
de I'eau
physiologie

Acide citrique
(v )

Oxalate de sodium
(4 ™)

Figure 12 : Préparation des solutions meres.

On a mélangé les solutions selon le protocole (Sekkoum, 2012) de [I’activité
antilithiasique in vitro (Deuxiéme et troisieme étapes) : avant on commence a régler le
spectrophotométrique a 620 nm puis tarer avec du methanol.

Avec Pinhibiteur : Dans une cuve ajout de 500 ul de I’inhibiteur (extrait ou acide citrique)

avec de 500 pl de chlorure de calcium puis autoséro apres ajouter de 500 pL oxalate de
sodium directement mesurer I’ absorbance imédiate a chaque 10 seconde jusqu’au arriver la
finité de la phase de cristalisation .

Sans inhibiteur : Dans une cuve on ajoute 700 ul d’oxalate de sodium (SM) avec 700 pl de

chlorure de calcium (SM) directement mesurer 1’absorbance ensuite a chaque 10 secondes

jusqu’arriver a la finité de la phase de cristalisation.
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Deuxiéme etape :

Solution meére (SM)

Chlorure de
Acide n ‘ ' h Extrait

calcium
citrique(SM) méthanolique

(SM)
Troisieme étape : Ajouter
oxalate
N
sodium
(SM) ‘

Mesurer I'absorbance
juste aprés I'addition
deNa;C;Ch

Figure 13 : Mode opératoire pour réaliser 1’activité antilithiasique.

TI % =ao -aech/ao x 100

aox :l’absorbance de ’oxalate.
aech : I’absorbance de 1’échantillon.
NB. Ech : échantillon soit I’Extrait ou I’acide citrique.

11.5.4 Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne * SD.Les
expériences ont été réalisees pour comparer entre deux moyennes (Test t) et entre trois ou plus
moyennes on a utilise ’ANOVA avec le logiciel «Graph Pad » .Une différence a été

considérée comme statistiguement significative lorsque p <0,05.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion
111.1 Rendement

111.1.2 Pextrait méthanolique

Le rendement de I’extrait méthanolique, de la poudre de Brassica spp. est de 44,14%.
On remarque que ce rendement est trés élevé comparativement a celui du radis noir, obtenu

par Hamhami, en 2013 qui est de 11%.

Figure 14 : L’aspect de I’extrait méthanolique.

Apres presque une semaine de séchage de I’extrait méthanolique , son aspect apparait

de couleur brune et de texture visqueuse.

111.1.3 I’huile essentielle

Le rendement de I’huile essentielle des graines de Left Saidi (Brassica spp.) obtenu par
I’hydrodistillation est de 17%. On remarque que ce rendement est faible par rapport, par

exemple, a celui des graines de colza estimé a 33.14% (Jablaoui, 2018).

Tableau 04 : Propriétés de I’huile essentielle extraite des graines de Brassica spp.

L’huile essentielle Aspect Couleur L’odeur

Liquide a température ambiante, reste . . .
Jaune claire | Désagréable

liquide au congélateur.
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L’huile essentielle est habituellement liquide a température ambiante et volatile. Elle

est moins colorée et sa densité est en général inférieure a celle de I’eau.
111.2 Dosage des polyphénols et flavonoides

L’observation de la couleur bleu aprés 2 h d’incubation indique la présence des
polyphénols qui ont réduit le réactif Folin-ciocalteu. L’intensité de la coloration est

proportionnelle aux taux de polyphénols présents dans I’extrait.

Une couleur jaunatre est formée aprés 10 min dans I’extrait de navet suite a ’addition
de la solution de chlorure d’Aluminium (AICL3), cette coloration révele la présence des

flavonoides dans I’extrait analysé.

Pour la détermination quantitative des polyphénols de I’extrait méthanolique de
Brassica spp. On a utilisé la gamme d’étalonnage (Figurel5) d’acide gallique ayant I’équation
(y=0,0114 x - 0,0438, R? = 0,9939).

y=0.0114x-0.0438 = ABg (acide gallique) = F (concentration)
R? = 0.9939

1.8
1.6 o
1.4

1.2 /

1 /

0.8 *

0.6 /

0.4 /

0.2 *

0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

concentration pg/ml

)

Abs (765 nm

Figure 15 : Courbe d’étalonnage des polyphénols.

Les résultats sont exprimés en pug EAG/mg d'extrait. La teneur en polyphénols totaux est de
32,50 + 4,01629 pg EAG/mg d’extrait. Des études similaires faites au Brésil et en France
(Faller et Fialho 2009 et Méloetal 2006 au Brésil; Bratetal 2006), sur la pomme de terre,
ont révélé, respectivement, 43,2 ugeAG/mg ; 23,1 pgeAG/mg; 31,5 HgEAG/mg et sur la
carotte, ont trouvé les valeurs suivantes: 45,1 pgeEAG/mg; 12,9 ugeAG/mg; 10,1
MgEAG/mg, respectivement.
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Figure 16 : Comparaison des teneurs en polyphénols entre navet et pomme de terre.
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Figurel7: Comparaison des teneurs en polyphénols navet et carotte

Les flavonoides constituent la classe des polyphénols la plus importante, avec plus
de5000 composes déja décrits (Gomez-caravaca et al., 2006).

Pour les flavonoides, on a utilisé la gamme d’étalonnage (Figure 18) de la quercétine

ayant ’équation (y = 0,0124x-0,087, R? = 0,9979) et les résultats sont exprimés enug EQ/mg
d'extrait.
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y = 0.0124x - 0.087 . _
R2 = 0.9979 ABS ( quercétine) = F (concentration)
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Figurel8 : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
La quantification de flavonoides a été déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage, est de 17,58065 * 0,769306 g EQ /mg d’extrait.On remarque que cette teneur
est beaucoup plus fortecomparativement a la valeur de 1°‘¢tude réalisée par Kadri en 2015 sur

pomme de terre, qui est de I’ordre de 1.07 + 0.09 pug EQ /mg d’extrait (figure 19).

Malheureusement il n’y a d’études consacrées a cet aliment, ce qui nous a poussé a comparer

les résultats du légume Brassica spp. avec ceux d’autres légumes de la méme famille ou non.

17.58

=N
v O

1.07

Navet de Sétif(2019) Pomme de terre en Béjia

w
—

Teneur EQ en pg/mg
=
o

o

Figure 19 : les teneurs en flavonoides de deux extraits méthanolique.
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Dans notre étude on constate que la teneur en flavonoides du navet (Brassica spp) est
égale a la moitié de la teneur en polyphénols.

Remarque : On peut attribuer cette variation des teneurs, des polyphénols et des flavonoides,

a la plante, son origine géographique, les facteurs climatiques, la partie de la plante étudiée et
la méthodologie appliquée.

111.3 Résultats du criblage phytochimique

Tableau05 : les substances phytochimiques de I’extrait méthanolique (Brassica spp).

Groupes chimiques | La présence ou absence Résultats observés
Tanins -
Saponosides +
Stérols et tri terpénes +
Cardinolids +
+ : présence ; - : absence
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Les résultats du screening phytochimique montre 1’absence des tanins dans notre
échantillon. Selon la bibliographie, la concentration des tanins se trouve généralement dans

I’écorce, comme on a utilisé le légume épluché (sans écorse), cela pourrait étre la raison.

I11.4. Résultats des activités biologiques

I11.4.1. Activité antioxydante

Gabriela et al., 2013 indique que la méthode du radical DPPH Scavenger est tres
utilisée dans I'évaluation de la capacitédes extraits de plantes a réduire I'effet des substances

oxydantes.

Le radical libre DPPH est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le
jaune quand il est capté par les extraits testes, il permet I’estimation de ’activité antioxydante
de I’extrait. L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité antiradicalaire de I’extrait, et

dépend de la nature, la concentration et la puissance de cet extrait.

On remarque que l'activité antiradicalaire des échantillons évolue avec l'augmentation
des concentrations et que le pourcentage d'inhibition augmente progressivement jusqu‘a
atteindre un plateau. Le pourcentage d'inhibition (ICso) radical DPPH par BHT 16, 03 + 1,16

mg/ml et celui de I’extrait est 84, 06 + 2,68 mg/ml.

Selon les résultats, illustrés ci-dessous (figure20), on remarque que [I’extrait
méthanolique de la plante étudiée possede une activité antioxydante faible comparativement
au standard, Le pourcentage d'inhibition de 50%, déduit a partir des courbes de pourcentages
d'inhibition du standard et de I’échantillon, en utilisant le logiciel GraphPad Prism (version
08), est un important paramétre pour I'évaluation de l'activité antioxydante ; plus cette valeur

(ICx0) est faible plus l'activité antioxydante est puissante.

On remarque que I’allure de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration (Annex 02) est presque une droite de type : y=ax+b. La lecture de cette droite
montre que le pourcentage d’inhibition ou le piégeage des radicaux libres DPPH augmente
avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait méthanolique brut. La lecture du graphe
nous a permis aussi d’estimer la concentration a partir de laquelle 50% des radicaux libres ont
été réduits, elle est de I'ordre de 84, 06 + 2,68 mg/ml. Cette valeur indique bien que notre

extrait a une actvité antioxydante faible par rapport a celle du standard (16 ,03 + 1,16 mg/ml.)
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Figure20 : Deffet antiradicaliare de la plante Brassica spp.

111.4.2 Activité antimicrobienne

Selon les résultats, illustrés ci-dessous (Tableau 6), on remarque que I’extrait

méthanolique et I’huile essentielle, a concentration déterminée (effet dose/réponse) de I’extrait

de la plante étudiee, possédent une activité antimicrobienne.

Tableau 06 : Résultats du diamétre de la zone d’inhibition de I’extrait méthanolique.

Souches Diameétre de la zone d’inhibition (cm)
500 800 1000
oncentration (mg/1ml)
Escherichia-coli 0.9 0,9 0.6
Staphylococcus aureus 1.4 0.6 0.6
Bacillus subtilus 1.2 0.6 0.6
Salmonella entevica 1.1 0.6 0.6

On observe que I’extrait de Brassica spp. a un effet inhibiteur sur les quatre bactéries

testées, a 500 mg/ml (Figure21). Staphylococcus aureus est la bactérie la plus sensible suivit

de Bacillus subtilus. E. coli et Salmonella entevica sont moins sensibles a notre extrait.
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Figure 22 : Le diamétre de la zone d'inhibition des souches testées en fonction des
Différentes concentrations de 1’extrait méthanolique.
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Figure 23 : Concentration inhibitrice de I’extrait méthanolique et le contréle positif.
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Tableau 07 : Résultats du diamétre de la zone d’inhibition.

Souches Diameéetre de la zone d’inhibition (cm)
Extrait Huile brute | Contrile positif
ésultat brute (PIP)

d*extraction brute

avec contrilet

Escherichia-coli 0.6 0.6 2.6
Sraphylococcus aurenus 0.6 0.6 2.4
Bacillus subtilus 0.6 1.1 2.7
Salmonella entevica 0.6 0.6 2.2

Figure 24 : L’activité antibactérienne de 1’extrait et huile essentielle brutes avec les contrdles

positifs.

On observe pour I'huile essentielle brute inhibe la croissance B.subtilus seulement,

pour extrait brute aucun effet.
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Tableau 08 : Résultats du diamétre de la zone d’inhibition des différentes concentrations de
I’huile essentielle de Brassica spp.

Souches Diamétre de la zone d’inhibition (cm)
30 75 150 250
Concentration
(nL./15uL)
Escherichia-coli 0.6 0.6 0.6 0.6
Staphylococcus aureus 0.6 0.6 0.6 0.6
Bacillus subtilus 1,0 0,8 0,7 0.6
Salmonella entevica 0,7 0.8 0.8 0.8

Figure 25 : L activité antibactérienne en fonction des différentes concentrations de 1’huile essentielle.

On remarque que I’huile essentielle diluée de Brassica spp.a montré un effet inhibiteur

efficace seulement sur la croissance de B.subtilus et S.entevica (Figure 25).
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Figure 26 : Diamétre de la zone d'inhibition (cm) pour différentes concentrations de I'huile essentielle
sur les souches testées.

Consernant I’activité antibactérienne on peut conclure que, d’aprés les résultats
représentés dans les tableaux (6-7) et les figures (21-24), I’extrait méthanolique, a dose
déterminée, de Brassica spp a une meilleure activité antibactérienne que I’huile essentielle.
L’extrait méthanolique est plus efficace sur les bactéries a Gram positif, contrairement aux
bactéries a Gram négatif qui sont plus sensibles a I’huile essentielle. Les bactéries a Gram
négatif sont plus résistantes a 1’extrait grace a la structure de leur membrane externe. Ainsi, la
membrane extérieure des Gram négatif est plus riche en lipo-polysaccharides et en protéines
qui la rend plus hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer (Malecky,
2008). Donc, I’extrait méthanolique de Brassica spp. possede des propriétés antibactériennes
qui sont de type polyphénoliques (flavonoides) spécifiques qui attaquent beaucoup plus les

bactéries a Gram positif.

Il existe aussi, d’autres mécanismes d’action des composés phénoliques et sans doute,
tres complexe. Plusieurs hypothéses ont été avancées, afin d’élucider leur activité contre de
nombreux microorganismes, dont: I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes
(protéases), la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou chélation

des métaux (tels que le fer) et I’inhibition du métabolisme microbien (Mekhoukhe, 2008).

D’aprés les résultats, représentés dans les tableaux (7-8) et les figures (24-26), de
I’interaction huile essentielle avec les bactéries que I’attaque des bactéries & Gram négatif que

Gram positif indique que, le mode d’action principal des huiles essentielles consiste en la lyse
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de la paroi bactérienne du fait de leurs propriétés lipophiles. Chez les bactéries a Gram

negatif, la membrane externe constitue une barriére de permeabilité efficace.

Le lipopolysaccharide, grace a ses charges négatives de surface empéche la diffusion
des molécules hydrophobes, alors que les bactéries a Gram positif sont moins protégées parce
que la paroi est formée d’une couche de peptidoglycane. Cela peut induire un changement de
conformation de la membrane, alors une perturbation chimio-osmotique puisse faire une fuite
d’ions (K¥) (Malecky, 2008). Cette propriété de lipophile indique la présence des métabolites
secondaires dans I’huile essentielle telle que polyphénols (flavonoides) et surtout les
terpénes.

111.4.3 Activité antilithiasique

L’objectif de cette analyse est de tester I’effet de 1’extrait de notre plante dans le traitement de

la lithéase urinaire dans un model in vitro.

En effet, pour suivre I’évolution de la cristallisation oxalocalcique, nous avons choisi

I’inhibiteur 1’acide citrique comme standard.
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Figure 27 : Courbe de cristalisation oxalocalcique en présence de I’extrait de plante Brassica spp.

La courbe de cristalisation de 1’oxalate de calcium en présence de I’extrait (en vert) de

la plante présente une forte activité antilithéasique.

On peut suggérer que I’extrait de Brassica spp. retarde le processus de cristallisation

de ’oxalate de calcium et inhibe la formation de calculs.
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Les calculs du taux d’inhibition (Tl %) ont donné les résultats suivants : Tl % de
’acide citrique est de 95% et celui de I’extrait est de 99%. On remarque une différence
significative entre les deux substances. Une étude similaire faite sur ’extrait de blé (Triticum
aestivum), par Sekkoum, 2011 qui trouvé un TI de 60% ou on peut remarquer que 1’extrait de
notre échantion a une meilleure activité antillithéasique que le blé. On suggére I’extrait de
Brassica spp.retarde le processus de la cristallisation oxalocalcique et inhibe la formation de

calculs.

La différente significative (Figure 28) indique que I’extrait méthanolique est, en générale,
riche en polyphénols de type flavonoides et en particuliérement les Saponosides (Khouchlaa,
2017).
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Figure 28 : Le taux dissolution du calcul en fonction des échantillons.
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Conclusion

Conclusion

Ce travail, pouvant étre considéré comme une ébauche pour une étude a venir plus
approfondie, s’est limité comme objectif a 1’évaluation des activités antioxydantes,
antilithéasiques et antimicrobiennes de I’extrait méthanolique des racines et a celle de
’activité antimicrobienne de I’huile essentielle des graines, de Brassica spp. La littérature
attribue a ce légume, a godt trés prononcé et a tres faible production nationale, une source

précieuse de substances naturelles.

Les résultats de I’¢tude laissent apparaitre, en relation avec le poids de la poudre du
légume ‘Navet Saidi’, que le rendement en extrait méthanolique est important et, par

contre, celui de 1’huile essentielle est faible.

Le criblage phytochimique de I’extrait brut qui a montré que la présence de
polyphénols, de flavonoides, de Saponosides, de Stérols, de Tri Terpénes et de Cardinolids

et ’absence de tanins peut-étre di a I'utilisation du Iégume sans écorce.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides, de I’extrait méthanolique, a donné
des valeurs plus importantes par rapport a celles obtenues par d’autres chercheurs

notamment chez la pomme de terre et la carotte (Kadri, 2015).

L’évaluation de Dl’activité antioxydante de I’extrait méthanolique des racines du

‘navet saidi’, par le test au DPPH révele que I’extrait possede un pouvoir antioxydant.

Pour I’activité antilithéasique de 1’extrait méthanolique de ce légume, les résultats montrent

un effet remarquable de I’extrait sur la dissolution des cristaux d’oxalate de calcium.

Concernant I’activité antibactérienne évaluée par la méthode de diffusion sur disque
solide, les résultats ont montré que I’extrait méthanolique du navet étudi¢ a un effet plus
efficace sur les bactéries a Gram positif, avec une concentration déterminée (500 mg/1ml),
que sur Gram négative, par contre I’huile essenticlle a montré un effet antimicrobien
inverse. Les résultats obtenus dans ce travail ne constituent, en soi, qu'une premiére étape
dans la valorisation des potentialités de ce légume en ses pouvoirs antibactériennes, .......

et, dans ce cadre d’idée, des essais complémentaires devront étre pour suivis.
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Résumé

Brassica spp. connue sous le nom de Left Saidi, est une espéce potagére locale, cultivée dans la wilaya
de Sétif, de la famille des Brassicaceae, objet de notre étude. Le navet est une plante considérée comme une
importante source naturelle de molécules biologiques. La partie consommable de ce légume est le rhizome.

Les échantillons testés dans cette étude sont I’extrait méthanolique obtenu, a partir du rhizome, par
extraction a I’aide d’un Soxhlet, et I’huile essentielle acquise, a partir des graines, par un Clevenger.

Le rendement de 1’extrait avoisine 44% et celui de 1’huile essentielle est de 17%.

L’estimation quantitative des flavonoides et des phénols totaux par la méthode colorimétrique a montré
que I’extrait est riche en ces composés. Le taux des flavonoides représente 50% des polyphénols.

L’évaluation du pouvoir antioxydant qui a été réalisée en utilisant la méthode du piégeage du radical
libre DPPH a indiqué que I’extrait méthanolique a montré une faible efficacité antioxydante (ICso = 84,06 + 2,68
mg/ml) par rapport au standard BHT (ICsp = 16,03+ 1,16 mg/ml). Concernant ’activité antilithéasique, les
résultats ont montré que I’extrait de Brassica spp. posséde un effet, inhibiteur de la phase de croissance
oxalocalcique, trés important qui est de 99% alors que le standard a un effet Iégerement inférieur (95%).

Les résultats de I’activité antibactérienne ont montré que ’extrait a un effet plus efficace sur les
bactéries a Gram positif. Mais I’activité de I’huile essentielle a montré I’effet inverse.
Mots clés : Brassica spp., extrait méthanolique, huile essentielle, activité antioxydante, antilithéasique, et

antimicrobienne.

Abstract

Brassica spp. known as Left Saidi, is a local vegetable species, belonging to the family Brassicaceae, and
cultivated in the wilaya of Setif was the subject of our study. Turnip plant is considered as an important natural
source of biological molecules. Root is the consumable part of this vegetable. The samples tested in this study
are the methanolic extract obtained from the roots by Soxhlet extraction, and the essential oil acquired from the
seeds by the Clevenger.

The yield of the extract is around 44% and that of the essential oil is 17%. Quantitative estimation of
flavonoids and total phenols by the colorimetric method showed that the extract is rich of these compounds.

The level of flavonoids represents 50% of polyphenols. The antioxidant assessment that was performed
using the DPPH free radical scavenging method indicated that the methanolic extract showed low antioxidant
efficacy (ICso = 84.06 + 2.68 mg/mL) relatively to the BHT standard (ICso = 16.03 + 1.16 mg/ml).

Regarding antilithetic activity, the results showed that the extract of Brassica spp. has a very important
inhibitor effect of the oxalocalcic growth phase of 99% while the standard has a slightly lower effect (95%).

The results of the antibacterial activity showed that the extract has a more effective effect on Gram-
positive bacteria. But the activity of the essential oil has shown the opposite effect.

Key words: Brassica spp., Methanolic extract, essential oil, antioxidant activitie, antilithetic, and antimicrobial.
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