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RESUME

Cette these est une contribution a la valorisation de la plante Fraxinus excelsior visant a
identifier les différentes familles de composés chimiques et une évaluation des activités
antioxydante et antibactérienne. Pour I'étude phytochimique, on a réalisé une extraction par
quatre méthodes avec trois solvants (éthanol, méthanol et 1’cau). Les tests phytochimiques
réalisés ont permis de mettre en évidence des flavonoides, des tanins et de stérols et
triterpénes. L’analyse qualitative de ces extraits par CCM a révélé la présence de flavonoides.
Le dosage des polyphénols totaux effectués sur les extraits bruts ont été déterminés a partir
des courbes d’¢talonnage d’acide gallique. Les résultats montrent que 1’extrait alcoolique est
plus riche en polyphénols. Les activités les plus potentielles par le mécanisme de piégeage
direct des radicaux libres par la méthode de DPPH sont prouvées par les extraits
méthanoliques avec des ICso pour macération et Soxhlet d’ordre de 35,39 et 46,005 pg/ml
respectivement. Les extraits ont été également soumis a un screening pour leur activité
antibactérienne in vitro, contre deux souches de bactéries pathogéne, en employant la
méthode de diffusion a partir d’un disque solide. Les résultants ont montré que touts les
extraits ont présenté une activité antibactérienne moyenne contre les deux bactéries.

Mots clés : Fraxinus excelsior, étude phytochimique, métabolites secondaires, activité
antibactérienne, activité antioxydante, chromatographie sur couche mince.
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ABSTRACT

This thesis is a contribution to the valorization of the plant Fraxinus excelsior aimed at
identifying the different families of chemical compounds and an evaluation of the antioxidant
and antibacterial activities. For the phytochemical study, extraction was carried out by four
methods with three solvents (ethanol, methanol and water). The phytochemical tests carried
out made it possible to highlight flavonoids, tannins and sterols and triterpenes. The
qualitative analysis of these extracts by TLC revealed the presence of flavonoids. The total
polyphenol assays performed on the crude extracts were determined from gallic acid
calibration curves. The results show that the alcoholic extract is richer in polyphenols. The
most potential activities by the mechanism of direct free radical scavenging by the DPPH
method are proven by the methanolic extracts with 1C50 for maceration and Soxhlet of orders
of 35,39 and 46,005 pg / ml respectively. The extracts were also screened for their
antibacterial activity in vitro, against two strains of pathogenic bacteria, using the diffusion
method from a solid disc. The results showed that all the extracts showed a mean antibacterial
activity against both bacteria.

Key words: Fraxinus excelsior, phytochemical study, secondary metabolites, antibacterial

activity, antioxidant activity, thin layer chromatography.



LISTE DES ABREVIATIONS
ADN : Acide désoxyribonucléique
ARN : Acide ribonucléique
BHT : Butyl hydroxytoluene
CAT : Catalase
CCM : Chromatographie sur couche mince
DMSO : Dimethylsulfoxyde
DPPH : 2,2’-diphényle-1-picrylhydrazyl
DPPHH : 2,2’-diphényle-1- picrylhydrazine
EDéc : extrait de décoction
ElInf : extrait de I’infusion
EMHMe : extrait hydrométhanolique de macération
EMHEt : extrait hydroéthanolique de macération
ERO : Les espéces réactives oxygénées (ROS)
ESHMe : extrait hydrométhanolique de soxhlet
ESHETt : extrait hydroéthanolique de soxhlet
IC50 : Concentration d’inhibition a 50 %
GPx : Glutathion peroxydase
Mg EAG / g : milligramme équivalent en acide gallique par gramme
NADPH : Forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
SOD : Superoxyde dismutase

UV : Ultra-violet
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis la nuit des temps I’homme utilisait la nature comme source de nourriture et
de médicaments. A cet effet, les plantes ont été privilégiées par toutes les civilisations du
monde pour développer une pharmacopée traditionnelle en réponse aux maladies qui les
touchaient. L’étude des composés d’origine naturelle est toujours porteuse de beaucoup

d’espérance pour la recherche de nouveaux médicaments [1].

Cependant, 1’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydante et
antimicrobienne, demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquentes ou non connues dans la médecine et les traditions
médicinales. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. En effet, on a
longtemps employé des remédes traditionnels a base de plantes sans savoir a quoi étaient
dues leurs actions bénéfiques, il reste difficile de definir les molécules responsables de
I’action bien que certains effets pharmacologiques prouvés sur 1’animal aient été attribués a
des composés tels que les alcaloides et dérivés, des terpénes, stéroides et des composés poly

phénoliques [2].

Ces métabolites secondaires exercent une action déterminante sur 1’adaptation des
plantes a leur environnement. Ils participent ainsi, de maniére tres efficace, a la tolérance des
vegétaux a des stress variés (attaques de pathogenes, d’insectes, sécheresse, lumiére UV...).
D’un point de vue applicatif, ces molécules constituent souvent la base des principes actifs

des plantes médicinales [3].

Le continent africain est un des continents dotés d'une biodiversité la plus
riche dans le monde, avec une avalanche de beaucoup de plantes utilisées comme
herbes, aliments naturels et pour des buts thérapeutiques. C'est en grande partie dd a la
géographie vaste englobant une masse de terre approximativement de 216, 634.000
hectares de secteurs forestiers fermés. Plus de 5.000 de substances naturelles
différentes ont été identifiées et beaucoup d'entres elles se sont averées utiles dans la
médecine traditionnelle pour la prophylaxie et le traitement des maladies. Malgré la
nature hétérogene du continent, il y a eu peu d’efforts consacrés au développement des

agents chimio thérapeutiques et prophylactiques de ces plantes [4].



INTRODUCTION GENERALE

Dans ce contexte, s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est
d’étudier les activités antioxydants et antimicrobiennes des différents extraits obtenus a partir

de feuilles de Fraxinus excelsior.

Ce travail vise a chercher la richesse de cette plante en polyphénols, et a déterminer
leurs propriétés biologiques. Pour atteindre ce but, plusieurs objectifs spécifiques devaient
étre réalisés :

1) Préparer des extraits aqueux, méthanoliques et éthanoliques a partir des différents extraits
obtenus & partir de feuilles de la plante.

2) Faire un criblage phytochimique pour les différentes extraits de la plante étudiée.

3) quantifier des composés phénoliques

4) Evaluer I’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée.

5) Evaluer l'activité antibactérienne des extraits sur des souches bactériennes Gram-négative
et Gram-positive.
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Chapitre | Etude de la plante médicinale

1. Distribution géographique

Le fréne est une arbre de la famille des oléacées. Il est aussi connu sous le nom de
fréne commun, de quinquina d’Europe, ou de langue d’oiseau. Il pousse prés des foréts
fluviales, sur les berges des cours d’eau [5]. On le rencontre dans toute I’Europe, en Asie et en
Afrique du Nord [6]. Le fréne commun est une espéce trés sensible aux incendies, c’est

pourquoi il est absent des zones ou se produisent des incendies répétés [7].

L’expansion du fréne commun en Europe est un phénomeéne récent. La distribution
du fréne s’est développée en fonction de facteurs historiques naturels et anthropogéniques [8].
Suite aux activites (perturbations) humaines, le fréne a connu de nouveaux environnements et
sa fréquence a évolué en fonction du temps et de I’espace. Grace a son ubiquité, il a été

favorisé pendant les derniéres décades sur les surfaces agricoles abandonnées [7].
2. Description botanique

C’est un arbre a feuillage caduc qui, sous des conditions favorables peut atteindre des
hauteurs de plus de 40 m avec une circonférence allant jusqu'a 6 m. Les écorce lisse et grise,
plus rugueuse avec 1’age. Les fleurs sont nues, infimes, de couleur tirant vers le rouge et
comportent seulement deux étamines. Les fruits sont des samares aplaties, indéhiscentes,
munies d'une aile membraneuse allongée. Comme pour toutes les samares, la dissémination
des graines se fait en partie par l'action duvent. Les feuilles sont opposées, composées

pennées portant 20 a 25cm folioles dentées de couleur vert fonce [9].

m 1 B

Figure 01 : Aspect morphologiques du Fraxinus excelsior L : A: arbre, B: fruits, C: feuilles.
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3. Nomenclature de la plante
La plante Fraxinus excelsior et classée comme suit :
Régne : Plante.
Classe : Magnoliopsida.
Sous classe : Asteridae.
Ordre : Scrophulariales.
Famille : Oleaceae.
Genre : Fraxinus.
Espéce : Fraxinus excelsior L.
4. Composition chimique
Fraxinus Excelsior renferme une grande gamme de produits chimiques dont :
4.1. Flavonoides

On trouve la catéchine et I’épicatéchine, la quercétine et la rutine ...etc (Tableau 01)
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Tableau 01 : Les flavonoides de Fraxinus excelsior [10].

Structure de base

R1

R2 R3 Nom
OH OH OH Quercétine
OGlc-Rha OH OH Rutine
OGlc OH OH Isoquercetine
0O-Rha OH OH Quercetrine
OH OH H Kaempferol
O-Glc OH H Astragaline
OGlc-Rha OH H Nicotiflorine
H OH H Apigenine

OH

OH

OH
H() O '_‘\‘
Q/\J\()H

(+)-Catechine

OH
HO 0 @

OH

OH

(-)-Epicatechine

4.2. Acides phénoliques

Parmi les acides phénoligues, F. excelsior renferme 1’acide p-hydroxybenzoigue,

I’acide 2.4- dihydroxybenzoique, ’acide vanillique, 1’acide gallique, 1’acide cinnamique,

I’acide caféique et ’acide sinapique (Tableau 02).
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Tableau 02 : Les acides de Fraxinus excelsior [10].

s de b Ry
tructure de base : —4/:} p—

=G S

R4 /S
R1 R2 R3 R4 Nom
H H OH Acide p-hydroxybenzoique
OH H OH Acide2.4dihydroxybenzoique
H OCHs OH Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
Structure de base o QNN oos

(O]
R2 /// ‘\]/"

R1 R2 R3 Nom
H H H Acide cinnamique
OH OH H Acide cafeique
OCHs OH OCHs Acide sinapique
4.3. Tanins

Les feuilles de fréne renferment des tanins catéchiques et galliques [11].

4.4. Terpenes
v' Séco-iridoides

Une grande diversité de séco-iridoides ont été isolés. On retrouve notamment

’oléoside, 1’oleuropéoside [6].
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HOOC  COOH HO._ A
| ]
A J
HO” >~"0. 0O
0 " H (FOQCH3
0O-Gle oleuropéoside L 6
léosi ]
oleoside 0-Glc
Figure 02 : Séco-iridoides isolés de la feuille de fréne
v Triterpénes
On note la présence d’acide ursolique ainsi que (3-sitostérol (figure 03) [12].
i 1
Pk
Py ~NCOOH '
HO” HO”
/

acide ursolique

sitostérol
Figure 03 : Triterpenes présents dans la feuille de fréne
4.5. Autres composes

Les feuilles de fréne contiennent du mannitol et des minéraux notamment du
potassium [12].

5. Effets et usages médicinaux

Les espéces de Fraxinus ont une importance économique, commerciale et
médicinale.
Beaucoup d'entre elles attirent une attention considérable pour leurs propriétés médicinales et

trouvent leurs applications aussi bien dans la médecine traditionnelle que dans la médecine
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moderne. Elles ont été employées dans différentes régions du monde pour leurs effets
purgatifs, diurétiques et doux aussi bien que pour le traitement de la constipation, I'nydropisie,
I'arthrite, la douleur rhumatismale et de la cystite [10].

L’écorce du fréne est utilisée comme anti-inflammatoire, antifébrile, analgésique et
comme traitement du rhumatisme, de la diarrhée et de l'arthrite. La tisane des feuilles posséde
un effet laxatif et diurétique. L’infusion du fréne stimule les reins sans causer d’irritation et
favorise ainsi I’élimination de toxines. Cette infusion est donc recommandée contre la goutte,

le rhumatisme et pour purifier le sang [13] [6].
6. Mode d’utilisation et précautions d’emploi

Les parties utilisées de cet arbre sont les feuilles et ’écorce. Dans la crise de goutte,

ce sont les feuilles qui seront utilisees.
L’infusion : llle est souvent indiquée. Il faut 10 a 20g de feuilles séchées po
ur un litre d’eau bouillante. La dose est de a 0,5 a 1L par jour [5].

Décoction : faire bouillir une poignée de morceaux d’écorce dans 1 litre d’eau. En prendre 1

tasse avant les principaux repas [14].

Des gelules sont commercialisées : Si elles sont dosees a 300mg, la posologie est de 2 gélules

matin, midi et soir.

La consommation de plante diurétique nécessite un apport hydrique journalier

suffisant. Elle doit étre encadrée chez les patients ayant une pathologie rénale [5].
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1. Définition
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes [15]. Ce sont caractérisés généralement par de faible concentration dans les tissus

végetaux (généralement quelques pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de cette

catégorie) [16].

L’¢évaluation de la valeur thérapeutique de ces métabolites a fait I’objet de nombreuses
recherches et a amené a I’identification des principaux ¢éléments actifs de la plante. De
I’aspirine au taxol, I’industrie pharmaceutique s’appuie largement sur la diversité et les
propriétés biologiques des métabolites secondaires végétaux pour le développement de

nouveaux médicaments [17].
2. Classification

Ils sont classés en plusieurs grands groupes selon leur appartenance chimique : parmi
ceux-ci, les composes phénoliques, les stéroides et les composes azotés dont les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composes qui possedent une tres
large gamme d’activités biologiques dépendant principalement de leur nature chimique et de

leur concentration [18].
2.1. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, le plus souvent, d'origine
vegétale. La plupart des alcaloides sont donnés des réactions de précipitation avec certains
réactifs appelés "réactifs genéraux des alcaloides™ et ayant des propriétés physiologiques et

pharmacodynamiques méme a faible dose [19].

Depuis leur découverte, plus de 12000 alcaloides ont été isolés ou détectés chez les
plantes, les champignons et méme les animaux. Pour cela et a cause de la grande diversité de
ce groupe, leur classification est basée sur plusieurs critéres [20]. Les molécules d’alcaloides

les plus courantes sont représentées dans la figure 04.
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Figure 04 : Structure chimique de quelques alcaloides.

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités qui
s’exercent dans les domaines les plus variés. Au niveau du systéme nerveux central ils
seraient des dépresseurs (morphine) ou stimulants (caféine). On note aussi I’existence

d’anesthésiques locaux (cocaine) et d’antifibrillants (quinine) [21].
2.2. Steroides

Les stéroides sont dérivés de triterpénes tétracycliques, lls se caractérisent par un noyau
cyclopentanophénanthrénique hydrophobe partiellement ou totalement hydrogéné. Beaucoup
de stérols se produisent sous forme de glycosides caractérises par les saponines stéroidiens
[22].

Figure 05 : noyau cyclopentanophénanthrénique.
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Ils comprennent une grande variété de composés naturels parmi lesquels se trouvent :
les hormones sexuelles, les hormones corticosurrénales, les acides biliaires, les glucosides

cardiotoniques, les sapogénines, quelques alcaloides et d’autres groupes mineurs [22].

Les stéroides possédant beaucoup d’activités biologiques comme [’activité

antimicrobienne, antitumorale, antioxydante et inflammatoire [23].
2.3. Saponosides

Les saponosides constituent un groupe d’hétérosides trés fréquent chez les
végetaux [24]. lls tirent leur nom du latin sapo signifiant savon en raison de leur propriété a
former des solutions moussantes en présence d'eau. Au niveau structural, les saponines sont
composés d’une chaine mono ou polysaccharidique hydrophile liée a une partie aglycone
hydrophobe pouvant étre de type stéroidique ou triterpénique, appelée génine. Cette
combinaison d’¢éléments structuraux polaires et non polaire confére aux saponosides des

propriétés tensioactives ou de détergent [25].

Plusieurs drogues a saponosides sont utilisées par I’industrie pharmaceutique pour leurs
propriétés antitussives et/ou expectorantes. L’industrie des cosmétiques exploite notamment
leurs propriétés détersives [13]. De plus, Les saponines possédent une grande variété
d’activité biologiques telles que : anti-inflammatoire, antitumorale, antivirale et antifongique
[26].

2.4. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires spécifiques du regne végeétal. lls
constituent un des groupes les plus nombreux et largement distribues des substances dans
différentes parties des plantes (racines, feuilles, fruits et écorce) [27].1ls ont en commun un ou
plusieurs cycles benzénigques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles qui peuvent étre
libres ou engagées, avec ou sans autres fonctions (-COOH, -CHjs...) [7]. Parmi les composés

phénoliques les plus importants les tanins et les flavonoides.
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2.4.1. Flavonoides

Les flavonoides (flavus, jaune en latin) représentent une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls sont considérés comme des pigments
quasi universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs et des fruits
[28].

Tous les flavonoides possedent le méme squelette de base a quinze atomes de
carbones, constitué de deux unités aromatiques A et B et d’un hétérocycle oxygéné central C
(Figure 06) [29].

Figure 06 : Structure de base des flavonoides.

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, du degré
d'hydroxylation et méthoxylation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle C [28]. La
variation dans ces parametres peut subdiviser les flavonoides en plusieurs classes de
molécules, dont les plus importantes sont : flavones, flavonols, anthocyanidines, flavanones,

flavanols, isoflavones et chalcones (figure 07) [27].
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Figure 07 : Les principales classes des flavonoides.
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Les flavonoides sont un important champ d'action et possedent de nombreuses vertus
médicinales [30]. lls sont reconnus pour leurs activités biologiques nombreuses et trés
diverses dont les activités antivirales, anti-inflammatoires, antioxydantes et anticancéreuses
[31]. Ces activités sont attribuées en partie, a la capacité de ces composés a piéger les
radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH) et superoxydes (O2-.) et également en
tant qu'inhibiteurs d'enzymes responsables de la formation de ces espéces nocives [32].

2.4.2. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da [33]. Ces composés naturellement produits par les
plantes et se caractérisent par leur facilité a se combiner aux protéines [34]. En général, ils

sont divisés en deux groupes les tanins hydrolysables et les tanins condenses [35].
Tanins hydrolysables

Ce sont des polyesters d’oses et d’acides phénols. Les oses sont trouvés dans ces tanins

surtout représentés par le glucose, ces tanins sont de deux types :
- Les tanins galliques qui sont les esters d’oses et d’acides galliques.

- Les tanins ellagiques qui sont des esters d’oses et d’acide ellagiques [36].

Figure 08 : Structure générale de tanins hydrolysable.
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Tanins condensées

De structure plus complexe, on les appelle également proanthocyanidines, largement
présents dans le régne végétal, et que I’on rencontre dans de nombreux produits alimentaires

(fruit, 1égumes, boissons....) [35].
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Figure 09 : Structure générale de tanins condenses.

Les tanins sont caractérisés par leur capacité antioxydante. Grace a leurs fonctions
phénoliques, qui ont un fort caractére nucléophile, les tannins sont d’excellents piégeurs de
radicaux libres, ils sont des donneurs de protons aux radicaux lipidiques produits lors de la

peroxydation d’ou la formation des radicaux tanniques plus stables [37].

Certains remedes riches en tanins présentent des effets antimicrobiens [38], antiviraux
[39] ou antifongiques. Cette activité thérapeutique reconnue explique I’inscription des tanins

comme antiseptique dans la pharmacopée médicale [37].
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1. Activité antioxydante

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leurs r6les dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme, mais
aussi a leurs implications dans de nombreuses pathologies chroniques associées au

vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires [40].
1.1. Les radicaux libres

1.1.1. Définition

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
rapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement

ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique [41].
1.1.2. Les espéces réactives oxygénées (ERO)
1.1.2.1. Les radicaux radicalaires

> Radical superoxyde (O") ;
> Radical hydroxyl (OH") ;
» Monoxyde d’azote (NO).

1.1.2.2. Les radicaux non radicalaires

> L’oxygéne singulet (‘Oy) ;
» Le peroxyde d’hydrogeéne (H205) ;
» Le nitroperoxyde (ONOOH) [42].

1.1.3. Origine des espéces réactives de I’oxygéne

Les radicaux libres nocifs sont produits dans 1’organisme au cours du métabolisme
normal. Cette production augmente en rapport avec I’élévation de la consommation
d’oxygéne [43]. Plusieurs mécanismes et systemes responsables de la production de radicaux

libres ont été identifiés jusqu’a présent, parmi €ux nous citons :
b
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1.1.3.1. La mitochondrie

La mitochondrie est la source majeure de production des radicaux libres ; en effet, au
cours du transfert d’électron dans la chaine respiratoire, 1’oxygéne est réduit a 95 % par voie
enzymatique en molécule non toxique comme H,O. La réduction de l'oxygene en eau
nécessite l'apport de 4 électrons qui peuvent s'additionner un par un, successivement sur O,

en conduisant aux intermédiaires respectifs O, ", H,O, et OH" selon la réaction suivante :

+e - te+2H +e 5 . +E+2H 5,
0, — 07 —— H,0;, ———» OH+OH ————— 2H,;0
anion peroxyde radical
superoxyde d’hydroge hydroxyle

Cependant, une réduction incomplete de 1’0, peut apparaitre pour 1 a 5% de 'oxygene

moléculaire conduisant alors a la formation du radical superoxyde O, [44].

1.1.3.2. La réaction immunitaire

L'inflammation est également considérée comme une source importante de ROS. Il a
été montré qu'une grande quantite de ROS est produite par les cellules immunitaires, plus
particulierement les cellules phagocytaires. Ces cellules produisent I’O,”, ’'OH" et du H,0,
pour éliminer les microorganismes pathogenes et les cellules cancéreuses. En effet, afin
d'assurer la défense de l'organisme, les phagocytes utilisent le phénoméne d'explosion
oxydative, qui consiste a l'activation du complexe NADPH oxydase. Cette enzyme utilise
I'oxygéne pour produire des O , “en grande quantité au niveau de la membrane cytoplasmique
[45].

1.1.3.3. Les facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux tels que le tabagisme, les radiations UV, les
médicaments, les réactifs chimiques, les solvants industriels et la pollution sont des sources
exogeénes des ROS qui peuvent causer I’oxydation des composants biologiques [46].

1.1.4. Principales cibles des radicaux libres

Les especes réactives de I’oxygéne peuvent agir sur différentes cibles biologiques

comme les lipides, les protéines et les acides nucléiques [47].
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1.1.4.1. Lipides

Les lipides, principalement les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I’attaque par le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogeéne sur les carbones situés

entre deux doubles liaisons. Cette réaction est appelée peroxydation lipidique.

La peroxydation lipidique provoque une augmentation croissante de la perméabilité des
membranes cellulaires induisant une altération irréversible des propriétés fonctionnelles de la
cellule [42].

1.1.4.2. Protéines

Les protéines sont aussi sensibles aux attaques radicalaires. Les especes réactives de
I’oxygene sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines protéiques. Les
plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la
tyrosine, I’histidine, sur lesquels le radical OH- s’additionne, modifiant la conformation de la
proteine. Sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la
méthionine, I’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts disulfures. De
nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport vont ainsi étres oxydees et
inactivées. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et

deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases [42].
1.1.4.3. Acides nucléiques

Les acides ribo et désoxyribonucléigue (ARN et ADN) sont aussi des cibles
privilégiées des radicaux libres. Il a été calculé que ’ADN d’une cellule peut étre le si¢ge de
10000 attaques radicalaires par jour. De nombreux radicaux libres oxygénés et azotés sont
capables d’attaquer ’ADN et I’ARN. Toutefois, I’anion superoxyde, le monoxyde d’azote et
le peroxyde d’hydrogene, aux taux physiologiques, ne semblent pas réagir avec les bases et
les sucres des ADN et ARN. En revanche la haute réactivité d’OH’ est a la base d’un grand
nombre de produits d’oxydation puisqu’il réagit facilement avec les bases (puriques et

pyrimidiques) et avec les sucres (ribose et désoxyribose) [42].
1.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans ’organisme et permettent de maintenir au niveau de la

cellule des concentrations non cytotoxiques d’espéces réactives de I'oxygene [37]. Les
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systtmes de défenses antioxydantes de l’organisme peuvent étre divisés en systémes

enzymatique et non enzymatique [43].
1.2.1. Antioxydants enzymatiques

Il s’agit principalement de trois enzymes : le superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la
cascade radicalaire au niveau de 1’02’ et de H202 conduisant finalement a la formation de

I’eau et de I’oxygene moléculaire [48].

Le r6le majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des
ions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene moléculaire. La catalase ou CAT
est capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire.
L’activité du glutathion peroxydase ou GPx est de détoxifier le peroxyde d’hydrogene et
d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec

I’oxydation d’un substrat réducteur [49].
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Figure 10 : Résumé du mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication active.

1.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Ces systemes antioxydants comportent des composés synthétisés in vivo (sources
endogenes) tels que le glutathion, la bilirubine, les hormones sexuelles (cestrogeénes), 1’acide
urique... et des composés apportés par I’alimentation (sources exogenes) comme |’acide
ascorbique (vitamine C), la vitamine E, les caroténoides, les polyphénols... Il est également
possible de classer ces systemes antioxydants selon qu’ils sont hydrosolubles (comme I’acide

ascorbique et les polyphénols) assurant une protection des milieux intra et extracellulaires, ou
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liposolubles (comme la vitamine E et les caroténoides) agissant surtout au niveau des

membranes et des lipoprotéines circulantes [50].

2. Activité antibactérienne

2.1. Généralité

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes (caractérisés par
une absence de noyau et d’organites). Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes
(Gram positif et Gram négatif), basés sur la différence de la structure de la composition

chimique de la paroi cellulaire [51].

La bactérie est enveloppée par une paroi rigide, qui lui donne sa forme et sa résistance.
Cette paroi est épaisse chez les bactéries a gram positif et plus mince chez les bactéries a gram
négatif. Ces derniéres possédent une seconde membrane qui est la membrane externe pour la

distinguer de la membrane cytoplasmique, dite interne [52].
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Peptidoglycane et ————
Acides téchoiques ———

Figure 11 : Structure de la paroi bactérienne.
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Si les bactéries travers les barriéres cutanées ou muqueuses et pénetrent dans
I’organisme, on obtient alors une infection. L’organisme est souvent capable d’éliminer les
bactéries par I'intermédiaire d’une réaction du systéme immunitaire, sans que symptome de
maladie se manifestent. Lorsque les bactéries se multiplient plus vite que les défenses de
I’organisme ne peuvent les détruire, se déclenche une maladie infectieuse accompagnée de
signes inflammatoire [53]. Pour résister a ces micro-organismes de nombreux moyens sont
mis en jeu. Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux
agents antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les
micro-organismes résistant aux antibiotiques [54]. Il y a deux sources majeures pour la
recherche de nouveaux antibactériens : les produits naturels et les molécules synthétiques
(antibiotiques). Les produits naturels ont été la majeure source pour la découverte de
nombreux médicaments nouveaux, et qui pourraient étre développé en tant qu'agents

antibactériens [55].
2.2.1. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques produites par des micro-organismes
ou par la synthése chimique de molécules dérivant de composés naturels [56]. La
thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage des antibiotiques
qui inhibent sélectivement certaines voies metaboliques des bactéries, sans exercer
habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les distingue

des antiseptiques [57].

Chacun des antibiotiques a son spectre d’action propre : certains a spectre restreint ne
sont efficaces que contre un groupe limité de microorganismes, certains n’attaquent que les
bactéries gram-négatives, d’autres n’attaquent que les gram-positives, d’autre enfin sont a
large spectre, c’est-a-dire qu’ils sont efficaces contre un trés grand nombre de
microorganismes différents. L’action des antibiotiques est influencée par de nombreux
facteurs : concentration microbienne, milieu, interaction avec un autre antibiotique, ...etc

[51].
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2.2.2. Les substances naturelles

Les plantes restent la source la plus commune d'agents antimicrobiens. Leur utilisation
comme remedes traditionnels est la plus populaire pour 80 % de la population mondiale. En
Asie, Amérique Latine et Afrique, plus de 35000 especes de plantes sont utilisées a des fins
médicinales [58]

Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales pour leur
richesse en antioxydants naturels a savoir les polyphénols et les huiles essentielles ... etc. qui
posseédent des activités antimicrobiennes. De ce fait, ’exploitation de nouvelles molécules
bioactives ayant des effets secondaires limités ou inexistants depuis des sources naturelles et
leur adoption comme une alternative thérapeutique aux molécules synthétiques sont devenues
des objectifs prioritaires pour les recherches scientifiques et les industries alimentaires et

pharmaceutiques.
2.2.2.1. Les composés phenoliques

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur 1’évaluation des propriétés
antibactérienne des polyphénols. A I’heure actuelle, cet effet est démontré par de nombreuses
recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la croissance
bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques ; sont doués d’un effet
important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et Gram

positif (Staphylococcus aureus) [59].
2.2.2.2. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été considérées comme les agents antimicrobiens les plus
efficaces présents dans les plantes. Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et
médicinales sont connues depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du

20ieme siécle pour que les scientifiques commencent a s’y intéresser [60].

Leur spectre d’action est tres étendu, car elles agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est
par ailleurs variable d’une huile essentielle a I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre. Les
huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les bactéries
Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles a leur

action et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire [61].
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1. Matériels végétale

Le matériel végétal est constitué par les feuilles de Fraxinus excelsior. La plante a été
récoltée aux mois d’avril et mai de la région de Lakhdaria de la wilaya de Bouira (Algérie).
Apres le séchage a température ambiante et a ’abri de la lumiere solaire, Le matériel végétal

est broyé au mortier jusqu’a obtention d’une poudre fine.

2. Méthodes d’extraction

2.1. Infusion

A 50 g de poudre de Fraxinus excelsior nous avons ajouté 500 ml d’eau bouillante. Le
mélange a été ensuite filtré aprés 3h de contact. L’infusé refroidi a été filtré et desséché dans
I’étuve a 40°C [62].

2.2. Décoction

Nous avons effectué une décoction aqueuse a 10 %. 50g de poudre de Fraxinus
excelsior ont été mis dans 500 ml d’eau distillée et portés a ébullition pendant 1h. Le décocté

refroidi a éte filtré et desséché dans 1’étuve a 40°C [62].
2.3. Macération

Les polyphénols sont extraits du végétale seché et broyé (50g), par macération avec
deux solvants a 80% a savoir 1’éthanol et le méthanol. Cette macération se fait en deux temps,
c’est-a-dire pendant deux jours successifs, avec changement de solvant chaque 24 heures, ceci
pour permettre une meilleure extraction des composee [63]. Le mélange a été filtré et soumis

a une évaporation a 45°C dans un rotavapor. Les extraits obtenus sont appelés extraits bruts.
2.4. Soxhlet

L'extraction au Soxhlet a été retenue comme technique d'extraction car elle favorise
I'extraction relativement compléte des métabolites présents dans la matrice végétale.

L’extraction au Soxhlet a été effectuée par deux solvants a savoir 1’éthanol et le méthanol.
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Le corps de I’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de 30 g de poudre
de Fraxinus excelsior, cette cartouche est fixée sur un réservoir (ballon) contenant 300
ml de solvant (80%) et est surmonté d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé
tout en restant en contact avec le matériel végétal. La solution collectée dans le ballon
s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d’extraction et le matériel végétal est
toujours en contact avec du solvant fraichement distillé. L’extraction est terminée lorsque le
solvant d’extraction devient de plus en plus clair c'est-a-dire sans une proportion significative

de soluté. Le mélange a été filtré et soumis a une évaporation a 45°C dans un rotavapor.
3. Screening phytochimique

Ce screening qualitatif est réalise sur les extraits préparés a partir les deux plantes pour
une estimation préliminaires sur constituants major des extraits. Les principaux groupes
phytochimiques pouvant étre étudiés sont : les alcaloides, les polyphénols (flavonoides et
tanins), les saponosides, les stéroides et terpenes, les mucilages et les holosides. Les extraits

des feuilles ont été soumis aux tests phytochimiques selon les méthodes de [64] [65].

3.1. Réactions de caracterisation de la poudre végetale

3.1.1. Recherche des alcaloides

Un extrait sulfurique est préparé a partir de 10g de drogue et 50ml d’H,SO, dilué a
10%. Aprés une maceration de 24h. Le filtrat est ensuite complété a 50 ml avec de I’eau
distillee. Un volume de 1 ml de filtrat est introduit dans un tube a essai puis 5 gouttes de
réactif de Dragendorff sont ajoutées. L’apparition d’un précipité confirme la présence

d’alcaloides.

3.1.2. Tanins

Dans un tube a essai, 5 ml du filtrat d’infusion (5 %) sont additionnés de 1 ml d’une
solution aqueuse de FeClza 1 %. En présence de tanin, il se développe une coloration verdatre

ou bleu-noiratre.

La différenciation des tanins (catéchiques et galliques) est obtenue par la réaction de

Stiasny ; a 30 ml d’extrait sont ajoutés 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol a 30% + 5
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ml HCI concentré) et chauffés au bain-marie a 90°C. L’obtention de précipité rouge soluble
dans I’alcool amylique montre la présence de tanins catéchiques. Apres filtration, On a saturé
le filtrat par I’acétate de sodium pulvérisé, puis ajoutés de quelques gouttes de FeCls a 1%. Le
développement d’une teinte bleu-noire indique la présence de tanins galliques non précipités

par le réactif de Stiasny.
3.1.3. Flavonoides

Les anthocyanes

Les anthocyanes sont détectés en plagant 5 ml d’infusé a 5 % dans un tube auquel en
ajoute 5 ml d’H,SO,4 a 10%, apres agitation, le mélange est ajouté a 1 ml NH,OH a 10%. La

présence d’anthocyanes est affirmée par une coloration bleu-violacée en milieu basique.
Les flavonoides libres

Introduits dans un tube a essai 5 ml d’infusé¢ a 5 %, et ajoutés de 5 ml d’alcool
chlorhydrique (5 ml éthanol a 95 %, 5 ml eau distillée, 5 ml HCI concentreé) ; puis de quelques
copeaux de magnésium et de 1 ml d’alcool isoamylique. L’apparition d’une coloration rose
orangée (flavones) ou rose violacée (flavonones) ou rouge (flavonols, flavononols)
rassemblée dans la couche surnageanted’alcool isoamylique indique la présence d’un
flavonoide libre (génine). Les colorations sontmoins intenses avec les hétérosides flavoniques.
La réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les aurones, les catéchines

et les isoflavones.
3.1.4. Stéroides

Elle se fait par une macération de 24h dans I’éther. L’extrait éthérique est ensuite
évaporé a sec et repris avec de ’anhydride acétique puis du chloroforme. Dans le fond du tube
a essai contenant 1’extrait, nous avons mis 1 & 2 ml de H,SO, concentré. En cas de réaction
positive il se forme bun anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux

liquides, la couche surnageant étant verte ou violette.
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3.1.5. Saponosides

Elle se fait sur le décocté a 10% de la poudre. Dans une série de 10 tubes a essai
numérotés de 1 a 10, introduire successivement 1,2, 3...10ml de décocté. Ajuster le volume
de chaque tube a 10 ml avec de I’eau distillée. Agiter ensuite dans le sens de la longueur
pendant 15 secondes en raison de 2 agitations par seconde. Aprés avoir laissé au repos
pendant 15 minutes, la hauteur de la mousse est mesurée dans chaque tube, et une hauteur de

1 cm indique I’indice de mousse.
3.1.6. Oses et holosides

Proceder a une évaporation a sec de 5 ml de décocté aqueux a 10 %. Ajouter au résidu
2 a 3 gouttes de H,SO4 concentré. Apres 5 mn ajouter 3 a 4 gouttes d’alcool saturé avec du

thymol. Une réaction positive se traduit par une coloration rose.
3.1.7. Mucilages

Introduire 1 ml de décocté aqueux a 10 % dans un tube a essai et ajouter 5 ml d’alcool
absolu, attendre 10 mn. L’obtention d’un précipité floconneux par mélange, indique la

présence de mucilage.

3.2. Réactions de caractérisation des extraits

3.2. 1. Détection des alcaloides

Elle consiste a évaporer a sec 10 ml de chaque extrait, auquel 1.5 ml de HCI a 2% est
ajouté. Apres agitation de la solution obtenue, 1 a 2 gouttes du réactif de Dragendroff sont

ajoutées. L apparition d’un précipité orange indique la présence d’alcaloides.
3.2. 2. Les tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en
présence de quelques gouttes de FeClI3 (1%). Apres agitation de I’extrait, la couleur verdatre
vire au bleu noir en présence de tanins. La différenciation des tanins (catéchiques et galliques)
est obtenue par la réactin de stiasny ; a 30 ml d’extrait sont ajoutés 15 ml de réactif de Stiasny

(10 ml de formol a 30% + 5 ml HCI concentré) et chauffés au bain-marie a 90°C. L’obtention
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de précipité rouge soluble dans I’alcool amylique montre la présence de tannins catéchique.
Apres filtration, On a saturé le filtrat par I’acétate de sodium pulvérisé, puis ajoutés de
quelques gouttes de FeCl3 a 1%. Le développement d’une teinte bleu-noire indique la
présence de tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

3.2. 3. Flavonoides

Pour la détection des flavonoides libres, 5 ml d’extrait aqueux sont introduits dans un
tube a essai, et ajoutés de 5 ml d’alcool chlorhydrique (5 ml éthanol a 95%, 5 ml eau distillé,
5 ml d’HCI concentré) ; puis de quelques copeaux de magnésium et 1 ml d’alcool
isoamylique. L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones) ou rose violacée
(flavonones) ou rouge (flavonols, flavononols) rassemblée dans la couche surnageante

d’alcool isoamylique indique la présence d’un flavonoide libre (génines).

Les anthocyanes sont détectés en plagant 5 ml d’extrait aqueux dans un tube auquel en
ajoute 15 ml d’H,SO4 a (10%), aprés agitation, le mélange est ajouté a 5 ml NH40H a 10%
(milieu basique). La présence d’anthocyanes est affirmée par une coloration bleu-violacée en

milieu basique.
3.2. 4. Stéroides

Les stéroides sont révélés apres addition de 1 ml d’anhydride acétique a 10 ml
d’extrait aqueux évaporé. On a ensuite partagé la solution préparée dans deux tubes a essai,
L’un servant de témoin et dans le fond du second tube a essai, nous avons mis 1 a 2 mi
d’H,SO4 concentré. A la zone de contact des deux liquides, on observe formation d’un anneau
rouge brunatre ou violet, la couche surnageante devenant verte ou violette révele la présence

de stéroides et triterpenes.
3.2.5. Saponosides

Pour mettre en évidence les saponines, une série de 10 tubes a essais est fait par 1,
2...10 ml des extraits puis le volume dans chaque tube est ajust¢ a 10 ml avec de 1’eau
distillée. Ensuite, chaque tube a été agité dans le sens de longueur pendant 15 secondes. Apres
un repos de 15 minutes, la hauteur de la mousse est mesurée dans chaque tube. Une hauteur

de mousse persistante supérieure al cm indique la présence de saponosides.
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3.2.6. Oses et holosides

Les oses sont détectés en introduisant 5 ml des extraits dans un bécher de 100 ml et
évaporé au bain-marie a sec. Au résidu, sont ajoutées 2 a 3 gouttes de H,SO,4 concentré. Apres
5 minutes, 3 a 4 gouttes d’éthanol saturé avec du thymol sont ajoutées. Le développement

d’une coloration rose révele la présence d’oses et holosides.
3.2.7. Mucilage

Pour mettre en évidence des mucilages, 1 ml d’extrait est introduit dans un tube a essai
et ajouté de 5 ml d’éthanol absolu. Apres une dizaine de minutes, ’obtention d’un précipité

floconneux par mélange, indique la présence de mucilages.
4. Chromatographie sur couches minces CCM

Les extraits obtenus ont été analyses qualitativement par chromatographie sur couche
mince. Des dép6ts de 10 ul de chaque extrait ont été effectués. La plaque a éte introduite dans
une cuve chromatographique contenant un solvant. Apres migration, la plaque a été retirée de
la cuve et séchée sous hotte. La révélation des constituants chimiques a été réalisée sous les
lampes UV. Les spots ont été repérés et les rapports frontaux (distances de migration) du spot

ont été mesures.

Les systemes de solvants employés sont les suivants :
S1: Tol/AcOEt/MeOH (26.67: 6: 0.67).

S2: CHCI3/MeOH (30: 3.33).

S3 : AcOEt/MeOH/H20 (33.33: 4.5: 3.33).

S4 : Toluéne/Acétone/Acide formique (1: 1.67: 0.33).

L’examen sous lumiére ultra-violette fournit des informations tres importantes sur la
structure des molécules. Il apporte des indications particuliéres concernant les substitutions.
Le tableau suivant résume les relations existantes entre la structure d’un compose flavonique

et sa fluorescence sous UV [66].

28



Chapitre 1V

Matériels et méthodes

Tableau 03 : La relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides

Spot coloré

Type de Flavonoide

Noir

Flavonol 5,6,7 tri OH libre
Flavonol 5,6,8 tri OH libre

Brun noir

3 OH absent ou 3 OH substitute

Violet

Flavones 5 OH et 4°0OH
Flavones 3 OR et 5 OH, 4°0OH
Flavones 6 ou 8 OH

Chalcones
Dihydroflavonols
Isoflavones
flavanones

Bleu Claire
(fluorescent)

Flavones sans 5 OH libre
Flavones sans 5 OH libre avec
ou sans 5 OH substitue

Jaune terne
Jaune
Fluorescence Orangee

Flavonoles 3 OH libre avec
Ou
sans 5 OH libre

Jaune vert Brilliant

50H libre ou 50H substitue

Jaune fluorescent

Flavonols avec3 OH libré
Aurones
Chalconé
flavanones

Jaune pale

Dihydroflavonols
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5. Dosage des polyphénols
5.1. Principe

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotomeétrie en utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune
constitué d’un mélange de deux acides : acide phosphotungstique (H3PW12040) et acide
phosphomolybdique (HsPMo012040). 1l est réduit lors de l'oxydation des phénols pour former
un complexe bleu stable d'oxydes de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, dont
I'absorption maximum est au voisinage de 760 nm, est proportionnelle a la quantité des
composés phénoliques présents dans les extraits végétaux.

5.2. Protocole

Pour évaluer la teneur en polyphénols des extraits, 100 pl de chaque extrait
convenablement dilué est ajouté a 500 pul du réactif de Folin Ciocalteu (dilué 10 fois dans
I’eau distillée). Apres 4 min 400 pl d’une solution de carbonate de sodium (7.5 % dans I’eau
distillé) sont ajoutés, apres 2 heures d’incubation a tempeérature ambiante, I’absorbance est lue

a 765 nm par un spectrophotométre UV [4].

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant ’acide gallique a différentes concentrations (10-140 pg/ml). La concentration des
polyphénols est calculée a partir de la droite d’étalonnage établie avec I’acide gallique. Les
résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligrammes
d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

6. Etude des activités biologiques
6.1. Evaluation de ’activité antioxydante par la méthode au DPPH

6.1.1. Principe

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a éteé testé par la méthode au DPPH. L’activité
antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée

spectrophotométriqguement en suivant la réduction de ce radical par les antioxydants donneurs
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d’hydrogene présents dans 1’extrait qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a

la couleur jaune mesurable a 515 nm, [67].
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Figure 12 : Schéma de transformation du DPPH de sa forme active a celle inactive [68].

6.1.2. Protocol

Afin d’étudier D’activité antiradicalaire, des différents extraits, 50 ul de chacune
des différentes concentrations d’extraits ou de standard (quercétine, rutine et BHT) ont été
incubés avec 1.25 ml d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004 %. Apres une période
d’incubation de 30 minutes, la réaction de transfert d’hydrogeéne de I’antioxydant vers le
DPPH" est suivie par spectroscopie visible en enregistrant la décroissance de la bande
d’absorption du DPPH" a 517 nm. La capacité antioxydante d'extraits est déterminée en

évaluant le pourcentage d'inhibition de l'absorbance du radical DPPH [69].
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% d’inhibition = 100 (Acontrole - Agchantilion) / Acontrale
A controle - Absorbance sans antioxydant

A ¢chantition - Absorbance avec antioxydant

6.2. Activité antibactérienne

6.2.1. Les souches testées

Les microorganismes testés dans le laboratoire centrale de 1’hopital zahraoui (M'sila).

Ils correspondent aux espéces suivantes :

Catégorie Genre et espéce
Bactéries Gram- Escherichia. Coli
Bacteries Gram+ Staphylococcus aureus

6.2.2. Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode des disques

Dans des boites de Pétris stériles préalablement coulées par des milieux (Gulose ;
Nutritif), une suspension bactérienne a tester a ét¢ déposé sur la surface des géloses a 1’aide
d’un écouvillon stérile. Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des
disques de papier filtre stérile de 6 mm de diametre, imprégnés de 20 pl des différents extraits
(200 mg) ont été déposés stérilement sur la surface des milieux, préalablement ensemencée.
Les disques des controles négatifs sont imprégnés d’eau distillée et de DMSO. Des disques
standards contenant I’antibiotique de référence (gentamycine, 10 pg par disque) servent de

contréles positifs. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24h [70].

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a 1’aide d’une régle le diametre de la
zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations des différents extraits autour

des disques.
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1. Procédes d’extraction

L'extraction est une étape trés importante avant 1’analyse quantitative et qualitative
proprement dite. Elle est influencée par la méthode d'extraction choisie en fonction des
composés phytochimiques a étudier. D'autres facteurs, comme la nature du solvant
d’extraction, la température et les étapes d'extractions individuelles jouent également un rdle

important dans cette procédure.

Dans notre étude, Nous avons réalisé quatre types d’extractions : une macération par
I’éthanol et le méthanol a 80 %, extraction par soxhlet avec 1’éthanol et le méthanol a 80 %,
une décoction et une infusion sur les feuilles de Fraxinus excelsior. Les rendements
d’extraction des composés phénoliques de différents matériels végétaux étudiés sont reportés

dans le tableau suivant.

Tableau 04 : Quantités et rendements des extraits des feuilles de Fraxinus excelsior.

Les extraits Elnf EDéc EMHMe EMHEt ESHMe ESHEt

Masse de matériel 50 50 100 100 30 30
végétale (g)

Masse extrait (g) 5.7 5.5 17.5 19.5 55 7

Rendement (%) 11.4 11 17.5 19.5 1833  23.33

Les extraits hydroéthanoliques ont donné les plus forts rendements (19.5 et 23.33%),
suivis par les extraits hydrométhanoliques (17.5 et 18.33 %). Les substances extractibles par
I’eau montrent les rendements les plus faibles pour les deux méthodes avec 11.4 % et 11 %
respectivement pour I’infusion et décoction. Ces substances représentent celles utilisées par la

médecine traditionnelle car cette derni¢re n’utilise que I’eau comme solvant d’extraction.

D’aprés ces résultats nous constatons que le mélange hydroalcoolique donne les

meilleurs rendements d’extractions par rapport aux mélanges aqueux. Dans la plupart des
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plantes étudiées les extraits hydrométhanolique représentent des rendements plus élevé que

celle des extraits aqueux.

2. Les résultats du screening phytochimique

Les résultats de screening réalisés sont mentionnés dans les tableaux et les figures ci-

dessous.

Tableau 05 : Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites

secondaires contenus dans les feuilles de Fraxinus excelsior.

Résultats et discussion

et triterpenes

Composés recherchés Résultats
Alcaloides -
Globales ++ ++
Tannins Catéchiques - -
Galliques ++ ++
Flavonoides | Libres ++ ++
Anthocyanes - -
Stéroides
++

Saponosides

Oses

Mucilages
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Tableau 06

secondaires contenus dans les extraits de Fraxinus excelsior.

Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites

Résultats
Composés recherchés ]
Elnf EDec EMHMe EMHEt ESHMe | ESHEt
Alcaloides - - - - - -
Globales ++ ++ ++ ++ ++ ++
Tannins Catéchique ) i i i i i
Galliques ++ ++ ++ ++ ++ ++
Flavonoides | Libres + + + + + +
Anthocyane - - - - - -
Stéroides ++ ++ ++ ++ ++ ++
Saponosides - - - - - -
Oses - - - - - -
Mucilages - - - - - -

(-) Résultat négatif et (+) Résultat positif
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Les tannins Les flavonoides libres Les stéroides

Figure 13 : Les images de résultats des réactions de caractérisation des principaux
métabolites secondaires contenus dans les extraits de Fraxinus excelsior.

Les résultats révelent la présence des plusieurs métabolites secondaires. Les tanins, les
stéroides et les flavonoides sont présents avec une intensité importante dans les différents
extraits. Par contre, on observe I’absence d’alcaloides, des saponosides, des oses et des

mucilages.
3. La chromatographie sur couche mince (CCM)

Les résultats d’analyse des différents extraits obtenus a partir les feuilles de Fraxinus

excelsior par CCM sont présentées sur les figures 14.

Les systemes de solvants utilisés ont permis de séparer plusieurs composés dans les
extraits (tableau 07). Il s’agit des informations sur les rapports frontaux des constituants, leur

comportement a la lumiere UV (365 nm).

L’examen sous lumiere ultra-violette fournit des informations tres importantes sur la
structure des molécules. Il apporte des indications particuliéres concernant les substitutions.
Le tableau suivant résume les relations existant entre la structure d’un composé flavonique et

sa fluorescence sous UV.
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Tableau 07 : Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits.

Systéme 1 Systéme 2 Systéme 3 Systéme 4
Extrait Tol/AcOEt/Me CHCI3/MeOH | AcOEt/MeOH/H20 Tol/Acétone/
(80/18/2) (90/10) (100/13.5/10) Acide formique
(3/5/1)
R¢ Couleur | Rs Couleur Rs Couleur Rs Couleur

Einf 0.3 Bleu 0.88 Bleu

EDéc 0.083 0.15 Bleu 0.31 Bleu

0.3 Bleu | 0.29 Bleu 0.8 Verte
0.33 0.88 | Verte

EMHMe | 0.083 | Verte | 0.11 Bleu 0.43 Bleu 0.28 Bleu
0.3 Rouge | 0.3 Bleu 0.7 Bleu 0.46 | Rouge
0.53 Bleu | 0.52 Bleu 0.81 Rouge 0.6 Bleu
0.76 Verte | 0.72 | Rouge 0.93 verte 0.98 | Verte
0.86 Rouge | 0.9 Verte
0.93 Bleu

EMHEt 0.3 Verte | 0.11 Bleu 0.43 Bleu 0.28 Bleu
0.33 | Rouge | 0.3 Bleu 0.61 Bleu 0.46 | Rouge
0.53 Bleu | 0.52 Bleu 0.7 Rouge 0.6 Bleu
0.66 Verte | 0.72 | Rouge 0.81 Verte 0.98 | Verte

0.76 Rouge | 0.9 Verte

ESMe | 0.083 | Verte | 0.11 Bleu 0.43 Bleu 0.28 Bleu
0.3 Rouge | 0.3 Verte 0.61 Bleu 0.46 | Rouge
0.53 Bleu | 0.52 | Verte 0.7 Rouge 0.6 Bleu
0.66 Rouge | 0.72 | Rouge 0.81 Verte 0.98 | Verte

0.76 Rouge | 0.9 Verte

ESEt 0.3 Rouge | 0.3 Bleu 0.7 Bleu 0.46 Bleu
0.53 Bleu | 0.46 Bleu 0.93 Verte 0.6 Rouge
0.66 | Rouge | 0.62 | Verte 0.78 Bleu
0.76 Rouge | 0.78 | Rouge 0.98 | Verte

0.9 Verte 0.9 Verte37 5 Verte
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Elaf EDé EMMe EMEt ESMe ESE
EDéc  EMMe EME:t ESMe  ESEt 3 - = : 2 '

Systéme Systéme

Tol/AcOEt/MeOH (80/18/2) CHCI13/MeOH (90/10)

EDéc EMMe EME: ESMe ESE:

EDéc EMMe EMEt ESMe ESEt

Systéme Systéeme

AcOEtUMeOH/H20 (100/13.5/10) Toluéne/Acétone/Acide formique (3/5/1)

Figure 14 : Chromatogrammes observés sous UV a 365 nm des extraits.

Les extraits ont montré aprés observation a UV (366 nm) une richesse en
constituants chimiques. Dans ces extraits, de nombreux flavonoides ont été détectés. ,
I’analyse montre plusieurs taches, de différentes couleurs, a des Rf différents, la majorité des
spots apparaissent en verte indique la présence de chalcone, le rouge indique

I’anthocyanidine-3-glucoside et le bleu indique le flavone.
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4. Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I’acide gallique a différentes concentrations (10-140 pg/ml).

La gamme de concentrations d’acide gallique utilisée pour le dosage des polyphénols

et les absorbances respectives mesurées a 765nm est représentée dans la figure suivante.
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Figure 15 : Courbe étalonnage de 1’acide gallique.

La sélection du solvant d’extraction est une étape fondamentale dans 1’optimisation
des conditions d’extraction solide — liquide des antioxydants. Les solvants organiques sont les
plus utilisés pour I’extraction. Afin d’extraire les polyphénols, trois types de solvants sont
utilisés a savoir 1’éthanol, méthanol et 1’eau distillée. Les résultats obtenus, de 1’effet de la
nature du solvant, sur la teneur en polyphénols extraite les différents extraits préparés a partir

des feuilles de Fraxinus excelsior sont représentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Teneurs en polyphénols pour différentes extraits préparés a partir des feuilles de

Fraxinus excelsior.

Les résultats décrits ci-dessus révelent une influence significative du pouvoir
d’extraction du solvant et de la méthode d’extraction sur les polyphénols, dont la plus grande
teneur, enregistrée par la méthode de soxhlet et la macération, qui présentent une forte
sélectivité envers les composés polyphénoliques. De plus, les résultats montrent que la
sélectivité d‘extraction est presque similaire quelque soit le solvant utilise, le meilleur
rendement est enregistré par I’extrait hydrométhanolique qui est extraire par macération,
I’extrait hydroéthanolique et hydromeéthanolique extraire par la technique de soxhlet avec une
teneur de 58.733, 57.533 et 57,366 mg EAG/g respectivement, suivis par [’extrait

hydroéthanolique extraire par macération avec une teneur de 50,966 mg EAG/g.

Tandis que, le plus basse teneur est remarquée dans I’extrait de décoction (47.266 mg
EAG/g) qui est significativement supérieure a celle de I’extrait d’infusion (26.833 mg
EAG/g). L’augmentation de la température améliore I’extraction des polyphénols, en rendant
les membranes cellulaires plus perméables, et augmente la solubilité et le coefficient de

diffusion des composés a extraire. Elle diminue la viscosité du solvant ce qui facilite son
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passage dans les substrats solides. Cependant, les températures excessives peuvent causer la
dégradation des composés phénoliques, ou cela peut provoquer une diminution de la

sélectivité de 1’extraction, ce qui limite les températures d’extraction a un certain seuil [71].

Ces résultats réveélent aussi que les extraits hydrométhanolique sont plus riches que ceux des
extraits aqueux. De nombreuses études montrent que le solvant hydroalcoolique est le solvant
le plus utilisé pour une haute récupération de composés phénoliques [73] [74].

5. L'activité antioxydante par le radicale 2,2’-diphényle-1-picrylhydrazyl
(DPPH)

L’activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH & été
évaluée spectrophotomeétriguement en suivant la réduction de ce radical par les
antioxydants donneurs d’hydrogeéne présents dans I’extrait qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515 nm [67].

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes de pourcentage d’inhibition
en fonction de la concentration des différents extraits. Cette courbe ayant une allure
exponentielle avec la présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque

totale du DPPH- en sa forme non radicalaire.
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Figure 17 : Les pourcentages d’inhibition de DPPH en fonction de la concentration des

différents extraits.
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L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en IC50, ce paramétre a été
employé par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il défini la
concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité de DPPH (couleur).
Ces IC50 sont déterminés graphiquement, dont I’abscisse représente la concentration de
I’extrait brut et ’ordonné 1’activité antioxydante en pourcentage. Plus cette concentration est
faible plus I’effet antioxydant est trés élevé. Les valeurs des ICso des différents extraits

préparés a partir les feuilles de Fraxinus excelsior sont illustrées dans la figure 18.
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Figure 18 : Valeurs des ICs, des différents extraits préparés a partir les feuilles de Fraxinus

excelsior.

D’apres les résultats, les extraits méthanoliques sont les extraits le plus actifs avec des
ICso pour macération et soxelet de 1’ordre de 35,39 et 46,005 pg/ml respectivement, suivie par
les extraits éthanoliques avec des ICsp pour macération et soxelet de ’ordre de 58,13 et 59,59
pg/ml respectivement. Les fractions aqueuses représentent les extraits le moins actifs avec

des ICsp de 119,31 pg/ml pour décoction et de ’ordre de 281,81 pg/ml pour infusion.
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A des fins comparatives, quatre antioxydants standards sont utilisés, la rutine, la
quercétine et 1’acide gallique, ils ont montré une activité antiradicalaire puissante avec des

ICs0de ’ordre de 4.25, 3.22 et 0.58 pg/ml respectivement.

La comparaison de ces valeurs avec celles des antioxydants standards, montrent que
tous les extraits testés s’avérent moins actifs. Dont I’extrait le plus actif (EMMe) est 8 fois
moins actif que la rutine, 11 fois que la quercétine et 61 fois que I’acide gallique, tandis que
I’extrait le mois actif (EInf) est 66 fois moins actif que la rutine, 87 que la quercétine et 486

fois que I’acide gallique.

Afin de confirmer que ’activité antioxydante des extraits issue de leurs richesses en
composés phénoliques, nous avons essay¢ de trouver une corrélation entre les valeurs d’ICsg
calculées par la méethode de DPPH de chaque extrait avec leur contenu en polyphénols
(figure 19).
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Figure 19 : Corrélation entre les valeurs d’IC50 (test DPPH) et les teneurs en phénols totaux

de différents extraits préparés.

L’¢étude montré I’existence d’une corrélation forte entre les valeurs d’ICso du test
DPPH et les teneurs en phénols avec R?= 0.964. D’aprés les résultats obtenus, on peut
confirmer que I’activité antiradicalaire est liée a la concentration en produits phénoliques. En

effet, les composés phénoliques sont reconnus comme des substances potentiellement
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antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les formes réactives de
I’oxygene, I’effet scavenger des flavonoides (FLOH) est attribué a leur capacité de réduire les
radicaux libres (R") par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyle.
Cette réaction donne naissance au radical aroxyle (FLO") et a la molécule radicalaire rendu
stable (RH), le FLO'subira par la suite un réarrangement structurale permettant la
redistribution de I’¢lectron célibataire sur le cycle aromatique et la stabilisation de radicaux

aroxyle [75].
6. L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits de Fraxinus excelsior a été évaluée par la
méthode de diffusion sur gélose ou méethode des disques vis-a-vis de deux souches

bactériennes.

Les résultats de I'évaluation antibacterienne des extraits sont repris ci-dessous (tableau
08). Dans le tableau sont inclus les valeurs en (mm) zones ou diamétres d'inhibitions,
représentant la grandeur du halo formé par les microorganismes inhibés par l'activité

antibactérienne.

Tableau 08 : les zones d’inhibition des extraits.

Diamétre d’inhibition en mm
Souches bactériennes Inf Déc ESHMe ESHEt
Escherichia coli 00 9 9 7
ATCC 25922
Staphylococcus aureus 00 8 9 9
ATCC 25923
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Figure 20 : L’activité antibactérienne des extraits de Fraxinus excelsior a vis-a-vis

Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Nous avons observé que tous les extraits sont manifestés une activité modeste vis-a-
vis les deux souches bactériennes. La plus forte activité a été obtenue avec l'extrait
méthanolique avec une zone d’inhibition de 9 mm contre Staphylococcus aureus et

Escherichia coli. D’autre part ’extrait d’infusion n’a aucun effet sur les deux bactéries.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Dans ce contexte nous nous sommes intéresses a 1’étude
qualitative, quantitative et biologique des extraits aqueux et hydroalcooliques des feuilles de

Fraxinus excelsior.

L’extraction des composeés phénoliques est une étape cruciale pour la récupération des
composés actifs. Elle dépend a la fois du solvant d’extraction et de la méthode d’extraction.
Nous avons tenté, d’extraire les composés phénoliques totaux par extraction solide-liquide en
utilisant trois solvants, choisis de maniére a solubiliser un maximum de composés. Les
extractions des différents composes phénoliques les plus abondants dans notre plante nous a
permis de calculer le rendement de chaque extrait, la détermination des rendements a montré

une rentabilité importante en extraits hydroalcoolique.

Le criblage phytochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les
flavonoides, les tanins et les stéroides, ces métabolites secondaires ont de grandes valeurs
thérapeutiques. La présence des flavonoides dans nos extraits qui est mise en évidence par un
essai de caractérisation en tube est confirmée par CCM, ces molécules sont considérees

comme les composeés antioxydants les plus actifs.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux dans les extraits analysés montre que

touts les extraits sont les plus riches en ces métabolites.

Le dosage des composés phénoliques contenus dans les six extraits a révélé des teneurs

considérables en polyphénols avec des quantités appréciables en flavonoides.

Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH dont les
résultats montrent que ces extraits possedent une bonne activité, donc cette plante contient des
molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants et peuvent étre employees

pour des applications thérapeutiques.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antibactérien, les résultats
microbiologiques ont montré que les extraits de Fraxinus excelsior ont une activité faible sur

les especes bactériennes testées.
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Enfin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une premiere étape
dans la recherche des substances de source naturelle biologiquement actives, il serait
intéressant de compléter ce travail par :

- La purification et I’identification des principes actifs ;

- Tester d’autres activités biologiques comme 1’activité antidiabétique et anti-inflammatoire,

immunomodulatrices en vue de confirmer les utilisations traditionnelles des deux plantes.
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