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Résumé

Le genre Linaria est une plante de la famille Scrophulariaceae. Cette plante est connue par
sa richesse en composés naturels d’ou son utilisation en médecine traditionnelle. Linaria
scariosa est une espéce saharienne endémique pour 1’Algérie et la Tunisie. L’objectif de ce
travail est d’évaluer le pouvoir antioxydant et antimicrobien des extraits méthanolique et aqueux
des feuilles de cette plante. Les teneurs en composés phénoliques a savoir, les polyphénols les
flavonoides totaux ont été évaluées et les taux étaient modérés. L’activité antioxydante a été
réalisé par le test du DPPH et les ICs, sont estimées de 382.15 + 46.22 pg/ml et 260 +
17.04pg/ml pour ’EM et EAq respectivement. L’activité antimicrobienne a été évaluée sur
quatre souches bactériennes (Gram+ et Gram-) et quatre champignons selon la méthode de puits
de diffusion : seul I’extrait EM qui a présenté un effet inhibiteur sur 2 souches bactériennes.
L’EAq n’avait aucune activité antibactérienne, mais avait un effet important sur 2 champignons.

L’extrait EM avait un effet antifongique faible.

Mots clés : Linaria scariosa, composés phénoliques, activité antioxydante, activité antimicrobienne.



uaila

ALSHall ol culall A yeadnScrophulariaceae. ille 0 S\ alinaria_ss
Ak il Agshaaall ¢ 15V (e g53 8. Linaria scariosag il cuall b 4alaiiu) & ey dpxglal
il ySaall 3aliaally 52000 Baliaall 368l apii ga Jaall 138 e Cargdl OIS L uigy il
Joudal ol a5 adsadl) LSl Glisine i 5 oclall 13 3)sY Akl A sl clalaiill
s DPPH sl dauls 50uSU sliaall Ialiil) ¢ la) a5 L Aline by siasal) <l JSI 3505800800
AQE 5 ME 1 e/ s Sue 17.04 £ 260 5 Jo [ ol s Sae 46.22 + 382.15 4 IC5) i
cols (Taba s aba) ApaS GV )l o g Seall sl Ll i 2L sl e
Oe OBl e Undia il Laid ME (aliiis Helal 1Y) Gob e L) diph Gk <l
oaliind byl 2 e ggima il Al S (STg adilall sliae Jalis GTAQED (S ol L Lol
alphill e Cunca alias ,8EME

g ySaall aliae Ll ¢ 3008 sliae blis ¢ 418 LS e «Linaria scariosa :agalidall cilalst)



Abstract

The genus Linaria is a plant of the Scrophulariaceae family. This plant is known for its
richness in natural compounds, hence its use in traditional medicine. Linaria scariosa is a
Saharan species endemic to Algeria and Tunisia. The objective of this work was to evaluate the
antioxidant and antimicrobial power of the methanolic and aqueous extracts of the leaves of this
plant. The contents of phenolic compounds, namely polyphenols and total flavonoids, were
evaluated and the levels were moderate. The antioxidant activity was carried out by the DPPH
test and the 1Csos were estimated at 382.15 + 46.22 pg/ml and 260 £ 17.04 pg/ml for ME and
AQE respectively. The antimicrobial activity was evaluated on four bacterial strains (Gram+ and
Gram-) and four fungi based on the agar well diffusion method: only the ME extract showed an
inhibitory effect on 2 bacterial strains. AQE had no antibacterial activity, but had a significant

effect on 2 fungi. The ME extract had a weak antifungal effect.

Key words: Linaria scariosa, phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Introduction

L'homme utilise depuis toujours les plantes aromatiques et médicinales (PAM) pour guérir
et combattre la maladie. Dans toutes les civilisations et continents anciens, on trouve traces de
cette utilisation. C'est pourquoi, aujourd’hui encore, malgré la pharmacologie, I'usage
thérapeutique des plantes est tres répandu dans certains pays, notamment dans les pays en voie

de développement (Chaachouayet al., 2020).

Selon I’organisation mondiale de la santé OMS , environ 80 % de la population mondiale
ont recours a la médecine traditionnelle, pour le traitement de diverses maladies (OMS |,
2022).En effet, plus de 200 000espéces (environ 300 000 especes de plantes recensées
aujourd'hui sur notre planéte) vivent dans les pays tropicaux d'Afrique. Parmi les utilisateurs
potentiels de ces plantes, la médecine traditionnelle et la pharmacopée arrivent en téte de liste de

ceux qui les utilisent, soit 70% de la population du tiers monde (Abayomi, 2010).

L'Algérie est riche en diversité végétale et ajoute a la tradition 1’utilisation des plantes. La
recherche de nouvelles molécules doit utiliser les données ethnopharmacologiques aussi bien

diverses que la biodiversité végetale.

Actuellement, les scientifiques favorisent le développement d’une nouvelle génération de
substances antimicrobiennes et/ou antioxydantes a base de plantes (d’origine végétale) pour
remplacer celles de synthese. En effet, les substances naturelles d'origine végétale sont douées de
plusieurs activités biologiques comme l'activité antioxydante, anti-inflammatoire,
anticancéreuse, antimicrobienne... etc. En outre elles connaissent un intérét croissant dans les

domaines cosmétique, pharmaceutique et agro-alimentaire (Kada, 2018).

Le but de ce travail est de faire une étude préliminaire sur la plante Linaria scariosa
(Vent.) Desf., trouvée poussant de maniére spontané, dans le campus de 1’université de M’sila.
Cette plante est connue comme plante spontanée du Sahara de 1’ Algérie, elle est endémique pour
1I’Algérie et la Tunisie. Trés peu d’études ont été menées sur cette espece. Notre travail cible
I’étude la teneur en polyphénols, I’activité antioxydante et I’activité antimicrobienne de cette

plante.
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1. Synthese bibliographique

1.1. Phytotherapie

Le mot "phytothérapie” se compose de deux racines grecques phuton qui signifie "plante™

et therapeia qui signifie "traitement” ; donc traitement par les plantes (Gayet, 2018).

La phytothérapie est 1’une des plus anciennes thérapeutiques qui utilisent les plantes pour
venir a bout des causes et symptomes de diverses maladies, donc on peut se définir la
phytothérapie comme une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de
préparations a base de plantes ; I’utilisation d’extraits de plantes etde principes actifs naturels
qu’elles soient consommeées ou utilisées en voie externe , a la condition d’utiliser des
médicaments correctement préparés et que le prescripteur ait été correctement formé a les

prescrire pour éviter des effets secondaires et des problémes négatifs (Chabrier, 2010)

1.2. Plantes médicinales

Selon I'édition Xeme de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales "sont des
médicaments botaniques au sens de la Pharmacopée européenne, ayant au moins en partie une
valeur médicinale”. Ce sont donc toutes des plantes qui contiennent une ou plusieurs
substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiqgues ou pour synthétiser des
médicaments utiles. Ces plantes médicinales peuvent également étre utilisées a des fins

alimentaires, condimentaires ou hygiéniques(Chabrier, 2010).

Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a

des fins thérapeutiques ou qui sont des procureures dans la synthése de drogues utiles.

1.3. Meétabolites secondaires

Une des originalités majeures des végetaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites dits

secondaires (Macheix et al., 2005)
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Ces produits chimiques ont été nommés "métabolites secondaires” par A. KOSSEL en
1891. Elles ont joué un réle majeur dans 1’adaptation des plantes a leur environnement mais
représentent également une source importante de produits pharmaceutiques actifs(Bourgaudet

al., 2001).

“Métabolites secondaires” désigne une classe de composés organiques qui ne participent
pas directement a la croissance, au développement et a la reproduction des plantes, d'ou leur nom
de "metabolites secondaires”. Ces composés sont utilisés comme marqueurs taxonomiques en
raison de leur distribution limitée dans les groupes taxonomiques. Par contre, les métabolites
primaires se trouvent dans tous les tissus des plantes et exercent une activité métabolique

nécessaire a la croissance et au développement des plantes (Ahmed et al., 2017).

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les
composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés azotés dont les alcaloides(Krief,

2003).

1.3.1. Polyphénols

Les polyphénols sont apportés par l'alimentation d'origine végétale et présentent une
grande diversité structurale. L’effet protecteur des polyphénols a été attribué a leurs propriétés
antioxydantes, susceptibles de prévenir des dommages oxydatifs moléculaires et cellulaires
induisant diverses pathologies (cancers, diabéte de type 2, maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives(Amiotet al., 2009).

1.3.1.1. Structure

Les composes phénoliques possédent un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou
plusieurs groupes hydroxyles (figure 1). lls sont largement distribués dans le regne végétal et
sont les métabolites secondaires les plus abondants des plantes, avec plus de 8 000 structures

phénoliques actuellement connues (Dai and Mumper, 2010).
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@—cm

Figure 1. Schéma d’un phénol simple (C6) (Adel and Boudjouref, 2020).

1.3.1.2. Classification

Généralement, les polyphénols sont classés en deux grandes classes ; flavonoides et non
flavonoides ;ces derniers comprennent structurellement des molécules simples comme les acides
phénoliques (acides hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiques) (figure 2) et des
stilbenes, et de tres complexes molécules telles que les oligomeres de stilbénes, les tanins et les

lignines (Khan and Dangles, 2014).

R,=R,=R;=R,=H acide benzoique (non phénolique)
R R R,=R,=R,=H,R,=0H .1c?dc p-hydrm,\fb@miquc
R,=R;=H,R,=R;=0H acide protocatéchique
_ Ry=R,=H,R,=0CH;,Ry=0H acide vanillique
Rs COOH R =H,R,=R,=R,=OH acide gallique
. R,=H,R,=R,;=0CH;,R;=0H acide syringique
: R;=OH,;R,=R,=R,=H acide salicylique
R,=R,=0OH,R,=R,=H acide gentisique

Acides hydroxycinnamiques («phénylpropanoides»)

cooi R, =R,=R,=H acide cinnamique (non phénolique)
R, A R,=R;=H,R,=0H acide p-coumarique
R,=R,=0H,R;=H acide caféique
R R,=0CH,,R,=0H,R,=H acide férulique
Ry R,=R;= OCH‘. R,=0H acide sinapique

Figure 2. Les principaux acides phénoliques (Macheix et al., 2005).
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1.3.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et sont
couramment consommés quotidiennement sous forme de fruits, Iégumes et boissons telles que le
vin et le thé. Elles constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. lls constituent des pigments responsables des colorations

jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

1.3.2.1. Structure

Les flavonoides sont le plus grand groupe de phénols végétaux, représentant plus de la
moitié des huit mille composés phénoliques naturels. lls sont des composés de faible poids
moléculaire composés de quinze atomes de carbone, disposés en une configuration C6-C3-C6 .
Essentiellement, la structure est composée de deux cycles aromatiques A et B par un pont 3-

carbone (figure 3)(Ajilaetal., 2011)

Figure 3. Squelette de base des flavonoide (Ghedira, 2005).

1.3.2.2. Classification
Les principales classes de flavonoides sont les flavonols, les flavones, flavanones,
flavanols (catéchines), isoflavones, flavanonols et anthocyanidines. Les flavones et flavonols

sont les plus répandus et des composeés structurellement divers (Ajila et al., 2011).
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1.4. Activités biologiques

1.4.1. Activité antioxydante

La notion de "radicaux libres”, de "stress oxydant” ou d’"antioxydants” est de plus en plus
souvent utilisée pour expliquer différentes atteintes pathologiques et leur approche thérapeutique.
En fait, ces différents vocables se rapportent a un véritable monde chimique ayant de grandes
consequences métaboliques : 1’état d’oxydoréduction, dont dépend la formation de "radicaux

libres”(Leverve, 2009).

1.4.1.1. Radicaux libres et stress oxydant

Les radicaux libres sont des produits chimiques qui ont un seul électron dans leur
couche externe, ce qui rend ce produit chimique particulierement instable. Lorsque cet
électron unique se trouve sur I'atome d'oxygéne, nous disons "espéces réactives de I'oxygene"
(ERO). Les principaux types de radicaux libres centrés sur I'oxygéne sont présentés dans le

tableau 1 (Durand et al., 2013).

Tableau 1. Principales espéces radicalaires impliquées
dans le stress oxydant (Durand et al., 2013).

02~ Radical superoxyde
HO," Radical perhydroxyle
‘OH Radical hydroxyle
ROO’ Radical peroxyle
RO’ Radical alkoxyle

Le stress oxydant se défini comme un déséquilibrer entre la production de radicaux libres
ou ERO et les mécanismes de défense antioxydants, il est possible de mesurer la production de
radicaux libres, la capacité antioxydante et les effets biologiques du stress oxydatif (Goudable

and Favier, 1997)
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1.4.1.2. Antioxydants

Le terme antioxydant designe « toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport & celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce
substrat ».Les antioxydants endogenes de type enzymatique sont plutdt impliqués dans la
neutralisation des ERO. Les antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogéne sont des

donneurs de protons ou d’électrons(Durand et al., 2013).

1.4.1.3. Défense antioxydante

La défense contre les dérivés radicalaires repose sur deux mécanismes distincts et

complémentaires entre les systemes non enzymatiques et enzymatiques.

La défense antioxydante correspond a la capacité d'éliminer a terme les espéces
radicalaires, celles qui présentent des électrons non appariés au niveau de leurs couches
périphériques. Les substances non enzymatiques (vitamines C et E) agissent pour guider les
électrons uniques afin d'éviter I'attaque par les lipides membranaires. La réduction de la vitamine
C permise par I'oxydation du glutathion représente la premiére étape enzymatique qui éliminera a
terme le glutathion oxydé en appauvrissant le NADPH sous l'action de la glutathion réductase
(figure 4). Chaque étape est importante, mais le niveau de capacité enzymatique est trés

contrélable (Leverve, 2009).

VitE
Tocopherol Vit C - .
.::. Glutathion
o .::. Radical Micotinamide
m{}ll Ascorbyl GSH NADP
X AM_UOX Ackde ii i'
Ascorbigue NADPH

Figure 4. Schéma représente la défonce antioxydants (Leverve, 2009)
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1.5. Activités antimicrobiennes

Les bactéries sont des étres vivants unicellulaires et autonomes, procaryotes qui ne
contiennent pas de vrai noyaux et qui se trouvent en trés grand nombre parce qu’ils peuvent se
multiplier rapidement. Il y a beaucoup de types de bactéries qui sont toutes éparées dans
différents groupes et chaque groupe ayant des propriétés uniques. Les maladies infectieuses
causées par les bactéries affectent des millions de personnes dans le monde entier et causent de
lourdes pertes au niveau économique. Ces infections bactériennes sont traités par des
antibiotiques qui sont des agents antimicrobiens non ou relativement peu toxiques pour

I’organisme humain ou animal(Benayad, 2013).

A cOté des antibiotiques, beaucoup de plantes aromatiques synthétisent différents
métabolites secondaires dotés d’activité antibiotique mais en général cette activité est plus faible
que celle exercée par les antibiotiques d’origine microbienne. Parmi ces métabolites on trouve
les polyphénols qui sont doués de diverses importantes activités antimicrobiennes, cette diversité

est probablement reliée a leurs diversités structurales (Kada, 2018).

Les champignons sont un groupe unique d’organismes, différents de tous les autres dans
leur comportement et 1’organisation cellulaire. lls ont également une vaste gamme d’activités en
tant que pathogenes des plantes cultivées ou des humains, en tant que décomposeurs, et en tant

que producteurs de nombreux métabolites importants (Deacon, 2013).

1.5.1. Antibiotiques

Les antibiotiques empéchent les bactéries de se multiplier en perturbant leur métabolisme,
ou en sattaquant directement a leur structure de base, comme les parois cellulaires, les
ribosomes, les membranes plasmiques et '’ADN. Comme la vancomycine, certains antibiotiques
sont naturels, ils sont synthétisés par des micro-organismes, d'autres sont semi-synthétiques

(ampicilline).

1.5.1.1. Antibiotiques naturels

Les plantes synthetisent différents métabolites secondaires a activité antibiotique, mais
généralement cette activité est plus faible que le role joué par les antibiotiques d’origine
microbienne. Parmi ces métabolites, les polyphénols sont considéré comme bactéricides pour les

bactéries Gram positives et Gram négatives ; cet effet peut étre di a I’inhibition de certaines

8
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enzymes, la déstabilisation de la membrane cytoplasmique pour la rendre perméable, 1’inhibition

des enzymes bactériennes extracellulaires etc. (Kada, 2018).

L’activité des flavonoides est due principalement a la capacité de ces molécules a inhiber
I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des
microorganismes. Les flavonoides peuvent aussi interférer avec le métabolisme énergétique des

bactéries (Kada, 2018).

1.6. Plante étudiée

L'Algérie est I'un des pays les plus riches en biodiversité. Cette richesse mérite d’étre
investiguée pour étudier la composition chimique dans le but d'isoler les substances naturelles
a activités biologiques importantes, et contribuer a la recherche en phytothérapie,

pharmacologie et phytochimie (Ahmed Chaouch, 2019).

Le genre Linaria appartient a la famille Scrophulariaceae et comprend environ 200
espéces (Cherietet al., 2015),principalement distribués en Europe, en Asie et en Afrique du
Nord. Il est représenté par 39 especes en Algérie ;c’est des plantes herbacées, annuelles ou
vivaces, a feuilles simples et étroites (souvent linéaires) d’ou elles tirent leurs noms en évoquant
celles du lin cultive, elles sont directement attachés a la tige. Les fleurs groupées en racemes
simples ou capituliformes, ou en racémes de racemes présentant ainsi une symeétrie bilatérale.
Calice a cinqg lobes inégaux, souvent courts. Corolle bilabiée a tube renflé, a limbe en gueule,
prolongée a la base par un éperon. Le fruit est une capsule polysperme a deux loges (Ahmed

Chaouch, 2019)

1.6.1. Métabolites secondaires du genre Linaria

Des travaux antérieurs sur 41 espéces du genre Linaria ont permis d’isoler et d’identifier
191 composés naturels en particulier des iridoides, diterpénoides, flavonoides, alcaloides et

phényléthanoides (Akkol and Ercil, 2009)

1.6.2. Utilisation en médecine traditionnelle du genre Linaria

Les especes de ce genre sont largement utilisées en médecine traditionnelle pour traitement

de plusieurs maladies : elles sont connues comme toniques, anti-scorbutiques, laxatifs, anti-
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diabétiques, diurétiques et cicatrisantes(Cheriet et al., 2015), elles sont également utilisée dans le
traitement des hémorroides, le traitement de la toux et 1’asthme, les inflammations de la vessie et

éruptions cutanées (Vrchovska et al., 2008; Ahmed Chaouch, 2019; Mouffouk et al., 2020)

1.6.3. Description botanique de Linaria scariosa (Vent.) Desf.

C’est une plante tres hispide a tiges veloutées. Feuilles 3 a 5 fois plus longues que larges,
ovales irréguliérement dentées a la base. Pédicelles 2 a 4 mm. Corolle hispide de 5 a 7 mm.
Divisions du calice largement scarieuses. C’est une espéce trés rare distribuée dans les paturages
désertiques et qui se trouve essentiellement dans la région de Biskra et confins tunisiens. C’est

une plante endémique pour I’Algérie et la Tunisie(Ahmed Chaouch, 2019).

1.6.4. Classification dans la systématique botanique

Régne Plantae

Embranchement Viridaeplantae

Classe Magnoliopsida

Ordre Scrophulariales

Famille Scrophulariaceae
Sous-famille Scrophularioidea

Tribu Antirrhineae

Genre Linaria

Espece Linaria scariosa(Vent.)Desf.

10
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2. Matériels et méthodes

2.1.Materiel végétal

La récolte de la plante Linaria scariosaa eu lieu en Mars 2022au campus de 1’université
de M’sila — pdle universitaire (figure5). La plante a été séchée a ’ombre dans un endroit sec et
aéré pendant 2 semaines. Apres sechage, les parties aériennes ont été récupérées, stockees dans
des sacs de papier hermétiquement fermés et placées a 1’abri de la lumicre et de la chaleur

jusqu’a utilisation.

Figure 5. Photo sur les parties aériennes de Linaria scariosa au site de récolte (campus de ’université
de M’sila) (Photo par HENDEL, 2021).

2.2.Procédés d’extraction

2.2.1. Extraction méthanolique par maceration

Une extraction méthanolique par macération des feuilles de de L. scariosa est réalisée
comme suit : 500ml de méthanol ont été ajoutés a 50g du broyat des feuilles et le mélange a été

maintenu sous agitation pendant 24h a température ambiante (figure 65a). L'extrait a été filtré a

11
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travers du papier Whatman, puis concentré sous vide a 40°C a 1’aide d’un évaporateur rotatif
(figure 6b). Apres séchage dans une étuve (40°C), I’extrait sec a eté récupéré, pesé et conservé a
4°C jusqu’a son utilisation (Atere et al., 2018). Le rendement en extrait est exprimé en

pourcentage par rapport au poids sec de la plante et est calculé par la formule suivante:

Rendementg,;% = Mgy /Mgen X 100

ou
Me,: Masse de I’extrait apres évaporation du solvant en g.
Mecn: Masse de I’échantillon végétal en g.

Figure 6. Dispositifs d’extraction : a) Macération, b) Evaporation
sous vide.

2.2.2. Extraction par décoction a I’eau distillée

Une décoction a I’eau distillée des feuilles de la plante a été effectuée comme suit : 50mg
de poudre de feuilles de L. scariosa ont été ajoutés a 100 ml d'eau distillée puis le mélange est
soumis a I’ébullition pendant 20 minutes sous agitation. Apres refroidissement, le mélange a été
filtré a travers du papier filtre Whatman N°1. Le filtrat obtenu a été concentré et séché a 40°C
dans une étuve. L’extrait sec a été récupéré et stocké a 4°C a ’obscurité jusqu’a son

utilisation(Harrar, 2018).

12
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Le rendement est calculé selon la formule :

Rendement gyi0, = Mgy /Mgen X 100
Ou

Mexi: Masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en g.
Mech: Masse de 1’échantillon végétal en g.

2.3.Dosage des composés phénoliques

2.3.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols a été réalisé a 1’aide du réactif de « Folin-Ciocalteu » en
présence de Na,COs. Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie selon la
méthode décrite par (Bougandoura and Bendimerad, 2013) aves des modifications ; une quantité
de 200ul de I’extrait des feuilles de L. scariosa a été mélangée avec 1ml de réactif Folin-
ciocalteu fraichement préparé (10fois dilué) et 0.8ml de carbonate de sodium 7.5% (Na,CO3).
L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 120min et la lecture de I’absorbance a été
effectuée contre un blanc a ’aide d’un spectrophotométre a 765mm. Le dosage des phéenols
totaux se fait par comparaison de I’absorbance de chacun des échantillons par rapport a celle
obtenue par un étalon qui est 1’acide gallique et les résultats obtenus sont exprimés en mg

équivalents d’acide gallique par g d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait sec).

2.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits des feuilles de L. scariosa a été déterminé par
la méthode de trichlorure d’aluminium. Un volume de 600ul de I’extrait préparé a été mélanger
avec 600ul de AICI; a 2%, aprés 1’agitation le mélange est incubé a un température ambiante
pendant 10 min puis 1’absorbance est lue a415 nm . La teneur en flavonoides a été calculée a
partir d’une courbe d’étalonnage (y=ax+b) réalisée par la quercétine a différentes concentrations
dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalents de quercétine par g d’extrait (mg EQ/g d’extrait ) (Boubekeur, 2019).

13
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2.4.Evaluation de ’activité antioxydante

2.4.1. Test de DPPH

Le principe du test consiste a mesurer 1’activité antiradicalaire par le piégeage des radicaux
libres du DPPH (2,2'-Diphényl-1- picrylhydrazine). Le DPPH, C1gH12NsOg; PM=394.33, est un
radical libre stable, soluble dans le méthanol (ou I’éthanol). De couleur violet intense, son
absorbance maximale est & 517 nm. Lorsque les molécules antioxydantes diminuent les radicaux

libres du DPPH, le violet disparait et devient rapidement jaune pale (Bohui et al., 2018)

Le pouvoir de piégeage, des radicaux libres du DPPH, de I’extrait des feuilles de L.
scariosa a été déterminé en utilisant la méthode décrite par Atere et al. (2018), avec quelques
modifications. En bref, a 600ul de différentes concentrations d'extrait sont ajoutés 600 pl de
DPPH préparé dans du méthanol. Le mélange est agité puis incubé dans I'obscurité pendant 30
min. L'absorbance est lue a 517 nm 1’aide d’un spectrophotomeétre contre un contréle et un blanc
contenant le méthanol pure . Le standard BHT (Butylhydroxytoluéne ) a été également analysé
en respectant la méme procédure. Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est calculé

par la formule suivante :

1(%) = [(Ac — A)/ Ac] x 100

Ou

1(%0) est le pourcentage d’inhibition ; A¢ est I’absorbance du contrdle ; et A; est I’absorbance de
I’extrait. La concentration de 1’extrait fournissant 50% d’inhibition (ICsp) est calculée a partir du

graphique représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 1’extrait.

2.5.Evaluation de Pactivité antimicrobienne

2.5.1. Microorganismes testés

Il s'agit des bactéries de référence Staphylococcus aureus ATCC25923 ; Pseudomonas
aeruginosaATCC27853 ; Bacillus  cereusATCC108776 ; Escherichia  coli

ATCC25922 disponibles au laboratoire de microbiologie du département de Microbiologie et
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Biochimie; et les moisissures Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium culmorum et Alternaria

alternata fournis par Dr HENDEL.

2.5.2. Préparation de I’inoculum

Les bactéries ont été ensemencees dans un bouillon nutritif et incubées a 37 °C/18h. Elles
sont ensuite ensemenceées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C pendant 18h, pour optimiser
leur croissance. A I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de
chacune des souches bactériennes a tester sont prélevées et puis déchargées dans 9ml d’eau
physiologique stérile. La suspension bactérienne est bien homogénéisée et son opacité est ajustée

3 0.5 de I’échelle de McFarland.

Les champignons sont cultivés sur le milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA) a 25°C
pendant 7jours. A partir de ces cultures sont prélevés des disques (6mm, I’inoculum) pour

effectuer les tests d’activité antifongique.

2.5.3. Activité antibactérienne

2.5.3.1. Test des puits de diffusion

Avec un emporte-piece, des puits de 7mm sont creusés dans la gélose de Mueller-Hinton
Agar (MHA) coulée dans des boites de Pétri (a trois points équidistants du centre et des bords de
la boite) et ensemencée par écouvillonnage de la suspension bactérienne, préparée comme ci-
dessus (Biyiti et al., 2004). Dans des conditions aseptiques I’EM a été dissout dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO), pour atteindre une concentration finale de 300 et 600 mg/ml, et
30ul de cette concentration sont incorporés dans chaque puits. Les diameétres d'inhibition sont
ensuite mesurés autour des puits aprés une pré-incubation de 1 heure a 4°C pour que 1’extrait
puisse diffuser et une incubation a I'étuve a 37°C pendant 24 heures (Ben Sassiet al., 2007).

L’EM ou I’EAqa été remplacée par le DMSO dans les témoins.

2.5.3.2. Deétermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus petite concentration a laquelle aucune croissance
macroscopique n’est observée (Bachiri et al., 2016). Les suspensions bactériennes ont été

préparées a partir des cultures jeunes de 18h sur gélose nutritive (GN) et elles ont ensuite été
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ajustées a une turbidité standard de 0.5 McFarland. Les extraits ont d'abord été dissous dans 10%
de DMSO. Les valeurs de la CMI des extraits contre les souches bactériennes ont été
déterminées par la méthode de micro-dilutions sur microplaque. Brievement, les microplaques a
96 puits ont été préparées en distribuant dans chaque puits 95ul de bouillon nutritif et 5ul des
inoculums. 100 pl de la solution mere des extraits initialement préparés ont été ajoutés dans les
premiers puits. Ensuite, 100ul de leurs dilutions ont été transférés dans sept puits consécutifs. Le
dernier puits contenant 195ul de bouillon nutritif sans extraits et 5ul d'inoculum a été utilisé
comme contrdle négatif. Le volume final dans chaque puits était 200ul et les concentrations
finales dans le bouillon étaient de 500 a 3.90mg/ml. Les microplaques ont ensuite été incubées a
37°C pendant 24h. les concentrations, dans les puits au niveau desquels aucune croissance n’est

observée a I’ceil nu, sont considérées comme des CMI (Sokmen et al., 2004).

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB)correspond a la plus faible concentration
en extrait capable de tuer plus de 99.9 % de I’inoculum bactérien initial (soit moins de 0.01 % de
survivants). Afin de déterminer cette concentration, 0.1ml de chaque puits dans lequel aucune
croissance n’est observée est ensemencé sur gélose nutritive puis incubé a 37°C pendant 24h.
Les concentrations, dans les boites qui ne présentent aucune croissance, sont considérées comme

CMB (Bachiri et al., 2016).

2.5.4. Activité antifongique

2.5.4.1. Effet des extraits sur la croissance radiale des champignons

L’effet des extraits EM et EAq sur la croissance radiale des champignons a été testé par
la méthode de puits de diffusion. Brievement, le milieu PDA a été coulé dans des boites de Pérti
(90mm). Un disque de culture fongique (agée de 07 jours) a été creusé aseptiquement a I’aide
d’un emporte-piece de 6mm puis deposeé au centre du milieu de culture PDA. Dans des
conditions aseptiques, I’EM et I’EAq (dissouts dans le DMSO avec une concentration de 300 et
600mg/ml) sont déposes en volume de 30ul dans des puits (@7mm) (prealablement placés et
creusés respectivement a la surface du milieu a trois points équidistants du centre et des bords de
la boite de Pétri). L’EAQ et ’EM ont été remplacés par le DMSO dans les témoins. Les boites

sont pré-incubées a 4°C pendant une heure, pour que les extraits puissent diffuser, et ensuite
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incubées a I'étuve a 25°C pendant 7 jours. Les diameétres des colonies sont enregistrés au

septiéme jour et le taux d’inhibition est mesur¢ selon la formule (Meena et al., 2021) :

19% = [(De-Dy)/D ] %100

Ou
1% : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.
D. : Diametre de la colonie fongique du témoin (mm)
D; : Diamétre de la colonie fongique traitée par I’extrait (mm)

2.6.Analyse statistique

Toutes les analyses de I’activité antioxydante sont faites en trois répétitions et la
comparaison des moyennes est réalisée par Analyse de la Variance (ANOVA), permettant de
calculer les moyennes et les écarts types. Les comparaisons statistiques ont été faites au moyen
du test de Tukey. Pour I’ensemble des données, la significativité a été admise avec une erreur de

5% (P < 0.05).
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3. Résultats et discussion

3.1. Rendement en extraits

L’opération de D’extraction par macération des feuilles de Linaria scariosa dans le
méthanol a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brute avec un rendement de 27.7%. Le

rendement en extrait aqueux par décoction était estimé a 9.8%.

Le rendement de I’extrait méthanolique (EM) est supérieur par rapport a celui aqueux
(EAQ) ; en général, le rendement de I'extraction dépend du type de solvant utilisé, le temps
d'extraction, la température, le rapport échantillon/solvant ainsi que de la composition chimique
et des caractéristiques physiques des échantillons (Dai and Mumper, 2010). Les solvants polaires
sont freqguemment utilisés pour la récupération des polyphénols a partir d'une matrice végétale.
Les plus appropriés de ces solvants sont les mélanges aqueux (chaud ou froid) qui contiennent de
I'éthanol, du méthanol, de l'acétone ou de l'acétate d'éthyle. Le méthanol et I'éthanol ont été
largement utilisés pour extraire des composés antioxydants de diverses plantes (Sultana et al.,

2009).

3.2. Dosage des composées phénoliques

Les composés polyphénoliques standards utilisés pour le dosage polyphénols totaux et
flavonoides totaux étaient l'acide gallique et la quercétine respectivement. L’évaluation des
teneurs en composés polyphénoliques s’est basée sur la méthode colorimétrique et la
détermination des teneurs des extraits ME et EAq s’est faite au moyen de courbes étalons des

composés standards(figure 7).

1,60 - A 1,60
1,40 - y =0,0077x-0,0098 1,40 A y = 0,031x + 0,0375
1,20 R? = 0,9998 1,20 R =0,9978
£ 1,00 - £1,00 {
& q
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0,60 4 2 0,60
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0,20 - 0,20 +
0,00 T T T T T \ 0,00 T T T T J
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Concentration en acide gallique (pg/ml) Concentration en quercétine (pg/ml)

Figure 7. Courbes étalons des standards Acide gallique (A), et Quercétine (B).
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Les résultats obtenus montrent que la TPT et TFT de I'extrait méthanolique sont plus
élevés que ceux de I'extrait aqueux (figure 8). La teneur en polyphénols et celle en flavonoides

de I’EM et de ’EAq sont tres proches.

BEM mEaq

42,442

TPT TFT

Figure 8.Teneurs (mg/g) en TPT et en TFT de I’EM et de I’EAq de L.
scariosa.

Nos résultats montrent que I’EM et I’EAq contiennent des teneurs modérées en
polyphénols et flavonoides mais dans une étude portée sur la recherche et détermination
structurale des métabolites secondaires et évaluation de 1’activité biologique la méme espéce
Linaria scariosa (Ahmed Chaouch, 2019), les différents extraits ont présenté des teneurs
beaucoup plus élevées ; a savoir une quantité de 143.6 = 0.002 ug EAG / mg pour I’extrait
acétate d'éthyle, 99.14 + 0.03 ug EAG / mg pour I’extrait n-butanol (d'extrait) et 81.64 = 0.01 pg
EAG / mg pour I’extrait dichlorométhane. Les teneurs en flavonoides étaient proches de celles
obtenues dans notre plante ; 30.19 = 0.006 ug EQ / mg pour I'extrait acétate d'éthyle,26.39 +
0.01 pg EQ / mg pour I'extrait n-butanol, et14.98 =+ 0.01 pg EQ / mg pour
I'extrait dichlorométhane. Plusieurs facteurs peuvent affecter les niveaux des composes

phénoliques ; facteur extrinséques tels que les facteurs géographiques et climatiques intrinséques
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tels que les facteurs génétiques. La maturité des plantes et la durée de stockage a un effet

important sur la teneur de polyphénol et flavonoides(Bouzidet al., 2011).

3.3. Activité antioxydante

3.3.1. Test au DPPH

La méthode de DPPH repose sur la decoloration; mesurable par spectrophotométrie;
indiguant la transformation de DPPH stable de couleur violette en sa forme réduite de DPPH-H
de couleur jaune. L’activité de piégeage du DPPH par les extraits ME et EAq de L. scariosa ainsi
que par le BHT est exprimée en ICsp (tableau ) et les résultats de la variation de I’inhibition en

fonction de la concentration de 1’extrait sont illustrés dans la figure 9.

—o—BHT EM EAQ,
100 o
a0
80
70 4
£ 60
g
& 50
=
£ :
30 1 -
o |
10 1 /=
0 ".-, T T T T 1
0 200 400 600 200 1000
Concentration {pg/ml)

Figure 9. Pourcentages d’inhibition du DPPH« en fonction des concentrations de :
I’EM, I’EAq de L. scariosaet le BHT.

Nos résultats (tableau 02) ont montré que I’EM des feuilles de L. scariosa a un pouvoir
piégeur du radical libre DPPH assez faible comparable a celui du BHT. La capacité antioxydante
des extraits et de I’antioxydant standard est exprimée en valeur d’ICsp (concentration requise
pour provoquer 50% d’inhibition de I’oxydation ou la valeur la plus faible correspond a 1’activité

anti-radicalaire la plus importante) se présente selon 1’ordre BHA >EAQ> EM.

Cette activité antioxydante assez modérée peut étre expliquée par les teneurs assez faibles

en composés polyphénoliques des feuilles de L. scariosa .
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Tableau 2. Les valeurs ICs, de I’EM, de I’EAq de L. scariosa et du standard
BHT dans le test de DPPH.

BHT EM EAq
1Cs pg/ml. 4.41+0.18 382.15+46.22 260+17.04

Une différence significative est observée selon 1’analyse de la variance a un facteur (ANOVA)
suivie par le test de Tukey , p<0.05.

L’étude menée par Ahmed Chaouch (2019) sur différents extraits de la méme plante
montrent une activité antiradicalaire en termes de 1Cso comprise entre 71.64 et 292.82 et ce selon

les solvants utilisés.

Ces différences entre cette derniére étude et notre peut étre attribuée a la matiere végétale
soumise a ’extraction ; ces dernieres données proviennent des extraits des parties aériennes
(feuilles + fleurs + tiges) et nos données proviennent uniquement des extraits de feuilles ; ce qui
peut étre explique la différence de ’activité qui est due a la présence demolécules polaires a
savoir les flavonoides et les polyphénols qui constituent les métabolites secondaires les plus

abondants dans les plantes.

3.4. Activité antimicrobienne

3.4.1. Activité antibactérienne

Nous avons ¢tudié in vitro le pouvoir antimicrobien de ’EM et de I’EAq de L. scariosa par
la méthode des puits de diffusion en milieu MHA. L’activité antimicrobienne des extraits a été
estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition autour des disques et des puits contenant
les extraits a tester vis-a-vis de 4 souches bactériennes dont des G+ et des G—. Les résultats
obtenus sont montrés dans le tableau 3.

Seules les deux bactéries B. cereus et E. coli qui ont été inhibées, et sous 1’effet de ’EM
(figure 10) . L’EAq n’avait aucun effet sur toutes les souches testées a la concentration testée. B.
cereus (G") et E. coli(G") peuvent étre considérées trés sensibles a ’extrait EM des feuilles de L.

scariosa.
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Tableau 3. Zones d’inhibition (mm) des extraits EM et EAq des feuilles
de L. scariosa vis-a-vis des souches bactériennes.

Bactéries EM EAq
B. cereus 20+£2.94 *
E. coli 30 +2.08

P. aeruginosa + +
S. aureus +

+ : croissance totale

Figure 10. Zones d’inhibition provoquées par Effet de ’'EM

des feuilles de L scariosa sur B. cereus.

L’activité antibactérienne des substances actives d’origine végétale dépend surtout de la

nature des bactéries Gram+ ou Gram- et aussi de la méthode d’extraction réalisée , nous avons

noté toutefois que I’extrait le plus riche en composés phénoliques et flavonoides (extrait

méthanolique ) a montré une activité antibactérienne nettement plus prononcée que celui pauvre

(extrait aqueux ), par ailleurs la paroi des bactéries Gram+ est riche en protéines tandis que chez

les souches Gram-—, elle est surtout assemblée aux lipopolysaccharides au niveau de sa

membrane externe ce qui constitue une barriere de perméabilité efficace (Basli et al., 2012)

plusieurs paramétres peuvent influer la détermination de 1’activité antimicrobienne comme : le

type des microorganisme ciblé, la méthode d’évaluation de 1’activité antimicrobienne, la
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concentration, le type de ’extrait et particulicrement la nature et la structure moléculaire des

molécules bioactives des métabolites secondaires (Ghedadba et al., 2014)

3.4.1.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les valeurs des CMI et CMB de I’extrait méthanolique des feuilles de L. scariosa sont
déterminées par exposition des bactéries aux concentrations croissantes de I’EM. Les CMI
correspondent a 1’absence de croissance Vvisuelle des bactéries, alors que les CMB correspondent
aux concentrations de I’EM dont 1’absence totale de croissance est enregistrée aprés transfert
d’un volume du bouillon, ou les CMI sont observées, a un bouillon exempt d’extrait et

incubation pour une seconde période. Les résultats des CMI et CMB sont présentés au tableau 4.

Tableau 4. CMI et CMB (mg/ml) de I’EM des feuilles de L. scariosa vis-
a-vis des souches bactériennes testées.

Bactéries CMI CMB
9.37 < 150

S. aureus

E. coli <234 <150

P. aeruginosa <2.34 75

B. cereus 9.37 >75

+ : croissance totale

Les résultats montrent que I'EM a une activité antimicrobienne contre I'ensemble des
bactéries testées dans le milieu liquide. La CMI est inférieure & 2.34mg/ml pour E. coli et P.
aeriginosa, et de 9.37mg/ml pour S. aureus et B. cereus. La CMB a été définie inférieure a
75mg/ml pour B. cereus, de 75mg/ml pour P. aeruginosa, et inférieure a 150mg/ml pour S.
aureus et E. coli. Ces données peuvent étre comparées avec les résultats de I’antibiogramme de
ces souche ; ce qui n’était pas possible de 1’appliquer au laboratoire faute de disponibilité

d’antibiotiques au niveau du laboratoire du département.

3.4.2. Activite antifongique

L'activité antifongique de I'EM et ’EAq des feuilles de L. scariosa a été étudiée vis-a-vis
04 champignons par la méthode de puits de diffusion en milieu PDA. Elle a été évaluée par le
calcul du diameétre de la colonie du champignon soumis a I’action de 1’extrait par rapport son
témoin. Les résultats montrent que les extraits avaient un effet de faible & modéré ou important

selon le champignon et I’extrait testé (figure 11).
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Figure 11. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des moisissures
causé par ’EM et I’EAq des feuilles de L. scariosa.

L’extrait EM parait de faible activité antifongique sur les deux espéces d’Aspergillus voire
inactif sur Fusarium culmorum et Alternaria alternata . L’extrait EAq parait d’une activité
importante (de 40 a 50% d’inhibition) sur Fusarium culmorum et Alternaria alternata mais
inactif sur A. flavus voire stimulant la croissance d’A. niger.

Ces résultats restent a consolider par d’autres tests d’activité antifongiques et par d’autres
méthodes, car les données d’activité antimicrobienne sur notre plante ne sont pas disponibles
selon les recherches que nous avons effectuées ; ce qui fait que nos résultats sont premiers par

rapport a I’effet antifongique des feuilles de L. scariosa.
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Conclusion et prescriptives

Conclusion et prescriptives

De nombreuses recherches dans le monde se sont concentrées sur le développement de
substances naturelles biologiquement actives afin d'établir des regles scientifiques pour leur
utilisation. Dans ce cadre les plantes médicinales en présentent le réservoir, car sont dotées de

propriétés thérapeutiques

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée et ses plantes, surtout endémiques,

lui confére la particularité d’étre une source importante de substances bioactive.

Notre étude s’est basée sur les activités antioxydante et antimicrobienne des feuilles d’une
plante endémique a 1’Algérie et la Tunisie, Linaria scariosa (Vent.) Desf. Nos résultats

considérés préliminaires montrent que la plante peut étre une source de substances bioactives.

Lepeu d’information des travaux sur 1’activité antimicrobienne de L. scariosa, ainsi que le
nombre limité de tests que nous avons réalisé, peut ouvrir une breche pour I’investigation dans

d’autres propriétés biologiques de cette plante hors I’activité antimicrobienne.
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Matériels et produit chimiques

Appareillage Petits matériel et Verrerie

Solutions et réactifs

Clevenger

Agitateur

Autoclave

Bain marie

Balance de précision
Bec Bunsen

Etuve

Incubateur bactériologique
(25°C,37°C)
Réfrigérateur
Spectrophotometre UV
Vortex

Anse de platine
Tubes a essali
Béchers

Boites en verre
Boites de pétri stériles de
90mm de diametre
Ecouvillons stériles
Eprouvettes
Erlenmeyer

Fioles

Flacon avec bouchon

- 2,2-Diphényl-1-
picrylhydrazyl(DPPH)

- Réactif de folin-ciocalteu
(FCR)

- Carbonate de sodium
(Na,COy)

- Trichlorure d’aluminium
(AICI)

- Méthanol

- Diméthylsulfoxyde (DMSO)

- Chlorure ferrique(FeCls)

- Acide chlorhydrique( HCI)

- Acide sulfurique (H,SOy)

- PDA

- Muller Hinton

- Eau distillée

- Eau physiologique

Standards utilisés

- BHT

- Acide gallique

- Quercétine
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Préparation des milieux de culture et solutions

= Bouillon nutritif (BN)(g/I)

Peptone 10¢g
Extrait de viande 50
Chlorure de sodium 5¢
Eau distillée 1000ml
pH 7.3
= Gélose nutritive (GN) (g/)

Peptone 109
Extrait de viande 39
Extrait de levure 30
Chlorure de sodium 5¢
Agar 189
Eau distillée 1000ml
pH 7.3
= Potato Dextrose Agar (PDA)(g/l)

Filtrat de pomme de terre 200g
Glucose 20¢g
Agar 209
Eau distillée 1000ml
pH 5.6

= Eau physiologique
Eau distillée 1000ml
NaCl 09¢g
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Résumé

Le genre Linaria est une plante de la famille Scrophulariaceae. Cette plante est connue par sa richesse en
composés naturels d’ou son utilisation en médecine traditionnelle. Linariascariosa est une espece saharienne
endémique pour I’ Algérie et la Tunisie. L objectif de ce travail est d’évaluer le pouvoir antioxydant et antimicrobien
des extraits méthanolique et aqueux des feuilles de cette plante. Les teneurs en composés phénoliques a savoir, les
polyphénols les flavonoides totaux ont été évaluées et les taux étaient modérés. L’activité antioxydante a été réalisé
par le test du DPPH et les ICsy sont estimées de 382.15 + 46.22 pg/ml et 260 + 17.04pg/ml pour ’EM et EAq
respectivement. L’activité antimicrobienne a été évaluée sur quatre souches bactériennes (Gram+ et Gram-) et
quatre champignons selon la méthode de puits de diffusion : seul I’extrait EM qui a présenté un effet inhibiteur sur 2
souches bactériennes. L’EAq n’avait aucune activité antibactérienne, mais avait un effet important sur 2

champignons. L’extrait EM avait un effet antifongique faible.

Mots clés : Linaria scariosa, composes phénoliques, activité antioxydante, activité antimicrobienne.

Abstract

The genus Linaria is a plant of the Scrophulariaceae family. This plant is known for its richness in natural
compounds, hence its use in traditional medicine. Linaria scariosa is a Saharan species endemic to Algeria and
Tunisia. The objective of this work was to evaluate the antioxidant and antimicrobial power of the methanolic and
aqueous extracts of the leaves of this plant. The contents of phenolic compounds, namely polyphenols and total
flavonoids, were evaluated and the levels were moderate. The antioxidant activity was carried out by the DPPH test
and the 1Csos were estimated at 382.15 + 46.22 pg/ml and 260 + 17.04 pg/ml for ME and AgE respectively. The
antimicrobial activity was evaluated on four bacterial strains (Gram+ and Gram-) and four fungi based on the agar
well diffusion method: only the ME extract showed an inhibitory effect on 2 bacterial strains. AqE had no

antibacterial activity, but had a significant effect on 2 fungi. The ME extract had a weak antifungal effect.

Keywords: Linaria scariosa, phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity.



