République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de ’enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Abderrahmane Mira — Bejaia

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département de Biologie Physico-Chimique \JP/ Tesdawit n Bgayet
- Université de Béjaia

Filiére : Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie Fondamentale

Mémoire de Fin de Cycle

En vue de I’obtention du diplome
MASTER

Theme

4 )
Evaluation des activités biologiques de I’extrait
ethanoligue de Lagunaria patersonia apres
optimisation de I’extraction

\ J
Présenté par :
YAHIAQOUI Sara & YOUSFI Wissem
Soutenu le 01/07/2024

Membre de jury :

Mme AGUERSSIF Nadia MCB Présidente

Mr ZAIDI Hichem MCB Examinatrice
Mme YOUS Farah MCB Encadrante
Mme SAIDANI Karima MCA Co-encadrante

Année universitaire : 2023/2024




Remerciements

Au terme de ce travail, nous remercions Dieu pour la force qu’il nous a

accordé pour accomplir ce travail-

Nous exprimons notre sincére gratitude envers Mme YOUS Farah pour son
encadrement de qualité, ses conseils précieux, ses orientations, ses
encouragements et sa gentillesse: Son dévouement et sa patience ont été une
source inestimable de motivation et de soutien- Merci de nous avoir inspiré a

toujours donner le meilleur de nous-mémes-

Nous tenons a remercier chaleureusement Mme SAIDANI Karima et ses
binémes pour leur aide continuelle au cours de la réalisation de la partie

bactériologie pratique-

Nous exprimons notre sincére gratitude ¢ Mme AMARKHODJA, Mr ZAIDI
Hicham, Mme SAIDANI et Mme YOUS pour avoir consacré du temps a évaluer
ce modeste travail

Nous adressons nos remerciements les plus sincéres a Mme IMADALOU Nadia,
ingénieure du laboratoire PBC4, pour son dévouement, son assistance, sa bonne

humeur et ses conseils précieux-

Nous sommes profondément reconnaissants envers tous les enseignants de la
faculté des sciences de la nature et de la vie, qui nous ont prodigué leurs

enseignements pendant ces cing années dans un esprit fraternel-

Enfin, nous souhaitons a exprimer notre gratitude a nos amis, et a toutes les
personnes qui, de prés ou de loin, ont contribué a la réalisation de ce

mémoire: Merci a vous tous !



Dédicace

Au terme de toutes ces années détude je remercie Dieu et je
dédje avec jore, Ferté et respect ce modeste travar/ en signe de
respect et de remercrement .

A mes chers parents ,;

A notre promotrice Hadame Yous Farat ;

A ma chére bindme Wissern YVoust ,;

A mes trés cher fFéres Hickhar et Toufik

A ma copime Taymak ,;

Enfin je le dédie G toutes mes armes que je 7°ar pas crté, tous ceux

qgur 1m’ont apporté de [‘aide et i tous ceux qus me conna/ssent:

Sara



Dédicace

<=

3

A l'aide de Dieu, le Tout-Puissant, qui a tracé le chemin de ma

vie, j'ai pu accomplir ce modeste travail que je dédie:

A mes parents, qui ont été ma source d’inspiration et de soutien

tout au long de ce parcours académique-
A mes chers fréres Salah et Anis, a ma chére belle-sceur Kahina-

A toute ma chére famille, et en particulier & ma qgrand-mére, je
tiens a exprimer toute ma gratitude pour votre amour et vos

encouragements- Que Dieu vous garde en bonne santé-

A mes chers amies, ma binéme Sara qui m’a accompagné tout au

long de mon parcours universitaire:

Enfin, a tous ceux qui m’ont encouragé, aidé de prés ou de loin

dans la réalisation de ce travail-

Wissem



Sommaire

Liste des figures
Liste des tableaux
Liste d’abréviations

INEEOQUCTION ..o et eeeeee e et e e et e e e e e e e e e et e e e e e aees 01

Chapitre 1 : synthese bibliographique

I, LAQUNANTA PAEISONMIA ... .eeouveiiiiieiiie ettt ettt nnee s 02
1.1, GEneralités Sur la PIANTE ........coeiieiiee e 02
1.2. DeSCription DOTANIGUE .......coiuvieiiiiiie et 02
1.3. Classification taXONOMIGUE ........coieiiiiiiiieiie ettt 04
1.4. Synonymes et COMDINAISON ........ooiiiiiiieiii e 04
1.5. Usage traditionnelle ...........ooveiiiiiiii i 04
1.6. Propriété therapeULIQUE ..........cooviiiiieiiieiie ettt 05
1.7. COMPOSILION CRIMIQUE ....eiiiiiet e 05
1. MEtaboliteS SECONUAITES ......vveeiiiiieiiiee ettt e e e e ee et e et e e a e e e e e anneeeas 06
1.1, POIYPRENOIS ..t 06
11.1.2. COmMPOSES PRENOTIGUES ...t 07
0 O O 9 i 114 o PSPPSR SPRRSRR 07
11.1.2.2. Biosynthese des composes PhENOHQUES ........cevvvveiiiie i 07
[1.1.2.3. CIaSSITICALION ...ooiiiiiiiiiieiit ettt 08
11.2.5aponines €t SUCTES TOLAUX ... .iutiette et ettt e e et et e e e et e e eaeenee e 12

I11. Activités biologiques des extraits de la plante ...........cccocvveiiiie i 13
T L. ACEIVIEE @NtIOXYUANES ..eioveieeiiie e e e sraaeesnee e 13
THEL.L. RAAICAUX TDIES .ottt 14
111.1.2. Les espéces réactive de POXYZENE .....oovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiice et 14
I11.1.3. Stress oxydatif et ses conséquences bIOChIMIQUES ..........ccccovvveeiiiveeiiee e, 17
H1.1.4. Types d’antioXydantsS ........cccueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e s snnnees 18
111.1.4.1. AntioxXydants eNZYMAtiQUE .........cceeeiieeeiiieeiiieesrire e s siee e stee e see e e saee e 18
111.1.4.2. Antioxydants NON eNZYMAtIQUE .........ccueeeiuieeiiiieeiieeeseiee et e e see e e e e e 18
I11.2. Activité anti-inflammatoire ..o 20
L O I T 4o PP UPPTROPRPRY 20
111.2.2. Types d’inflammation ...........cooiiiiiieiiiiiieeiiie e 20
111.2.3. Inflammation et dénaturation ProtéiqUe ...........cccceeiiveeiiiee i 21
HL.2.4. Anti inflammatoire ........c.oooiiiiiiiic e 21
111.2.5. Méthode d’études des I’activité anti inflammatoire in Vitro ..............cccceeeeeeeeenn.. 22
T3, ACLIVIEE @nti-DACTEITEN ......cvvieiiiiie et 22
T T Tox (= T PSP UPTROPRRY 22
T11.3.2. LeS antibiOtIQUES .....occiviieiiie ettt e et e e anaea e 25
TE3.2. 1. DIFINIEION. ..ttt e nree s 25
111.3.2.2. Classification des antiDIOtiQUES ...........eveeiiiiiiieeiiiiiee e 25
111.3.2.3. Résistance aux antibiotiQUES ...........cocviiiiiiiiiiie e 25
111.3.2.4. Mode d’action des antibiotiqUES .........oceerieeieereeniieniieeiie e eieeee e 26

111.3.2.5. Antibiogramme et méthode des diSQUES ........ccvveiiiieeiiiie i 26



V. PIaNS d'@XPEIIEINCES .....veeuviiiieiiieiieeete ettt ettt et 27

IV.1. Principaux avantages des plans d’eXpEri€nces .........c.coverivieiiiiiiiiiieiniieenieeesieeens 27
IV.2. Plans de SUrface de rePONSE ........eoiiiiiiieiieiienie e 27
IV.2.1. Plans de BOX-BENNKEN ..........coiiiiiiiiiiiiie sttt 28
Chapitre 2 : Matériel et méthodes
LY = 1=] 1= PSR SOURURRN 29
1.1, Mt@riels VEGELAIE ........ccooiiiieiieiiee e 29
1.2. Matériels de 1aD0ratoire ...........ccveiieiiieeiie e 29
LI 151 o T L= SRS S T SORRUR 29
I1.1. Préparation de I’extrait éthanolique de feuilles et de graines ...........ccccoevvvcieiiinne 29
1.2, OPUIMISALION ...ttt ettt nnee s 30
1.3, EXEFACTION ..eieiiieiiiie ettt e e s e e et e e et e et e e e na e e e nnaaeennteeeannenens 31
11.4. Dosage des poYIPhENOIS tOTAUX ..........ccovieiiiiiiiiiiii e 32
11.5. Dosage des flaVOnOIAES. ........coiuuiiiiieiiieiie e 32
11.6. Dosage des taning CONUBNSES ..........eiureirieiieiieesireesiee et et e sttt niee s 32
11.7. Dosage des tanins hydrolySables ... 33
11.8. DOSAQE 0ES SAPONINES .....eiiiiieiiieiie ittt ettt ettt e et et e et s 33
11.9. DOSAQE UES SUCTES TOLAUX ..vvveiuvereiiiieiiiiieesiieeestteeessieeesteeesteaesssaeessnaeeesnseeesnseeesneeens 33
11.10. Evaluation de ’activit€é antioXydants ............eeeeeeeeriiiiiiiiieiiiee e 34
11.11. Evaluation de I’activité anti inflammatoire ..............ccccvvvveriieeeniniiiiiiiiice e 34
11.12.Evaluation de ’activit€ anti bacterinne.............eceeeeviviiiiiiiiiiiieee e 35
L o R L Lo PO SPR PRSI 37
Chapitre 3 : Résultats et discussion

I. Traitement des EChantilloNS ...........cocoviiiioiiiiie s 38
1. Conditions OPLIMAIES ........cccvviiiiiieie e e e sree e 41
1. ReNdEMENS d’EXEIACTION ..vivvvieiiiiiieiiie sttt 42
IV. Evaluation de l'activité phytoChimiquUe ..........ccccvveiiiieiii e 43
V.1 Teneur en POIYPhENOIS TOTAUX ......c.eveiiviieiiiie et 43
V.2 Teneurs en flaVONOTUES ........cooviiiiiiiiieiii et 44
V.3 Teneur en tanins CONABNSES .......ccueiiieiiieiiieaiee st e sieeaiee e e siee e e sreeesreeebeesnneenree s 45
IV.4. Teneur en tanins hydrolysables ... 46
IV.5. Lateneur des SAPOMNINES .......ccuieiiuieeiiiiee et e siee e stee e st e e st e e stae e saa e e snae e e snaaeeanee e 46
IV.6. La teneur deS SUCTES TOTAUX ....veeiiveiiieiiiieiiiesiie sttt e siee st eseeesieesteesrae e e tee e e nnee s 47
V.Evaluation de I’activité antioXydant ...........cooiiueiieiiiiiieeiiiiie e 48
V1. Evaluation de I’activité anti inflammatoire ..............cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee, 49
VI1I. Evaluation de I’activité anti bactérienne................ccceevvviviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 50
CONCIUSION €L PEISPECLIVES ......veeiiiie ettt et e et e e srre e e anra e e aaea e 54
Références bibliographiques

Annexes

Résumé



Liste des figures

Numéro Titre Page

01 Feuilles, fleurs, gousse, poils et graines de Lagunaria 03

patersonia. Morphologie pollinique de Lagunaria patersonia,
prises a un grossissement de x1500.

02 Effets biologiques des polyphénols. 07

03 Structure de base des flavonoides. 11

04 Structure d’un tanin condensé (proanthocyanidol). 12

05 Structure  de l’acide gallinique, de [I’acide hexa- | 12
hydroxydiphénique et d’un tanin gallique.

06 Méthode des disques. 26

07 Séchage de feuilles et fruits de Lagunaria Patersonia. 29

08 Broyage de feuilles et des graines de Lagunaria Patersonia. 30

09 Tamisage de la poudre. 30

10 Délipidation de la poudre de graines. 30

11 Procédure d’extraction a partir des feuilles et graines de | 31
Lagunaria Patersonia.

12 Préparation de milieu de culture, disque et dépot d’extrait de | 37
plantes.

13 Coefficient de détermination des protocoles d’extraction des | 40
polyphénols et du pourcentage d’inhibition de I’ABTS pour les
feuilles (A) et les graines (B) de Lagunaria Patersonia.

14 Profileur de prédiction pour les conditions optimales obtenues | 42
par la méthode de décoction.

15 Les rendements d’extraction en extrait sec des deux parties | 43
étudiée de Lagunaria Patersonia.

16 Droites d’étalonnages servant pour retrouver I'IC50 de I’ABTS | 48
d’EEGLP et EEFLP.

17 Droites d’étalonnages de I'lC50 de NO d’EEGLP et EEFLP. 50

18 Effet des differents EEGLP sur les souches bactériennes | 51
testées.

19 Effet des differents EEGLP sur les souches bactériennes | 51
testées.

20 Effet d’antibiotique (témoin positif) sur les souches étudiées. 52

21 Effet des différents EEFLP et EEGLP et des control positif et | 52
négatif sur les souches bactériennes testées par la méthode des
spots.

22 Effet d’huile des graines de Lagunaria patersonia et des | 52

control positif et négatif sur les souches bactériennes testées.




Liste des tableaux

Numéro Tableau Page
I Principaux ERO et comparaison des pouvoirs oxydants. 16
I Taux des polyphénols totaux des graines et des feuilles de 43
Lagunariapatersonia.

i Taux des flavonoides des feuilles et des graines de Lagunaria 44

patersonia.

v Taux de tanins condensés des feuilles et des graines de 45

Lagunariapatersonia.
\Y Taux de tanin hydrolysable des feuilles et des graines de 46
Lagunaria patersonia.

VI Taux d’extraction des saponines. 46
VII Taux d’extraction des sucres totaux. 47
VI IC50 de PABTS de l’extrait des graines et des feuilles de 48

Lagunaria patersonia.
IX Le taux de NO de I'IC50 de NO d’EEGLP et EEFLP. 50
X Valeurs des diamétres de la zone d'inhibition des différents 52

extraits étudiés sur les souches bactériennes testées.




Liste des abréviations

ABTS : 2,2"-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
Ac : absorbance du controle

Ae : absorbance de 1’échantillon

AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens

AIS : anti-inflammatoires stéroidiens

ATPase : adénosine triphosphatase

CAT : catalase

COX : enzymes cyclooxygénase

EEFLP: Extrait Ethanolique de feuilles de Lagunaria patersonia
EEGLP: Extrait Ethanolique de graines de Lagunaria patersonia
ERO : especes réactives de ’oxygene

GPx : glutathion peroxydase

INOS : oxyde nitrique synthase inductible

LDL : lipoproteines de basse densité (low-densitylipoproteins)
LPO : lipoxygénases

MDA : malondialdéhyde

MPO : myéloperoxydase

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
NADP" : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydé
NAFLD : stéatose hépatique non alcoolique

NK : lymphocytes tueurs naturels (natural Kkiller cells)

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PHGPx : phospholipide-hydroperoxyde glutathion peroxydase
RO- : radical alcoxyle

ROS: espéces réactives de lI'oxygene(ReactiveOxygenSpecies)
SOD : superoxydedismutase



INTRODUCTION



Introduction

Ces dernieres années, l'utilisation des plantes médicinales a gagné en popularité (Djeddi et
al., 2015). Selon ’OMS environ 65 a 80 % de la population des pays en développement,
dépend des plantes médicinales pour leurs soins de santé primaires (Haddouchi et al., 2018).
Ces plantes ont été étudiées pour les activités biologiques de leurs metabolites secondaires des
principes actifs (Ventrella et Marinho, 2008), lesquels jouent un réle important dans des
activités antimicrobienne, antioxydants, anticancereuse et anti-inflammatoire (Balwinder et
al., 2020).

En Algérie, la medicine traditionnelle revét une importance particuliere dans le traitement
des maladies. Ce pouvoir est di a la richesse des plantes médicinales en tanins, terpénoides,
alcaloides et en flavonoides (Cowan, 1999), synthétisés a des concentrations variables dans

différentes parties du végétal (Basli et al., 2012).

En DPoccurrence, la méthode d’extraction de leurs principes actifs constitue une étape
cruciale pour I’isolement de nouvelles molecules bioactives (Parham et al., 2020). Ces
derniéres présentent de nombreux interréts exploités dans diverses industries, notamment

I'alimentaire, cosmeétique et pharmaceutique (Bahorun, 1997).

Lagunaria patersonii est une plante dioique originaire d’Australie (Kuruneri et
Shackleton, 2011), connue pour sa résistance a une variété de conditions climatiques
(Mitchell, 1982). Dans la litérature, ses extraits de feuilles, on démontré une forte activité
antifongique, 1a ou I’extrait de ses graines a exhibé une activité anti bactérienne contre

certaines espéces bactériennes.

Dans ce contexte, notre travail s’inscrit dans le cadre d’optimiser les parameétres
d’extraction des feuilles et graines de Lagunaria Patersonia en utilisant le plan d’expérience
Box-Behnken, lequel permet d’obtenir un rendement satisfaisant en composes phénoliques et
en activité anti-radicalaire. Nous avons évalués in vitro de la teneur des différents composés

actifs et étudiés leurs activités antioxydants, antiinflammatoire et antibactérienne.

Au cours de ce travail, nous nous sommes s’intéressées dans la premicre partie a une étude
bibliographique, relative au plantes étudiées, stress oxydatif, composés phénoliques, activités
biologiques et plans d’expériences. La deuxiéme partie sera consacrée a [’étude
expérimentale, dont on a cité la méthode d’extraction des deux échantillons étudiés, leurs
teneurs en composés phénoliques, sucres totaux et saponines, ainsi que [’évaluation de

’activité antioxydante, antiinflammatoire et antibactérienne.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

I. Lagunaria Patersonia

I.1. Généralités sur la plante

Hibiscus patersonii Andrews (Lagunaria patersonii) est une plante dioique originaire
d’Australie de la famille des Malvaceae, un arbre ornemental et d’agrément. Connu sous le
nom d’arbre pyramidal ou chéne blanc de I’ile Queen (Gardner, 2006 ; Domingues de
Almeida et Freitas, 2006 ; Mohamed et al., 2014), elle est largement répandu en Nouvelle-

Calédonie et sur I'le Norfolken Nouvelle-Zélande (Botting Hemsley, 1896).

Sur cette derniere, il est souvent désigné sous le nom d'hibiscus de ITle Norfolk, tandis qu'a
Lord Howe, il est connu sous le nom de bois de sally, ou il est remarquablement rare (wilcox
et al., 2010 ; Mohamed et al., 2014). En revanche, la plante est présente en Afrique du Sud
(Kuruneri et Shackleton, 2011), au nord de la Tunisie (EI Mokni et lamonico, 2020), ainsi

qu'au Mexique (Fryxell, 1988) en tant qu'espece étrangere.

Lagunaria patersonia montre une résistance remarquable a une variété de conditions
climatiques (Mitchell, 1982). Néanmoins, elle est semi-tolérante au sel et a la sécheresse
(Nouri et al., 2013 ; Mohamed et al., 2014). Notamment, dans les zones urbaines polluées,
Lagunaria patersonia émerge comme un choix attrayant en raison de sa capacité éprouvée a
résister efficacement au dioxyde de soufre (SO,) (O'Connor et al., 1974). Egalement, Mr.
Marsh a découvert lors de sa visite a Phillip Island que les lapins vivaient sous les racines de
Lagunaria patersonia et se nourrissaient principalement de ses feuilles (Watson, 1961) ce qui

peut révéler, en quelque sorte, sa propriété non toxique.

Toutefois, quelques arbres de Lagunaria patersonia risquent de mourir en raison d'infections
causées par des insectes comme les punaises des graines de coton et des champignons tels que
Rhizoctonia solani (Mohamed et al., 2014). De plus, cette espéce est une plante hote pour
Tectocoris diophthalmus, ou les femelles de ces punaises déposent leurs ceufs dans une

couvée cylindrique autour des branches et des tiges (Giffney et Kemp, 2014).

I.2. Description botanique

Cet arbre est classé comme phanérophyte et époécophyte selon la classification de Kornas
en 1990 (Domingues de Almeida et Freitas, 2006) et est souvent retrouve dans des
environnements associés a une croissance basse (Mueller et Fosberg, 1998), dans les régions

cotieres prés des pins ainsi que dans des endroits abrités et fertiles. Cet arbre peut avoir
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plusieurs troncs, atteignant un diamétre basal de quelques métres, tandis que les arbres tirés
peuvent atteindre presque 30 metres de hauteur (Gardner, 2006).

Lagunaria patersonia possede des feuilles semi-persistantes a grandes fleurs solitaires, roses
qui fleurissent abondamment en été (De Vilmorin, 1950). La longueur des pétales est de 40-
46 mm, la longueur de la colonne staminale est de 30-36 mm, et la longueur de la partie
anthérifeére est de 13-20 mm (EIl Mokni et lamonico, 2020).

En outre, il est recommandé d'éviter de planter cette plante pres des chemins ou des
maisons en raison de ses propriétés allergénes (Carifianos et Casares, 2011), bien que son
degré dallergie soit faible (Carifianos et al., 2016). En effet, il est communément appelé
I'arbre a démangeaisons de la vache, en raison de la présence de poils raides blancs dans ses
gousses, qui facilitent la dissémination des graines mais peuvent provoquer des irritations

cutanées chez les animaux et les humains (Southcoli et Hacgi, 1992 ; Borg, 2009).

Ces graines ont une forme de rein de couleur brune (Bailey, 1924). Concernant ses grains
de pollen (Figure 01), de forme colporate, leur taille est d'environ 45 a 50 pum, avec un
diamétre de 7,5 um (Naggar, 2004).

Figure 01 : Feuilles, fleurs, gousse, poils et graines de Lagunaria patersonia (Photographies
originales). Morphologie pollinique de Lagunaria patersonia, prises a un grossissement de
x1500 (Naggar, 2004).
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I.3. Classification taxonomique

Classification taxonomique de Lagunaria Patersonia (Don, 1831).
Classification

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Ordre Malvales

Famille Malvaceae

Genre Lagunaria

Espéce Lagunaria Patersonia

I.4. Synonymes et combinaisons (Cufodontis, 1959)
. Hibiscus patersonii R. Br (Brown, 1812).

. Hibiscus patersonius Andrews (Andrews, 1803).
" Laguna patersonia (Andrews) Sims (Sims, 1804).
. Laguna squamea Vent (Vent, 1805).

. Solandra squamea Poir (Poir, 18162).

1.5. Usage traditionnel
Les Aborigénes ont utilisé Lagunaria patersonia comme matiere premiére pour créer une
variété de produits, y compris des lignes de péche et des filets, des sacs a provisions, des

paniers, des filets pour animaux, ainsi que des cordes et des ficelles.

De plus, I'arbre produit un bois magnifiquement marqué, adapté a la fabrication d'armoires,
d'étuis d'instruments de musique, de batons de marche et d'autres objets en bois similaires
(Mitchell, 1982).

En 1792, John Doody a dessiné cette espéce, notant que son bois était utilisé dans la
construction de bateaux, et que l'arbre produisait une gomme qu'il estimait presque aussi

bénéfique que la gomme arabique. Toutefois, Maiden, (1904) a déclaré que ce bois était sans


https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_scientifique_des_esp%C3%A8ces
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-r%C3%A8gne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Malvales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Malvaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lagunaria
https://www.checklistbank.org/dataset/2242/nameusage/3LK3X
https://www.checklistbank.org/dataset/2242/nameusage/3LK3Y
https://www.checklistbank.org/dataset/2242/nameusage/3RXXP
https://www.checklistbank.org/dataset/2242/nameusage/3RXXT
https://www.checklistbank.org/dataset/2242/nameusage/4XZBK
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valeur économique, sauf en tant que bois de chauffage de qualité inférieure, car il était peu
utilisé sur I'lle (Coyne, 2011).

|.6. Propriétés thérapeutiques

L’extrait des feuilles de Lagunaria patersonia a exhibé une forte activité antifongique,
inhibant efficacement la croissance de Rhizoctonia solani. De méme, son extrait de branche
de a également démontré une forte activité antifongique contre les champignons Alternaria
solani et Bipolaris. Par contre, son extrait de graines a montré une efficacité contre Fusarium
oxysporum et a également exhibé des effets inhibiteurs sur quatre especes bactériennes,
notamment, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, Pectobacterium carotovorum et

Ralstonia solanacerum (Ibrahim et al., 2023).
1.7. Composition chimique

La gousse de Lagunaria patersonia présente une composition chimique riche en différents
composés, dont des phénols totaux et des flavonoides qui contribuent a son activité
antioxydants. Elle posséde également une gamme d'oligo-éléments essentiels, tels que le

manganése (Mn), le cuivre (Cu), le fer (Fe) et le nickel (Ni).

Notamment riche en élements nutritifs essentiels, en plus des macronutriments primaires
tels que le carbone (C), l'azote (N), le phosphore (P) et le potassium (K), elle contient
également des macronutriments secondaires, notamment le calcium (Ca), le magnésium (Mg),
le soufre (S) et le sodium (Na). Il convient également de noter la présence de certains métaux

toxiques tels que I'aluminium (Al) et I'arsenic (As) (Kuppusamy et al., 2016).

En outre, les graines de Lagunaria patersonia possedent une composition en acides gras
unique, avec une prédominance de l'acide oléique. Elles contiennent également des quantités
significatives d'acide palmitique, ainsi que des traces dacide malvalique et de

dihydrosterculique. De plus, elles sont également riches en protéines (Sundar et al., 1998).

Ces graines contiennent également plusieurs composes phénoliques et flavonoides. Parmi
ces composes, on retrouve notamment l'acide benzoique, l'acide p-hydroxybenzoique, la

naringénine, le pyrogallol, I'acide rosmarinique, I'acide chlorogenique et le kaempférol.

Les feuilles de Lagunaria patersonia contiennent divers composes phénoliques et des
flavonoides, parmi ces composés, on trouve notamment le resveratrol, I'acide benzoique,

I'acide rosmarinique, la quercétine, la rutine, la myricétine et I'acide vanillique. Tandis que les
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branche contiennent du resvératrol, de l'acide benzoique, de l'acide p-coumarique, du

catéchol, de la myricétine, de la rutine et la quercétine (Ibrahim et al., 2023).

I1. Métabolites secondaires

11.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés phytochimiques naturels (Pérez et Torres, 2011). lls
sont tres diversifiés et peuvent étre classés en nombreuses classes et sous-classes : les acides
phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes, les tanins... (Curtay et Robin, 2000 ; Siricha
etal., 2010).

Les activités biologiques des polyphénols ont souvent été évaluées in vitro sur des
enzymes pures, des cellules cultivées, ou des tissus isolés en utilisant des aglycones de
polyphénols ou certains glycosides présents dans les aliments. Ils agissent aux interfaces eau-
lipides et sont impliqués dans les voies de régénération par oxydation avec les vitamines C et
E, car I'hydrophobicité des polyphénols est intermédiaire entre celle de la vitamine C (trés
hydrophile) et celle de la vitamine E (tres hydrophobe).

La biodisponibilité des polyphénols vise a établir et a corréler les apports en polyphénols
avec une ou plusieurs mesures précises de biodisponibilité, telles que les concentrations de
métabolites bioactifs clés dans le plasma et les tissus, ainsi que leurs effets potentiels sur la

santé dans des études épidémiologiques ( Manach et al., 2004).

De plus, Les polyphénols jouent un réle majeur dans la régulation de I'épigénome des
mammiféres grace a des mécanismes et des protéines qui remodelent la chromatine. En
occurrence, des approches thérapeutiques alternatives dans le cancer sont mises en évidence
(Rajendran et al., 2022). En plus de propriétés mentionnées ci-dessus, les polyphénols ont

d’autres effets biologiques (la figure 02).
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Figure 02 : Effets biologiques des polyphénols (Hollman et al., 1996 ; Chung et al ., 1998 ; Martin
et Andrantsitohaina, 2002 ; Patel et al., 2011 ; Reis etal., 2016 ; Zhang et Tsao, 2016).

11.1.2. Composés phénoliques
11.1.2.1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires communs des plantes
(Caliskan et Polat, 2011). IIs peuvent moduler 1’activité d’un grand nombre d’enzymes et de
récepteurs cellulaires (Manach et al., 2004). Leur activité antioxydants est due
principalement a leur propriété d’oxydoréduction, qui leur permet d’agir comme des agents
réducteurs (Rice et al., 1995).
11.1.2.2. Biosynthése des composés phénoliques

La biogenese des composés phénoliques des végétaux se fait par deux grandes voies
principales d’élaboration de cycles aromatiques (Guignard, 2000): la voie la plus
importante, d’acide shikimique et la voie d’acétate (Guignard, 2000 ; Bruneton, 2008 :
Boubekri , 2014).

La voie de shikimate

Elle conduit apres transamination et désamination a la condensation de phosphoenol
pyruvate et l'érythrose-4-phosphate. Il subit une série de réactions qui conduisent a la
formation d’acide chorismique, lequel est réarrangé grace a la chorismate mutase en acide
préphénique (point d’embranchement pour la synthése des acides aminés aromatiques qui sont
les précurseurs des composés phénoliques). L’acide p-hydroxyphényl pyruvique se forme

pour générer 1’acide cinnamique apres oxydation (Boubekri , 2014).

La voie d’acétate
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La glycolyse et la béta-oxydation conduisent a la formation d'acétyl-CoA, qui produit du
malonate. Par cette voie qua lieu la cyclisation de la chaine polycétide, obtenue par la
condensation répétée d'unités « acetate » par carboxylation de l'acétyl-CoA. Par la suite, la
réaction est catalysée par I'acétyl-CoA carboxylase (Boubekri, 2014). La biosynthése des
composés phénoliques permet la formation d’une grande diversité de molécules qui sont
spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe ou d’un tissu particulier (Guignard, 2000 ;
Bruneton, 2008).
11.1.2.3 Classification

La classification générale des composes phénoliques a été établie comme suit :

. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques qui possedent au moins une
fonction carboxyliqgue (Bruneton, 1999). Ils représentent un tiers des composés
polyphénoliques de notre alimentation végétale, abondants dans les fruits au golt acide
(Pandey et Rizvi, 2009). Ces molécules se caractérisent notamment par la présence d'un
cycle benzénique, d'un ou de plusieurs groupes hydroxyles et/ou de méthoxyle (Lourdes,
2013).

Les deux groupes essentiels des acides phénoligues sont :

- Les acides hydroxybenzoiques : dérivent de I'acide benzoique (C6-C1).

- Les acides hydroxy-cinnamiques : dérivent de l'acide cinnamique (C6-C3) (Budi¢ et
Lovrié, 2002).

. Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus répandu et commun de composés phénoliques
végétaux. Leur structure typique est celle des diphénylpropanes (C6-C3-C6), composés de
deux cycles aromatiques reliés par trois carbones (Figure 03), formant généralement un
hétérocycle oxygéné (Bravo, 1998). lls sont générés par une combinaison de deux
mécanismes: l'anneau A provient de l'acétate avec une méta-hydroxylation, tandis que
I'anneau B est issu du shikimate avec une hydroxylation en position 4' ou plus (Singleton,
1981).

Les flavonoides sont généralement présents sous forme de dérivés glycosidiques, bien
qu'ils puissent parfois étre trouvés sous forme d’aglycones (Bravo, 1998). lls englobent
plusieurs classes, telles que les anthocyanes, flavan-3-ols, flavones, flavonols, flavonones,

isoflavones, varient selon le degré d’oxydation du cycle hétérocyclique formé a partir de la
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chaine latérale a trois atomes de carbone de la partie phénylalanine, ainsi qu'un hydroxyle et

de deux carbones de la partie phloroglucinol (Singleton, 1981).

Les flavonoides sont divisés en plusieurs sous-groupes:

1. Flavonols

Les flavonols représente l'une des classes de composés bioactifs les plus prometteuses
(Barreca et al., 2021), constituent une sous-classe de flavonoides tout comme les flavones
(Barreca et al., 2020), grace a la présence d'une double liaison 2,3 sur le cycle C et d'un
groupe oxo en position 4 (Barreca et al., 2021), ils se distinguent par leur structure
moléculaire comprenant un squelette 2-phénylchromen-4-one, qui posséde structurellement
un groupe cétone en C4 et un groupe OH en position 3 du cycle. lls sont omni présents dans
les plantes (Hichri, 2019). lls se concentrent dans les feuilles et les parties extérieures des
plantes (Herrmann, 1988). Les plus connus étant la quercétine, la myricétine et le
kaempfeérol (Bravo, 1998).

Les flavonols sont présents dans de nombreux fruits et légumes (Aherne et O'Brien,
2002), ils jouent un role significatif dans la croissance et le développement des plantes
(Daryanavard et al., 2023). Ils sont connus pour leurs propriétés bénéfiques pour la santé,
telles que la prévention des troubles meétaboliques, activité antibactérienne, activité
anticancéreuse, activité antioxydante, activité anti-hypertensive, prévention des maladies
cardiovasculaires, activité anti-diabétique, activité anti-obésité, activité anti-inflammatoire
(Barreca et al., 2021), tandis que leur présence et leurs effets dans les aliments sont
influencés par des facteurs tels que le type de plante, la saison, la lumiere et le degre de
maturité (Aherne et O'Brien, 2002).

2. Flavone

La plupart des flavones se trouvent sous forme de 7-oglycosides (Crozier et al., 2009), il
existe de nombreuses options de substitution pour les flavones, telles que 1’hydroxylation, la
méthylation, la O - et C-glycosylation et ’alkylation (Del Rio et al., 2013). Récemment, la
flavone a émergé comme une plateforme prometteuse pour la conception de nouveaux
médicaments contre la dengue, une maladie considérée comme 1’une des principales menaces

pour la santé mondiale (Patigo et al., 2022).

3. Flavan-3-ols
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Les flavan-3-ols, contrairement a d’autres flavonoides, sont rarement présents dans les
plantes sous forme de glycosides, ce qui en fait la sous-classe de flavonoides la plus complexe
allant des simples monomeres, la (+)-catéchine et son isomere 1’(-)- épicatéchine aux
oligomeres et polymeres de proanthocyanidines, également appelés tanins condensés. Leur
structure présente deux centres chiraux en C2 et C3 du flavan- 3-ol monomere (Del Rio et al.,
2013), et lls sont non planaires en raison de leur élément C3 saturé (Crozier et al., 2009).

4. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des métabolites secondaires importants aux multiples activités (Sun
et al., 2021), ils font partie de la sous-classe des flavonoides des polyphénols (Mehmood et
al., 2021 ; Sun et al., 2021). lls sont largement présents dans les plantes, se trouvant dans
leurs feuilles, fleurs et fruits, et sont responsable des couleurs violettes, rouges, bleues ou
autres (Jaakola, 2013). Ce sont des pigments naturels hydrosolubles (Sun et al., 2021) qui
existent sous forme de glycosides (Bitasta et al., 2024). lIs jouent un role important dans la
tolérance au stress, notamment face a la sécheresse, a la lumiere intense et a la privation de
nutriments (Sun et al., 2021). En I’occurrence, offrent une diversité étendue de propriétés
bénéfiques pour la santé (Jaakola, 2013 ; Mehmood et al., 2021).

En effet, des études ont montré que les anthocyanes présentent un potentiel significatif
dans la lutte contre la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) (Mehmood et al., 2021). Il
est intéressant de noter que I’accumulation d’anthocyanes dans les pétales attire efficacement
les pollinisateurs, favorisant ainsi une pollinisation efficace (Grotewold, 2006). Les
anthocyanes constitués d'une variété de types, parmi lesquels on trouve la delphinidine, la

péonidine, la pétunidine, la pélargonidine et la malvidine (Mehmood et al., 2021).

10
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Figure 03 : Structure de base des flavonoides (Del Rio et al., 2013).

o Tanins

Les tannins sont des composés phénoliques polaires d’origine végétale, de masse molaire
comprise entre 500 et 3000 g/mol (Berthod et al., 1999 ; LourdesReis Giada, 2013). lls
représentent une classe tres importante de polyphenols localisés dans des vacuoles (Aguilera-
Carbo et al., 2008). Certains tanins présentent également des propriétés vitaminiques « P »,
I’ancien nom de la vitamine C2 (Derbel et Ghedira, 2005). Sur le plan structural, les tanins
sont divisés en deux groupes (Figure 04) :

1. Les tanins condensés

Les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeres constitués d’unités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Bruyne et al., 1999 ;
O’Connell et Fox, 2001). Cette classe de tanins est la plus présente dons le monde végeétale
(Zimmer et Cordesse, 1996).

11
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Figure 04: Structure d’un tanin condensé (Derbel et Ghedira, 2005).

2. Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters dacide gallique et des esters d'acide hexahydroxydiphenique. Par
hydrolyse, les acides phénoliques libérés sont I'acide gallique ou I’acide éllagique, a partir des
tanins galliques et les tanins éllagiques respectivement (Figure 05) (Zimmer et Cordesse,
1996). Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique
(tannase) (Ribéreau-Gayon, 1968).

COOH OH OH
| HO } L___oH
I ] LT (I
HO T ©H HO = OH
OH HO,C  CO,H
acide gallique acide hexahydroxydiphénique (HHDP)
HO _ O
) SN0 | OH
) 9 e '
O, o | i
O .
l ~- OH
| : | 0=\~ OH OH
| [
HO I OH - | “~~OH

1,2,3-tri-O-galloyl-p-D-glucose
Figure 05 : Structure de I’acide gallinique, de 1’acide hexa-hydroxydiphénique et d’un tanin
gallique (Derbel et Ghedira, 2005).

11.2. Saponines et sucres totaux

e Saponines

Les saponines sont des composes produits en tant que métabolites secondaires par diverses
espéces végétales. Le nom « saponine » est dérivé du mot latin sapo, qui signifie « savon » en
raison de leurs propriétés tensioactives. Ces propriétés leurs permettent de former une mousse

stable semblable a celle du savon lorsqu‘elles sont agitées en solution aqueuse (Barbosa,
2014).

Les saponines sont des glycosides stéroidiens ou triterpénoides courants dans de
nombreuses plantes et produits végétaux essentiels pour 1’alimentation humaine et animale

(Desai et al.,2009). Elles possédent une grande diversité structurelle qui leur confere une

12
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gamme de propriétés, notamment des propriétés biologiques, médicales et pharmacologiques

telles que I’activité anti-hémolytique, antimicrobienne.

Elles sont également utilisées dans I’industrie pharmaceutique comme mati€re premicre
pour la synthese de médicaments stéroidiens (Barbosa, 2014). De plus, les saponines
présentent des propriétés pharmacologiques bénéfiques dans le traitement des maladies
inflammatoires chroniques comme 1’asthme et la tuberculose (Wu et al., 2012). Elles sont
connues pour leur activité analgésique, anti-nociceptive et antioxydants. De plus, elles
peuvent altérer la digestion des protéines, provoquer une hypoglycémie et agir comme agents

antifongiques et antiviraux (Desai et al., 2009).
e Sucres totaux

Les sucres totaux sont définis comme tous les sucres naturellement présents dans les
parties de plantes (Johnson et al., 2009). lls jouent un réle crucial dans leurs vie, étant
produits par la photosynthese. lls sont ensuite transportés vers les tissus profonds et stockés
sous forme de composés de réserve tels que les lipides, le saccharose et 1’amidon. La
régulation de ce processus métabolique dépend de la concentration en sucres (Loretti et al.,
2001). Certains sucres remplissent un role structural, tels que la cellulose et la chitine, tandis
que d’autres ont une importance biologique en tant que signaux de reconnaissance, comme les

glycanes présents dans les glycoprotéines et les glycolipides (Well, 2001).

I11. Activités biologiques des extraits de la plante de Lagunaria patersonia

I11.1. Activité antioxydants

Une alimentation déficiente en fruits et Iégumes, principale source d'antioxydants tels que
les vitamines C et E, les caroténoides et les polyphénols, entraine une diminution de la
capacité antioxydants. Bien que le stress oxydatif ne soit pas une maladie en soi, il crée un

environnement propice au développement de diverses pathologies.

L'oxydation des lipides contribue a l'apparition des maladies cardiovasculaires, tandis que
I'oxydation de I'ADN intervient dans plusieurs processus menant au développement du cancer.
Ces antioxydants peuvent étre synthétisés par le corps ou provenir de notre alimentation sous

forme de fruits et Iégumes (Haleng et al., 2007 ; Defraigne et Pincemail, 2008).

13
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I11.1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules instables et toxiques agissant a la fois comme
agents de défense et sources de dommages, en retirant des électrons d'autres molécules, les
rendant instables et contribuant & des dommages cellulaires, néanmoins, ils sont essentiels

pour combattre les éléments indésirables (Sebbar et al., 2023).

Les radicaux libres peuvent étre formés par oxydation ou par réduction (Halliwell et
Gutteridge, 2008 ; Dubois, 2015). Cependant, une surproduction de radicaux libres peut
causer des dommages tissulaires associés a diverses maladies, en effet, sans la présence de
substances telles que des enzymes antioxydants dont la catalase ou le glutathion pour les
neutraliser, ces radicaux libres exerceraient un effet tres toxique sur les cellules (Oueslati,
2017).

o Les radicaux libres endogénes

Les radicaux libres endogénes peuvent émaner de diverses parties a l'intérieur des cellules.
Méme en situation d’hypoxie mitochondriale, la mitochondrie reste la principale source de ces
radicaux (Beaudeux et al., 2006). Le cytochrome P450 est une autre source potentielle de
production de ces radicaux (Goeptar et al., 1995).

Ces radicaux peuvent également étre générés par diverses enzymes comme la xanthine
oxydase, la NAD(P)H oxydase, les cyclooxygénases (COX-1 et COX-2), la NO synthase, les
lipoxygénases (LPO) ou la myéloperoxydase (MPO) (Beaudeux et al., 2006).

o Les radicaux libres exogénes

Les radicaux libres provenant de sources externes sont principalement générés par la
consommation d'alcool, I'exposition a la fumée du tabac, les rayonnements tels que les rayons
X ou Y, les solvants organiques, les pesticides, la pollution atmosphérique, l'exposition a des
produits chimiques tels que les xénobiotiques (toxiques, médicaments), les carences
nutritionnelles, I'amiante, les ultrasons, les micro-ondes et les métaux lourds (Favier ;
Morelle, 2003).

Parmi les types les plus courants des espéces réactives de ’oxygene (ERO), il existe :
I’anion superoxyde (O,¢7), le radical hydroxyle (OHe) et le peroxyde d’hydrogéne (H20,)
(Sebbar et al., 2023).

111.1.2. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)
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> L’anion superoxyde (O, ™)
L'oxygene (O,), lorsqu'il est en contact avec des rayonnements, des métaux, des enzymes
de type oxydase ou du complexe de la chaine respiratoire, il capte un électron et former un

radical superoxyde O, ¢~ (Barouki, 2006).

Il est synthétisé par les macrophages, les phagocytes polynucléaires selon les réactions
suivantes : (Morelle, 2003 ; WU et al., 2009).

NADPH + 20, — NADP* +H* +20,

Ce dernier est neutralisé en peroxyde d’hydrogéne (H, O, ) par 1’enzyme superoxyde
dismutase (SOD) afin d’éviter la formation de dérivés plus toxiques comme la peroxynitrite
(ONOOQO)) ou le radical hydroxyle (OH+) (Afonso et al., 2007) selon les réactions suivantes :

SOD

Il joue un role tres important dans les maladies rhumatismales en particulier et dans
I’inflammation en général (Henrotin et al., 2005). D'autres études ont mis en évidence le role
thérapeutique de la SOD dans préservation du cartilage attaqué par 1’ion super oxyde, gréce a
I'introduction de lI'enzyme SOD native d'origine bovine pathologique de I'ion superoxyde (O,
) (Goebel et al., 1981).

»  Le peroxyde d’hydrogéne H,0O,
Le H,0O; est I’'une des espéces réactives de I’oxygéne (ERO) qui peut se déplacer dans le

cytoplasme et traverser les membranes. Il est synthétisé a partir de la transformation de

I’anion superoxyde par la SOD (réaction de dismutation).

SOD
2H* +20,7 ---—--- — H202 + O

La SOD transforme 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene qui est éliminé par la
glutathion peroxydase ou la catalase. C’est un produit plus stable, utilis¢é comme un agent
oxydant tres réactif (utiliser comme désinfectant et agent de blanchiment (Afonso et al.,
2007; Lacolley, 2007).

> Le radical hydroxyle OHe
Le radical hydroxyle est I'oxydant intracellulaire le plus puissant, il est extrémement

réactif et interagit de maniere non sélective avec de nombreuses macromolécules biologiques,
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telles que les sucres, les acides aminés, les phospholipides, les nucléotides et les acides
organiques (Valentine et coll, 1998). Il peut réagir par échange d’électrons, addition sur les

doubles liaisons ou arrachement d’un atome d’hydrogéne (Lacolley, 2007).

Il est produit principalement a partir de 1’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne au

cours de la réaction de Haber-Weiss et la réaction de Fenton (Wink et al., 1994):
Réaction d’Haber-Weiss : O, +H,0, — OHe + OH™ + O,

Réaction de Fenton : H,O, + Fe*+ — OH™ + Fe3+ + OHe

> Le monoxyde d’azote (NO)

C’est un composé naturel, stable et un radical libre. Il se forme par la réduction
bactériologique des nitrates et nitrites dans le sol et 1’eau, ainsi que par 1’oxydation
enzymatique de la L-arginine chez les animaux (Ducrocq et al., 2011). En effet, la NO
synthase de type 2 (NOS2 ou iNOS) est une enzyme produite par les macrophages actives, qui
génére de l'oxyde nitrique (NO) a partir de la L-arginine, aidant a contréler ou a détruire les

agents pathogénes intracellulaires (Bogdan et al., 2000).

Les effets du NO dans le systeme immunitaire sont multiples et variés. 1l peut avoir des
actions antivirales, antimicrobiennes, immunostimulantes, immunosuppressives, cytotoxiques
et cytoprotectrices. La production de NO est essentielle au bon fonctionnement des
lymphocytes NK et influence significativement la production de cytokines impliquées dans
I'immunité innée. De plus, le NO peut avoir des effets anticancéreux, notamment en inhibant
la progression des métastases et en favorisant la régression de certaines tumeurs (Bogdan,
2000).

Il existe d’autre types du ERO cités dans le tableau ci-dessus (Tableau I ).
Tableau I : Principaux ERO (Crompton, 1999).

Nom Symbole
Radical oxyde nitrique. NO-
Radical alcoxyle. RO-
Radical hydro peroxyde. HOO-
Radical peroxyde. ROO-
Peroxynitrite. ONOO~
Oxygene singulet. 10,
Hypochlorite. CIO™
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111.1.3. Stress oxydatif et ses conségquences
e Définition
Le stress oxydatif résulte de l'agression des cellules par des radicaux libres et son
incidence augmente généralement avec l'dge. Il est crucial d'adopter une alimentation
équilibrée et un mode de vie sain pour contrer ce phénoméne. Dans certains cas, une
supplémentation en antioxydants peut étre conseillée, notamment en cas de carence ou de

pratique sportive intense (Sebbar et al., 2023).

La surproduction de radicaux libres entraine des dommages directs aux molécules biologiques
telles que I'ADN, les protéines, les lipides et les glucides par oxydation. De plus, elle génére
des métabolites cytotoxiques et mutagénes lors de l'oxydation des lipides, provoquant des

lésions secondaires.

En réponse a ces composés anormaux, l'organisme peut produire des anticorps, qui,
malheureusement, peuvent egalement étre des auto-anticorps, entrainant ainsi une troisiéme
vague de dommages biochimiques. En ’occurrence, le stress oxydatif peut accélérer le
processus de vieillissement cellulaire, le cancer, les maladies cardiovasculaires ou les

maladies neuro-dégénératives telles que la maladie d’ Alzheimer (Favier, 2003).
e Ses conséquences biochimiques

Peroxydation lipidique: Les acides gras polyinsaturés sont vulnérables a l'attaque des
radicaux hydroxyles, qui arrachent un hydrogene des carbones entre deux doubles liaisons,
formant ainsi des radicaux diénes conjugués. Ces radicaux sont ensuite oxydés en radicaux
peroxyles, qui réagissent avec d'autres acides gras pour former de nouveaux radicaux diénes

conjugués, appelés hydroperoxydes.

Ces derniers peuvent soit étre neutralisés par la glutathion peroxydase, soit continuer a
s'oxyder et se décomposer en aldéhydes, acides et en alcanes (éthane, éthyléne, pentane),
éliminés par les poumons. Les radicaux peroxyles peuvent libérer divers aldehydes toxiques,
tels que le malondialdéhyde (MDA). Cette réaction peut conduire a la formation de LDL
oxydées, favorisant l'athérosclérose, et perturber la transduction des signaux cellulaires
(Favier, 2003).

17



Chapitre 1 Synthese bibliographique

I11.1.4. Types d’antioxydants
111.1.4.1. Antioxydants enzymatique
e Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines, agissant comme ['une des premicres réponses face au stress
oxydatif, contribuent a la neutralisation de I’anion superoxyde O2e- en le convertissant en
peroxyde d’hydrogéne et en oxygene par une réaction de dismutation. Il existe trois isoformes
de la superoxyde dismutase (la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la
Cu/Zn-SOD3) qui different par leurs localisation génomique, leur composition métallique,
leur structure quaternaire, et leur localisation cellulaire (Haleng et al., 2007).

2H" +2 0, — H,0, + O,
e Catalase

La catalase est une enzyme largement répandue chez les organismes eucaryotes et
procaryotes (Hertwig et al., 1992), jouant un réle essentiel dans la décomposition du
peroxyde d’hydrogéne (Favier, 2006). Son activité peut étre affectée par des conditions telles
que le stress thermique ou osmotique (Hertwig et al., 1992). Les catalases sont notamment
présentes dans les hématies et les peroxysomes hépatiques (Favier, 2006).

CAT
2 H202 ------ — 2 H20 + 02

e Glutathion peroxydase (GPx)

Cette sélénoprotéine est composée de cing isoformes, agit en réduisant les peroxydes en
utilisant son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal est d'éliminer
les peroxydes lipidiques générés par le stress oxydant agissant sur les acides gras

polyinsaturés (Haleng et al., 2007).

Une autre forme de glutathion peroxydase, la phospholipide-hydro peroxyde glutathion
peroxydase (PHGPXx), est localisée dans la membrane mitochondriale et joue un role

spécifique dans la réduction de la peroxydation lipidique (Nomura et Imai, 2000 ).

111.1.4.2. Antioxydants non enzymatique

e Vitamine C

18



Chapitre 1 Synthese bibliographique

La vitamine C ou I’acide ascorbique hydrosoluble (Misset, 2019), c’est un excellent
piégeur des especes réactives de l'oxygene (EOA) comme (radical hydroxyle HO" ou le
superoxyde O;"), elle agit en tant qu'antioxydants en inhibant la peroxydation lipidique et en
régénérant la vitamine E a partir de sa forme radicalaire. Ce
dernier est formé de son interaction avec les radicaux lipidiques. En plus de ses propriétés
antioxydants, la vitamine C joue un réle essentiel dans le bon fonctionnement du systeme
immunitaire, la production du collagene et des globules rouges, ainsi que dans les processus
de métabolisation du fer (Haleng et al., 2007).

e Vitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, notamment 1’a- et le y-tocophérol. Leur
nature hydrophobe leur permet de s'incorporer dans les membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou ils agissent comme des agents protecteurs en neutralisant les radicaux
peroxyles (ROO"), formant ainsi un radical tocophéryle qui empéche la propagation de la
peroxydation lipidique (Haleng et al., 2007). Plusieurs études suggérent qu'elle joue un réle
préventif dans I'athérosclérose et réduit I'absorption des LDL oxydeés (Ricciarelli et al., 2000).

e Caroténoides
Les caroténoides sont genéralement composés de deux unités tétraterpeniques liées par
une liaison queue a queue. La plupart des caroténoides ont une ou deux structures cycliques (5
ou 6 chainons) formées par la cyclisation des groupes a I'extrémité. Ils constituent un groupe
de pigments végétaux présents dans de nombreux fruits et Iégumes (Rao et Agarwal, 1999 ;
Maiani et al., 2009). lls sont constitués d'une variété de types, parmi lesquels on trouve la

Zéazanthine, b-Cryptoxanthine, Echinénone, Lycopéne et la b-caroténe (Somé et al., 2004).

Il présentent un potentiel protecteur contre le développement de troubles cognitifs (Feart et
al.,2013) ainsi que dans la réduction du risque de cancer (Le Marchand et al., 1993), des
maladies cardiovasculaires (Jha et al., 1995) et du risque de développer une dépression
(Bardinet et al., 2023).

e Oligoéléments
Les oligo-éléments, tels que le cuivre, le manganese, le sélénium et le zinc, sont des
micronutriments essentiels agissant en tant que cofacteurs pour les enzymes antioxydants. En
effet, leur rble est crucial dans la protection de l'organisme contre les radicaux libres

d'oxygene (Leung, 1998 ; Haleng et al., 2007).
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I11. 2. Activité anti-inflammatoire
111.2.1.Définition

L'inflammation représente une réaction naturelle de protection ou d'ajustement face a
une agression, pouvant étre causée par des microorganismes ou toute substance étrangere a
I'organisme (Pasquier, 1995). Cette réponse se caractérise par divers symptémes locaux
(rougeur, chaleur, enflure, douleur) et généraux (fiévre, fatigue, perte d'appétit, douleurs
musculaires, léthargie...), et parfois méme des complications potentiellement graves (comme

I'occlusion ou la rupture d'une artere lors d'une vascularite (Muster, 2005).

Le processus inflammatoire se compose de quatre phases distinctes : la détection des signaux
de danger, le recrutement des cellules sur le site infecté, I'élimination du pathogene et la

résolution de lI'inflammation menant a la cicatrisation du tissu Iésé (Barton, 2008).

Les médiateurs chimiques spécifiques different en fonction du type de processus
inflammatoire et englobent des composés tels que la sérotonine, I'histamine, les

prostaglandines et les kinines (Vijayalakshmi, 2011).

111.2.2. Types de I’inflammation

e Inflammation aigué
Il s'agit d'une réaction immédiate a une agression, de courte durée (quelques jours ou
semaines), qui survient souvent de maniére brutale et se caractérise par des phénomeénes
vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles en cas de destruction tissulaire importante
(Rousselet et al., 2005).

¢ Inflammation chronique

Les inflammations chroniques sont caractérisées par une absence de guérison spontanée
et une évolution persistante ou progressive sur plusieurs mois ou années. Elles peuvent
survenir dans deux contextes principaux : d'abord, les inflammations aigués peuvent évoluer
vers des formes prolongées subaigués et chroniques lorsque I'agent pathogéne initial persiste
dans les tissus ou lorsque des récidives d'inflammation aigué se produisent de maniere
répétée. Certaines inflammations peuvent se présenter d'emblée sous une forme apparemment
chronique, ou la phase aigué vasculo-exsudative peut passer inapercue en raison de sa

brieveté ou de son caractere asymptomatique. C'est souvent le cas dans les maladies auto-
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immunes, comme dans le cas de I'hépatite chronique active secondaire a une infection par le
virus de I'népatite B ou C (Rousselet et al., 2005).

111.2.3.Inflammation et dénaturation protéique

L'inflammation peut induire une augmentation de la production de radicaux libres
(Morel, 1999), entrainant ainsi une attaque des macromolécules cellulaires. Cette attaque peut
conduire a la peroxydation des lipides, a l'oxydation de I’ADN et des protéines et divers
dysfonctionnements cellulaires, notamment une hyperprolifération, une apoptose cellulaire,
des dépodts lipidiques et des mutations, susceptibles de contribuer au développement de
maladies telles que les cancers, les maladies cardiovasculaires ou les maladies

neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Favier, 2003).

111.2.4. Anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires, de par leur diversité chimique, agissent de maniere
symptomatique sur la réponse tissulaire non spécifique a une agression, et leur objectif est de

prévenir la transition de lI'inflammation aigué vers une phase chronique (Muster, 2005).

e Anti-inflammatoires non steroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) restent parmi les médicaments les plus
couramment utilisés a I'échelle mondiale, que ce soit par prescription médicale ou en
automédication. Leur popularité découle de leurs effets anti-inflammatoires, antipyrétiques et
analgésiques (Jouzeau et al., 2004). Ces medicaments, englobent diverses classes chimiques

qui ne présentent pas de structure stéroidienne (Muster, 2005).

Le risque principal associé a leur utilisation est les saignements gastro-intestinaux, mais ils

peuvent également affecter la fonction rénale (Lelong et al., 2012).

Leur principale caractéristique est leur capacité a inhiber les deux isoformes de la cyclo-
oxygenase (COX1 et COX-2), réduisant ainsi la production de prostaglandines E2 et de

thromboxane A2 a partir de I'acide arachidonique (Fournier, 2008 ; Risser et al., 2009).

e Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Ces stéroides, analogues ou précurseurs de la cortisone produite naturellement par les
glandes surrénales, possédent diverses propriétés pharmacologiques, dont beaucoup peuvent
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entrainer des effets indésirables tels que le diabéte. Ils agissent en régulant les réponses
inflammatoires et modulant divers processus métaboliques en influencant I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien et une corticothérapie a court terme peut parfois étre appropriée
(Muster, 2005 ; Philippe, 2008).

e Anti-inflammatoires d’origine végétale
Le regne végetal regorge d'une grande variété de composés phytochimiques, chacun
avec un large spectre d'activités. Parmi eux, certains possedent des propriétés anti-
inflammatoires. Beaucoup agissent en bloquant les voies de la cyclooxygénase et de la
lipooxygénase, ainsi que par d'autres mécanismes. D'autres enzymes ciblées incluent la
phospholipase A2 et le monoxyde d'azote (NO)...ect (Barnes, 1998 ; Yatoo, 2018).

111.2.5. Méthodes d’étude de Pactivité anti-inflammatoire in vitro

Les essais in vitro sont généralement réalisés sur les molécules ou les cellules
impliquées dans les processus inflammatoires. Parmi ces tests, on peut mentionner celui de la
dénaturation des protéines, de la stabilitt membranaire, et de l'inhibition des enzymes et

molécules pro-inflammatoires... (Seeman, 1967 ; Charlier et Michaux, 2003).

Le monoxyde d’azote (NO) est un composé naturel, stable et radical libre. Il se forme par

I’oxydation enzymatique de la L-arginine chez les animaux (Ducrocq et al., 2011).
I11.3. Activité antibactérienne
111.3.1. Les Bactéries
e Definition
Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires procaryotes. Elles mesurent
généralement entre 0,5 et 10 micrométres de longueur et peuvent avoir des formes variées :
sphériques (coques), allongées ou en batonnets (bacilles), et plus ou moins spiralées

(spirilles). Le poids d'une bactérie est d'environ 10 72 g, et elle contient 70 % d'eau par

rapport a son poids sec (Hart et Shears, 2006).

Les bactéries sont présentes partout dans la nature Chez ’homme, on estime qu’environ 10'?
bactéries colonisent la peau, 10'° la bouche et 10" I’intestin. La plupart de ces bactéries sont
inoffensives ou méme bénéfiques pour notre organisme. Cependant, certaines especes
bactériennes sont pathogenes et responsables de maladies infectieuses telles que le choléra et
la tuberculose (Chevalier et al., 2008 ; Carletet al., 2012).
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e Structure et composition de la cellule bactérienne
Dans la cellule bactérienne, on peut identifier des éléments constants, présents chez
toutes les especes bactériennes, ainsi que d'autres éléments facultatifs qui ne se trouvent que

dans certaines especes (Chevalier et al., 2008 ; Carlet et al., 2012).

Membrane cytoplasmique

Elle se compose d’une membrane trilamellaire formée d’une double couche de
phospholipides, dont les pbles hydrophobes sont face a face. Cette membrane est associée a
des protéines, telles que les perméases, qui jouent un role essentiel dans les échanges de
substances. D’autres protéines interviennent dans la synthése du peptidoglycane et servent de
liaisons aux pénicillines. De plus, certaines protéines sont impliquées dans la respiration
cellulaire ou la production d’énergiec (ATPase). Contrairement aux eucaryotes, la membrane

cytoplasmique des bactéries ne contient pas de stérols (Carlet et al., 2012).

Paroi

La paroi bactérienne est une enveloppe rigide qui assure 1’intégrité de la bactérie et lui
confere sa forme caractéristique. Elle protége la bactérie contre des conditions contraignantes
telles que les variations de pression osmotique (5 a 20 atmospheres) et la température.
Cependant, ce compose essentiel est absent chez les Mollicutes (Mycoplasma) (Cabeen et
Jacobs, 2005). En excluant les bactéries halophiles et thermophiles, qui sont souvent des
archéobactéries, le peptidoglycane (ou muréine) est un élément commun a toutes les parois

bactériennes. Il constitue I’enveloppe la plus interne (Rodrigues et al., 2017).

e Bactéries a Gram positif

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (Gram positif) (Huda, 2013) est un agent pathogéne virulent
fréeqguemment identifié comme une cause des infections du site opératoire (Matza et al.,
2019) pouvant entrainer des infections cutanées superficielles, des infections des tissus plus

profonds et méme la septicémie.

Il peut également causer des maladies gastro-intestinales. Cependant, la présence de souches
résistantes aux antibiotiques diminue I'efficacité des traitements (Kane et al., 2018). Le S.
aureus résistant a la méthicilline. En outre, S .aureus peut également étre trouvé chez les

chiens et les chats (Weese et van, 2010).
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Bacillus subtilis

Bacillus subtilis, une rhizobactérie (Sonenshein et al., 2001) étudiée depuis longtemps,
joue un réle de premier plan dans la recherche sur les bactéries Gram-positives (Moszer et al.,
2002). Sa capacité a intégrer ’ADN extracellulaire en fait un outil précieux pour les

manipulations génétiques. Elle est également connue pour son processus de sporulation.

Les spores en état de dormance ont la capacité de résister a des conditions extrémes. Elles
peuvent également échapper a la prédation par d’autres micro-organismes et par des macro-
organismes (Kovacs, 2019). Egalement, cette bactérie contribue significativement & renforcer
la réponse immunitaire face aux troubles gastro-intestinaux et hépatiques, tout en ayant un

effet régulateur sur la flore intestinale (Lin et al., 2021).

e Bactéries a Gram negatif

Escherichia coli

Le genre Escherichia, nommé en I'nonneur du pédiatre allemand Theodore Escherich,
comprend des bacilles a Gram négatif facultatifs et anaérobies, faisant partie de la famille des
Enterobacteriaceae (Edwards et Ewing, 1986). Parmi les micro-organismes les plus étudiés,
il peut déclencher des diarrhées, toutefois, il est responsable des infections sanguines et des

infections des voies urinaires (Sannes et al., 2004 ; Gomeset al., 2016).

La résistance aux antibiotiques menace I'efficacité du traitement des infections a E. coli. En
effet, on observe une augmentation de la prévalence de ses souches multirésistantes a I'échelle
mondiale, principalement due & la diffusion d'éléments génétiques mobiles comme les
plasmides (Allocati et al., 2013).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un type de bacille & Gram négatif qui a une capacité de
s’adapter a différents milieux et d’utiliser une variété de composés pour survivre. Capable
d'infecter pratiquement tous les types de tissus, dans les brilures, les infections pulmonaires et

les infections oculaires (Williams et Worsey, 1976).

Ce pouvoir est attribué a une gamme variée de facteurs de virulence. Parmi ces facteurs
figurent les pili, les flagelles, les lipopolysaccharides, les protéases, le quorum sensing,
I'exotoxine A, ainsi que les exoenzymes sécrétees par le systeme de sécretion de type Ill
(Lyczak et al., 2000).
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111.3.2. Les Antibiotiques
111.3.2.1. Définition

Un antibiotique est un composé chimique créé par des micro-organismes qui peut
arréter la croissance ou d’éliminer les bactéries et d’autres micro-organismes (Bentley et
Bennett, 2003). L’usage des antibiotiques a marqué un tournant dans le traitement des
maladies, réduisant ainsi les taux de mortalité et de maladies a I’échelle globale (Goossens et

al., 2005).
111.3.2.2. Classification des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent étre classés selon divers criteres :

- Origine : lls peuvent étre naturels, produits par des organismes vivants ou synthétisés
artificiellement grace a la chimie.

- Composition chimique : IIs peuvent étre des composés dérivés d’acides aminés, de
structures héterosidiques, ou de molécules polycycliques.

- Type d’activité : Leur action peut étre dirigée contre les bactéries, les champignons,
ou les cellules en division.

- Mode d’action : Ils peuvent agir en fonction de I’antibiotique spécifique.

- Modalité d’action : Ils sont qualifiés de bactériostatiques s’ils inhibent simplement la

croissance des bactéries, ou de bactéricides s’ils entrainent la mort des bactéries

(Senhadji, 2019).

111.3.2.3. Résistances aux antibiotiques

e Les résistances naturelles
La résistance naturelle se produit quand toutes les souches d’une espece bactérienne
sont insensibles a un antibiotique donné. Cela est d0 a des traits héréditaires communs a toute
I’espéce, qui rendent certains antibiotiques inefficaces. La structure unique de leur paroi
cellulaire, qui bloque I’accés des antibiotiques a leurs cibles, ou 1’absence de la cible elle-
méme, sont des exemples de facteurs qui contribuent a cette résistance innée (Normak et
Normak, 2002).

e Les résistances acquises

La résistance acquise aux antibiotiques se produit quand certaines bactéries d’une
espéce, initialement sensibles, deviennent résistantes par mutations ou échanges génétiques.

Les antibiotiques, bien qu’ils ne soient pas mutagenes, favorisent la sélection de mutants
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résistants en éliminant les bactéries sensibles, ce qui facilite leur multiplication. En
I’occurrence, 1’usage massif d’antibiotiques en médecine humaine est le principal facteur de

I’augmentation de cette résistance (Goossens et al., 2006).
111.3.2.4. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques fonctionnent de deux maniéres principales : certains, comme les
tétracyclines, phénicols et macrolides, sont bactériostatiques et bloquent la croissance des
microbes, tandis que d’autres, tels que les béta-lactamines, aminosides et polypeptides,
sont bactéricides et tuent les germes. Chaque antibiotique a un mécanisme d’action unique
(Garnier, 1992 ; Khiati, 1998).

111.3.2.5. Antibiogramme et méthode des disques

e Antibiogramme
Un antibiogramme est un test qui évalue si une bactérie responsable d’une infection est

sensible ou résistante a différents antibiotiques (Jehl et al., 2015).

e Meéthode des disques

La méthode des disques pour [’antibiogramme consiste a déposer des disques
d’antibiotiques sur une gélose ou 1’on a cultivé des bactéries (Figure 06). L’antibiotique se
diffuse dans la gélose, créant une zone sans croissance bactérienne (Pariente Ichou, 2011).
On mesure le diameétre de cette zone pour chaque bactérie avec un antibiotique spécifique et
on le compare a des valeurs seuils pour déterminer la sensibilité de la bactérie a I’antibiotique
(Marcel, 2005).

Zore ol les backees Zone oU la crossance
2 Gdveloppent nonmadement dos bactanes est nhibée

borle de Pein

mGue
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Mesure du damatre de la 2one
dinhibtion de croissance des Dachénes

Figure 06 : Méthode des disques (Raynaud J., 2006).
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IV. Plans d'expériences

Les plans d'expériences organisent les essais de recherche pour maximiser les
informations avec le moins de simulations possible, en suivant des régles mathématiques
strictes. Leur compréhension repose sur deux notions clés : l'espace expérimental et la

modélisation mathématique des variables étudiées (Goupy, 2006).

Pour étre utilisable, un plan d'expérience doit remplir la condition d'orthogonalité, essentielle
pour calculer l'effet d'un facteur (Gillon, 1997). De nombreux plans d'expériences sont
disponibles pour répondre a toutes les situations rencontrées par un expérimentateur (Goupy,
2006) :

e Plans factoriels complets a deux niveaux.

e Plans factoriels fractionnaires a deux niveaux.

e Autres plans a deux niveaux (plans de Koshal, plans de Rechtschaffner, plans de
Plackett et Burman, tables de Taguchi, plans sursaturés).

e Plans a plusieurs niveaux (plans complets a trois niveaux, plans a niveaux mixtes,
carrés gréco-latins, carrés latins, carrés de Youden).

e Plans pour surfaces de réponse (plans composites, plans de Box-Behnken, plans de
Doehlert, plans de Mozzo, plans hybrides).

IV.1. Principaux avantages des plans d’expériences

La méthode des plans d’expériences offre une interprétation claire et directe en
fournissant un modéle expérimental précis du systeme étudié (Gillon, 1997). Ses principaux

avantages comprennent:

e Réduction du nombre d’essais requis.

e Détection des interactions entre les facteurs.

e Obtention de résultats précis de maniere optimale.
e Modélisation des réponses analyseées.

e Exploration de nombreux facteurs potentiels.

IVV.2. Plans de surface de reponse

27



Chapitre 1 Synthese bibliographique

La méthodologie de surface de réponse est une approche utilisée dans les plans
d'expériences pour I'optimisation des méthodes de recherche. Elle repose sur une modélisation
empirique qui évalue comment un ensemble de facteurs expérimentaux controlés est lié aux

résultats observés (Annadurai et Sheeja, 1998).

Il 'y a trois types principaux de plans de surface de réponse largement utilisés : les plans de

Box-Behnken, les plans de Doehlert et les plans composites centreés.
IV.2.1. Plans de Box-Behnken

En 1960, Box et Behnken ont introduit ces plans qui permettent de construire des
modeles du second ordre en utilisant des variables ajustées a trois niveaux (-1, 0 et +1)
(Chagnon, 2005).

Ce modéle est essentiel pour analyser les interactions entre les différents facteurs et
déterminer leurs concentrations optimales. Les plans de Box-Behnken offrent une alternative
aux plans composites en utilisant seulement 3 niveaux pour chaque facteur, ce qui permet de

modéliser une surface de réponse du deuxieme degré (Benoist et al., 1994).
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I. Matériels

1.1. Matériels végétale
Feuilles et graines de Lagunaria Patersonia.

1.2. Matériels de laboratoire

. Réactifs

Eau distillée, ABTS, quércitine, acide gallique, héxane, éthanol, réactif de Folin Ciocalteu,
carbonate sodium (Na2CQ3), chlorure d'aluminium (ALCL3), vaniline, acide chlorhydrique,
chlorures ferriques (FeCl3), acide sulfirique, phenol, réactif de Griess, sodium nitroprusside.
. Appareillages

Centrifugeuse (Sigma 1-6), PH-métre (Hanna PH 211), spectrophotométre UV-visible
(UV-9200), broyeur électrique (BRANDMANNS (B20-2005AR1)), tamiseuse (Retscch),
balance de précision (balance de précision), vortex (VELP Zx3), bain Marie, étuve (Binder),
appareil de séchage (Fohere dehydrator GGJ-320A AC 220-240V/50/Hz/240W), appareil
photo (Oppo Al2), auto clave, four Paster, hotte (HSBP-180).

1. Méthodes
I1.1. Préparation de I’extrait éthanolique de feuilles et de graines

. Récolte

Les feuilles et les graines ont été récoltées au niveau de 'université de Bejaia (Targa
Ouzemour) au mois du Janvier 2024.

o Séchage
Aprés la récolte, les feuilles et les fruits de Lagunaria Patersonia ont été séché a

I’obscurité dans une étuve ventilée a 35°C afin de protéger leurs composés phénoliques

contre I’humidité et la lumiére. Apres le séchage des gousses, leurs fruits ont été récupérés

(Figure Q7).

......

Figure 07 : Séchage de feuilles et fruits de Lagunaria Patersonia (Photographies originales).
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° Broyage

Les feuilles et les graines ont été broyés avec un broyeur électrique chaque 10 secondes

pour prévenir toutes élévation de la température lors du broyage (Figure 08).

Figure 08 : Broyage de feuilles et des graines de Lagunaria Patersonia (Photographies
originales).
o Tamisage
Les feuilles ont été tamisé jusqu’a obtention d’une poudre de 125 um et moins (Figure
09). Par contre, la poudre des graines a été soumise a une délipidation en utilisant de I’hexane
la poudre des graines suspendue dans 1’hexane a été laissée a sécher dans une hotte appropriée

jusqu'a obtention d’une huile de couleur jaune (Figure 10).

Figure 09 : Tamisage de la poudre. Figure 10: Délipidation de la poudre de graines.

. Conservation

L’huile et les poudres obtenues ont été conservées a 4°C.
11.2. Optimisation

Pour déterminer les meilleures conditions d’extraction des composés phénoliques contenus
dans les graines et les feuilles de Lagunaria Patersonia, différentes études ont été réalisées

par I'utilisation de la décoction comme méthode d’extraction.
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Décoction

Il s’agit de mélanger des masses spécifiques de poudre dans un volume d'éthanol a
diverses concentrations d'éthanol/eau (de 20 a 80%) a différentes température (30 a 50°C).
Ensuite, le mélange a été agité pendant des durées variables (10 minutes allant a 40 minutes),
suivi d'une centrifugation pendant 5 minutes a 2000 rpm.
Ces parametres ont été selectionnés pour obtenir une activité ABTS et un taux de polyphénols
optimaux grace a l'utilisation du logiciel JIMP Pro14.

11.3. Extraction

Apres diverses tentatives visant a améliorer le processus d’extraction menée au sein du
laboratoire de BPC4, I'étape finale optimale de décoction a été identifié par le logiciel IMP14.
Par la suite, I’évaporation du solvant, a été réalisée grace au processus d’évaporation d’eau a
l'aide d’un déshydrateur, ce qui a permis d'obtenir I'extrait éthanoliqgue de Lagunaria
Patersonia (Figure 11). Pour conserver ses principes actifs, on stocke cet extrait dans des

boftes de pétri en verre a une température de moins de 20°C.

Figure 11 : Procédure d’extraction a partir des feuilles et graines de Lagunaria Patersonia.

° Détermination du rendement d’extraction
Le rendement des extraits éthanolique est le rapport entre le poids de l'extrait sec et le
poids de la poudre utilisée (Owen et Johns, 1999).

Il a été exprimé en pourcentage selon la formule suivante:

Rendement d’extraction (%) = Ps/ Pp x 100

31



Chapitre 2 Matériel et méthodes

Ou:
Ps: Poids de I'extrait sec en gramme (g). Pp : Poids de la poudre en gramme (g).
11.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait éthanolique des graines du Lagunaria
patersonia (EEGLP) et de I’extrait éthanolique des feuilles du Lagunaria patersonia
(EEFLP), a été déterminé par spectroscopie par la méthode de Folin Ciocalteu décrite par
Ribéreau-Gayon (1970), un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique de couleur jaune (Moutounet, 1981).

Le principe de ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de
groupements hydroxyles présents dans I’extrait polyphénolique, donnant un complexe de
couleur bleu composé de 1’oxyde de tungsténe et de molybdene (Ali-Rachedi, 2018).

Selon la méthode decrite par Singleton et Ross en 1965, le dosage des polyphénols a été

réalisé avec quelques modifications, comme suite :

Des volumes de '’EEGLP et de '’EEFLP ont ét¢ mélangés avec 750 ul Folin Ciocalteu
(1/10). Aprés 5 minutes a l'obscurité, 675 pl de carbonate de sodium Na2CO3 (7,5%) a eté
additionné. Aprés 2 heurs d’incubation, la lecture a été effectuée a 765 nm. Les résultats ont

été exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g
E).

11.5. Dosage des flavonoides

Le trichlorure d’aluminium (AICI3) a été employée pour la détermination de la teneur des
extraits en flavonoides dans ’EEGLP et de ’EEFLP (Bahorun et al., 1994). Lorsque les
flavonoides réagissent avec I'AICI3, le mélange acquiert une couleur jaune intense ou jaune
orangé. Le taux de ce dernier a été exprimé en milligramme d’équivalents Quercétine par

gramme d’extrait (mg EQ/gE).

Le protocole expérimental a été réalisé comme suit :
Des volumes de ’EEGLP et de ’EEFLP a été mélangé avec 1200 pl de chlorure d'aluminium
(ALCL3) (1/10). Le mélange a eté incubé 15 minutes a température ambiante et a I’obscurité.

Une lecture au spectrophotométre a été effectuée a 430 nm.

11.6. Dosage des tanins condensés
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Le dosage des tanins condensés dans ’EEGLP et de 'EEFLP a été déterminé par la
méthode de Hagerman et Butler (1978). Le principe de cette méthode est basé sur la
formation d’un complexe de couleur rouge, mesurée par spectrophotométrie, entre la vanilline
et les molécules des tanins en présence de 1’acide chlorhydrique.

Le protocole expérimental a été réalisé selon les étapes suivantes :

Un volume de ’EEGLP et de ’EEFLP a été mélangé avec 1500 ul de vaniline dissoute dans
le méthanol et 750ul d’acide chlorhydrique (HCI). Aprés incubation, la lecture a été effectuée
a 550 nm. Le taux de tanins a été exprimé en milligramme d’équivalent Catéchine par

gramme d’extrait (mg EC/gE).

11.7. Dosage des tanins hydrolysables

La quantification des tanins hydrolysable de 'EEGLP et de 'EEFLP a été réalisée en
utilisant la méthode de chlorure ferrique rapportée par Mole et Waterman, (1986). Le
principe de cette méthode est basé sur la formation d’un complexe d’une couleur bleue
mesurée par spectrophotométrie grace a la formation d’un complexe entre les molécules des

tanins hydrolysables réagissant avec le chlorure ferriqgue (Mamadou, 2002).

Un volume de PTEEGLP et de ’EEFLP a été mélangé avec 1750 pl de chlorures ferriques
(FeCl3). Aprés incubation, une lecture été effectuée a 660 nm. Le taux des tanins
hydrolysables a été exprimé en milligramme d’équivalent acide tannique par gramme d’extrait

(mg EAT/QE).

11.8. Dosage des saponines

Le dosage des saponines de 'EEGLP et ’EEFLP a été effectué selon la méthode de
(Shiau et al., 2009). Le protocole suivi pour faire le dosage des saponines a été réalisé comme
suit :
Un volume de 'EEGLP et de 'EEFLP a ¢été mélangé avec 125 pl vaniline et 1025 ml acide
sulfirique. La lecture a été effectuée a 544 nm. Le taux des saponines a été exprimé en

milligramme d’équivalent diosgénine par gramme d’extrait (mg ED/g E).

11.9. Dosage des sucres totaux

La quantification des sucres totaux de ’EEGLP et de 'EEFLP a été réalisée en utilisant la
méthode de phénol / acide sulfurique introduite par (Dubois et al., 1956). Le principe de cette
méthode est basé sur la formation des chromophores de couleur jaune-orange mesurée par le

spectrophotometre (Mamadou, 2002).
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Un volume de ’EEGLP et de ’EEFLP a été mélangé avec 150 pl acide sulfurique & 95 %
et bien I’agiter. Puis, 30 pl phénol ont été addditionnés, aprés incubation & 90°C avec
bouchons fermés, la lecture a été effectuée a 585 nm.

Le taux des sucres totaux a été exprimé en milligramme d’équivalent D- glucose par
gramme d’extrait (mg EDG/g E).

11.10. Evaluation de I’activitée antioxydants « Test ABTS »

Pour évaluer l'activité scavenger du radical ABTS", la solution ABTS" a été préparée
suivant le protocole décrit par (Re et al., 1999). Ce test repose sur la capacité d'un
antioxydants a stabiliser le radical cationique ABTS* de couleur bleu-vert en le convertissant
en ABTS incolore par capture d'un proton. La diminution de I'absorbance due a ’antioxydant
reflete sa capacité a piéger le radical libre.

Un volume de ’EEGLP et de ’EEFLP a été mélangé avec 2ml de solution d’ABTS. Aprées
60 min d’incubation, la lecture a été effectuée a 734 nm contre un blanc sans extrait.

Le pourcentage de I’activité scavenging du radical ABTS est déterminé selon la formule

suivante:

% Scavenging du radical ABTS= ((Ac - Ae) /Ac) x 100

Ac : absorbance du controle.
Ae : absorbance de 1’échantillon.

Afin de déterminer la valeur IC50, une droite d’étalonnage a était réalisées avec plusieurs
pourcentages d’inhibition d’ABTS.

11.11. Evaluation de Pactivité anti-inflammmatoire

Dosage d’oxyde nitrique NO

Pour évaluer I'activité anti inflammatoire par le dosage du NO, le protocole développée par
(Sousa et al., 2008) a été suivi. Le principe de cette méthode est basé sur le fait que, le
nitroprussiate de sodium en solution aqueuse a pH physiologique génére spontanément le NO,
qui interagit avec l'oxygene pour produire des ions nitrites qui peuvent étre estimés en
utilisant le réactif de Griess (Ebrahimzadeh et al., 2010).

Un volume de 'EEGLP et de 'EEFLP a été mélangé avec 500 pl du sodium nitroprusside.
Le mélange a été incubé a la lumiere pendant 150 min (25°C), puis, 1000 ul réactif de Griess
a été additionné. Une lecture au spectrophotomeétre a été effectuée a 562 nm contre un blanc
sans extrait.

Le pourcentage d’inhibition du radical NO a été calculé selon la formule suivante :

Ou % d’inhibition= [(Ac - Ae) /Ac]*100

34



Chapitre 2 Matériel et méthodes

Ac : I’absorbance de controle.
Ae : I’absorbance de 1’échantillon.
Afin de déterminer la valeur IC50, une droite d’étalonnage a été réalisée avec plusieurs

pourcentages d’inhibition.

11.12. Evaluation de I’activité antibactérien (Antibiogramme)

Afin de mettre en évidence I’activité antibactérienne des extraits de plante de Lagunaria
patersonia et I’huile des graines, 4 souches bactériennes ont été utilisées (Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, et Pseudomonas aeruginosa). Ces souches ont été

fournies par le laboratoire de Microbiologie Appliquée de I'Université de Bejaia.

La méthode utilisée a été adaptée a ¢tudier I’action d'un extrait donné sur la croissance
bactérienne. Apres I’incubation de 24 h, la lecture a été réalisée par la mesure du diametre de
la zone d'inhibition autour de chaque disque a l'aide d'un pied a coulisse (Rota et al., 2008).
11.12.1. Les extraits utiliseés

. L’huile des graines.

" Extrait des feuilles et graines a différent concentration (100 mg/ml, 50 mg/ml, 25
mg/ml et 10 mg/ml).

11.12.2. Les contrdles utilisés

" L’eau distillée comme témoin négatif.

" Antibiotique de référence comme témoins positifs.

11.12.3. Préparation des milieux de culture

Pour préparer la gélose de Muller Hinton, 38 g de poudre a été dissoute dans un litre d’eau
distillée, puis elle a été mise sur un agitateur magnétique chauffant pendant 1 heure jusqu’a
dissolution complete. Le ph a éte fixé a 7,3, par la suite la gélose a été transvasée dans des
flacons, ensuite stérilisés dans I’autoclavage a 120°C pendant 20 minutes. Apres
refroidissement a 47°C, la gélose a €té coulée (20 ml) dans des boites de pétri stériles devant
le bec Bunsen, apres gélification, elles ont été mise au réfrigérateur (Rota et al., 2008).
(Figure 13)
11.12.4. Préparation des disques :

La préparation des disques de papier Whatman N°2 découpés a un diamétre de 6 mm et

stérilisés a 180°C pendant 30 minutes par le four Paster (Bonnet et al., 2013) (Figure 13).

11.12.5. Préparation des suspensions bactériennes
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Pour chaque type d’espéces bactériennes concernées, une colonie a été prélevée a l'aide
d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml d’eau physiologique, puis mélangée
avec un vortex et son absorbance a été mesurée a 625nm, faire des dilutions a 10°
(103—>10"—10°) avec une absorbance qui doit étre entre (0,08 — 0,1) (CA-SFM, 2003).
11.12.6. Ensemencement par écouvillonnage

Les ensemencements au niveau des boites de pétri stériles ont été réalisés par étalage a
I'aide d'un écouvillon de telle sorte a assurer une distribution homogéne des bactéries (Rota et
al., 2008).

11.12.7. Application des disques

Les disques stérilisés ont été déposés a la surface de la gélose a l'aide d'une pince stérile
devant le bec Bunsen. Pour chaque boite de bactérie, 04 disques ont été deposes pour les 04
déférentes concentrations d’EEGLP et ’EEFLP, 01 disque pour le témoin positif et un autre
pour le témoin négatif (Bonnet et al., 2013). En fin d'expérience, on devrait avoir un double
pour chaque boites de pétrie (Figure 12).

11.12.8. Dépot des extraits éthanoliques et de I’huile

A T’aide d’une micropipette, 10 ul d’EELP ont été déposés sur chaque disque, et 10 ul de
contrble positif et négatif. Aprés 2 heures au réfrigérateur a 4° C, ils ont été incubés dans
I’¢tuve a 37°C. Dans cette étude, la méthode des spots pour I’huile des graines et les EELP a

également éteé utilisée (Figure 12).

11.12.9. Lecture

Aprés 24 h d'incubation a 37° C la lecture a été réalisée. Dans le cas ou Yy aura une activité

bactérienne, les zones d’inhibitions seront mesurées a l'aide d'un pied de coulisse ou régle en

(mm) (Mehani et Segni, 2014).

Les diametres de la zone d'inhibition peuvent étre considérés comme:

* Non sensible ou résistante si le diametre <8mm.

* Sensible si le diametre est entre 9 a 14mm.

* Tres sensible si le diametre est entre 15 a 19 mm.
 Extrémement sensible si le diametre est supérieur a 20mm.
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Figure 12 : Préparation de milieu de culture, disque et dépdt d’extrait de plantes.

I11. Etude statistique

Afin de mener une étude statistique d'optimisation robuste pour notre étude, nous avons
utilisé les outils de conception d'expériences (DOE) dans JMP Pro 14 pour planifier un
ensemble d'essais qui couvrent de maniere efficace I'espace des facteurs en utilisant des
fonctionnalités d'analyse de JMP Pro 14 pour explorer les relations entre les variables d'entrée
et les résultats. Cela inclus des analyses de variance (ANOVA), des graphiques de dispersion,
des analyses de régression et d'autres outils statistiques pour identifier les facteurs qui ont le

plus d'impact pour la partie optimisation de 1’extraction des polyphénols. p —value < 0,001.

37



Chapitre 3:
Résultats et discussion



Chapitre 3 Résultats et discussion

|. Traitement des échantillons

Les deux poudres des feuilles et des graines de Lagunaria Patersonia ont été
obtenuesapres avoir été mises a température ambiante, dans un endroit aéré et ombragé afin
d’éliminer toute trace d’eau. Cette méthode prévient la détérioration des composés
phénoliques (Macheix et al., 2004). De plus, le respect de ces conditions augmente la durée
de vie des molécules bioactives et évite leurs contamination (Bourkhis et al., 2009).

Suite a cette procédure, le dosage du taux des polyphénols ainsi que le pouvoir
antioxydants ont été réalisés sur chaque volume de surnageant obtenus a partir des décoctions
et aprés centrifugation. En I’occurrence, ce travail vise a optimiser l'extraction des composés
phénoliques totaux optimaux ayant une activité antioxydants en utilisant la méthode de
décoction.

Ensuite, les résultats ont été soumis au logiciel JMP pro 14. Pour rappel les parametres
étudies, incluent le pourcentage de solvant, le temps et la température. Le dosage des
polyphénols totaux, a été exprimé en mg équivalents d'acide gallique par gramme de poudre
(mg EAG/g p). Plusieurs essaies de tdtonnement, ont été nécessaires pour obtenir une activité
antioxydants mesurables.

Suite a I’intégration des résultats de taux de PP et le pourcentage d’inhibition du test
d’ABTS dans le logiciel JMP pro 14, les résultats obtenus sont présentés dans la figure 13
avec des valeurs statistiques significatives.
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Figure 13: Coefficient de détermination des protocoles d’extraction des polyphénols et du

pourcentage d’inhibition de I’ABTS pour les feuilles (A) et les graines (B) de Lagunaria Patersonia.

Les graphiques montrent la relation existante entre la concentration prédit (PP, ABTS) et la
racine de I'erreur quadratique moyenne (RMSE) des feuilles et des graines. Ce dernier est une
mesure de I'erreur entre les valeurs prédites et les valeurs réelles.

Pour les feuilles, I'analyse montre qu'il existe une forte corrélation positive entre le revenu
prédit et lI'erreur quadratiqgue moyenne de racine des feuilles. Cela indique que le modéle n'est
pas trés précis lorsqu'il s'agit de prédire le revenu des feuilles.

Le graphique montre que le R carré est de 0,92 pour le PP et de 1 pour ’ABTS qui sont
tres élevé, ce qui indique que le modele est bon pour expliquer la variance du revenu des
feuilles.

Dans ce cas, la valeur p est faible de < 0,0001. En I’occurrence, lorsque le R carré est
élevé et la valeur p est faible, cela indique que le modele est statistiguement significatif.

Pour le graines, I'analyse montre que le RMSE est faible de 0,0041, ce qui indique que le
modeéle est tres précis, le R carré est élevé (0,91) et la valeur p est trés faible, cela indique que
les résultats sont statistiquement trés significatifs et le modéle peut étre utilisé un haut degré

de confiance.
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I1. Conditions optimales

Les conditions optimales de I’extraction ont été obtenues en utilisant les équations de
régression de la méthodologie de surface de réponse. La figure 14 montre le profileur de
prédiction pour les conditions optimales obtenues par le modéle Box-Behnken.
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Figure 14 : Profileur de prédiction pour les conditions optimales obtenues par la méthode de

décoction.

D’apres les résultats obtenus dans la figure 14, on constate que les conditions finales a
suivre sont de macérer 3,75 g de poudre dans de 1’éthanol, puis a placer le mélange dans un
bain-marie, en le maintenant sous agitation a 40°C pour les feuilles et 50°C pour les graines
pendant 40 minutes.

Les comparaisons entre les valeurs prédites et expérimentales des composés phénoliques et
de l'activité antioxydant révelent une absence de différence significative, confirmant ainsi la
pertinence du plan d'expérience utilisé.

Le protocole de I’extraction suivi nous a permis d’obtenir un extrait pur des deux parties
de plantes (graines et feuilles) dans le but de quantifier les composés phytochimiques de

Lagunaria Patersonia et de tester ses activités biologiques.
I1l. Rendements d’extraction

A Taide de I’appareil de séchage (Fohere dehydrator), 1’évaporation des extraits des deux

parties de la plante a été effectuée. Le poids sec de chaque extrait a été pris afin de calculer le
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rendement d’extraction de chaque extrait, les résultats obtenus sont représentés dans la figure

15 ci-dessous :

35,31%

19,43%

Feuilles Graines

% d'extraction

Figure 15 : Les rendements d’extraction en extrait sec des deux parties étudiée de Lagunaria
Patersonia.

Les résultats obtenus montrent que le rendement en extrait sec éthanolique des feuilles de
Lagunaria Patersonia (35,31 %) est supérieur a celui des graines (19,43 %). Cette différence

est surement liée a la nature des composants de chaque partie de la plante.

Iv. Evaluation de I'activité phytochimique

IV.1. Teneur en polyphénols totaux
Les niveaux de polyphénols totaux (TPT) dans l'extrait éthanolique de Lagunaria

Patersonia ont été mesurés en se basant sur la méthode colorimétrique Folin-Ciocalteu.

Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait Sec
(mg EAG/g d’extrait sec). De ce fait, I’extraction optimisée des polyphénols totaux a partir
des feuilles et des graines de Lagunaria Patersonia a conduit a une valeur qui est indiquée

dans le tableau ci-dessous:

Tableau I1: Taux des polyphénols totaux des graines et des feuilles de Lagunaria Patersonia.

Extrait polyphénols totaux (mg AG Eg/g ES)
Feuilles 22,66 + 0,001
Graines 11,83 + 0,001

Les analyses ont révélé que les feuilles de Lagunaria Patersonia contiennent un taux de
polyphénols plus élevé par rapport aux graines (Tableau I1), environ deux fois plus riches en

polyphénols que les graines.

Les résultats obtenus dans notre étude sont supérieurs a ceux de (Kuppusamy et al., 2016)

pour les gousses de Lagunaria Patersonia (5,2 £ 0,6 mg AG Eq/g extrait sec), en particulier
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dans les feuilles. En effet, la majorité des extraits de feuilles séchées présentaient de plus
grandes quantités de composés phénoliques par rapport a d’autres parties des plantes ou des

arbres (gousses, écorces et fleurs).

Une étude menée sur quatre especes différentes de la méme famille (Malvaceae) par
(Oliveira et al., 2021) a révélé un taux de polyphénols totaux supérieurs a nos résultats :
Sidastrum micranthum (39,37 £ 2,54 mg AG Eq/g extrait sec), Wissadula periplocifolia
(45,68 £ 0,58 mg AG Eqg/g extrait sec), Sida rhombifolia (38,22 + 0,43 mg AG Eq/g extrait
sec) et Herissantia crispa (56,25 + 0,83 mg AG Eq/g extrait sec), il est possible que les
différences de valeurs soient attribuables a la variabilité du protocole utilisé.

Par contre, les teneurs en polyphénols d'une autre plante de la méme famille, Hibiscus
sabdariffa L., ont également été examinées dans cette étude : les feuilles (3,6 £ 0,07 mg AG
Eqg/g ES), les graines (1,15 = 0,04 mg AG Eqg/g ES) et les calices (1,45 = 0,14 mg AG Eqg/g
ES) ont été analysés par (Akpo et al., 2024). Ces résultats sont inférieurs a ceux de Lagunaria
Patersonia, malgré l'utilisation du méme solvant d’extraction (éthanol) et de la méme
méthode. Cette différence est probablement due aux conditions d’extraction utilisées, a la
diversité des espéces, aux variations saisonniéres et a la polarité du solvant, qui peuvent
influencer de maniere significative le taux de polyphénols des extraits de plantes (Yous et al.,
2018).

En outre, la teneur en composés phénoliques d'une plante dépend des facteurs génétiques
et des conditions géographiques, climatiques, de la période de récolte, des conditions de
stockage, et de la maturité de la plante (Falleh et al., 2008 ; Cheurfa et Allem, 2016).

En effet, il a été demontré que les polyphénols protégent les tissus des plantes contre les
effets nocifs des rayons solaires (Gehin et al., 2006). Ainsi, plus un organe est exposé au

soleil, plus il a tendance a produire des polyphénols.

IV. 2. Teneurs en flavonoides

Les résultats du taux de flavonoides sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 111 : Taux des flavonoides des feuilles et des graines de Lagunaria Patersonia.
Extrait Flavonoides (mg EQ/g ES)

Feuilles 3,05+0,01

Graines 3,58 + 0,0009
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Les résultats obtenus ont démontré que les graines de Lagunaria Patersonia contiennent
un taux de flavonoides légérement plus élevé que les feuilles (Tableau I11). Les rendements
obtenus dans cette étude sont inférieurs a ceux signalés par (Kuppusamy et al., 2016) pour la
gousse de Lagunaria Patersonia (4,2 + 1,2 mg EQ/g extrait sec). Néanmoins, la valeur de
I’écartype obtenu durant ce test est trop élevée pour que ce résultat soit pris en considération.

En outre, les gousses semblent étre la partie de la plante la plus riche en flavonoides,
suivies par les graines et ensuite les feuilles. Cela pourrait s'expliquer par la méthode
d'extraction utilisée (directe ou successive) ainsi qu'a des facteurs intrinseques comme le

climat et la nature du sol (Kouamé et al., 2021).

L'étude menée par (Akpo et al., 2024) a révelé que le taux de flavonoides dans les feuilles
de LP est bien inférieur a celui d’Hibiscus sabdariffa L (44,54 + 0,50 mg EQ/g). De méme,
pour les graines, Lagunaria Patersonia présente un taux de flavonoides beaucoup plus bas
que celui des graines d’Hibiscus sabdariffa L (12,27 + 0,02 mg EQ/g).

Les valeurs plus élevées de flavonoides dans Hibiscus sabdariffa L. comparées a celles de
Lagunaria Patersonia peuvent probablement étre attribuées a l'ajout de méthanol dans la
méthode d'extraction, bien que les deux études aient utilisé une méthode similaire. De plus,
les différences inter-especes malgré leur appartenance a la méme famille botanique, peuvent

également contribuer a ces différences.

IV.3. Teneur en tanins condensés
Les résultats obtenus a partir de la droite d'étalonnage pour l'extrait de feuilles et des
graines de Lagunaria Patersonia sont présentés dans le tableau ci-dessous:

Tableau IV : Taux de tanins condensés des feuilles et des graines de Lagunaria Patersonia.

Extrait Tanins condensés (mg CE/g ES)
Feuilles 189,28 £ 0,01
Graines 124,48 £ 0,0009

Le taux de tanins condensés est nettement plus élevé dans les feuilles de Lagunaria

Patersonia que dans les graines (tableau 1V).

Une étude menée par (Akpo et al., 2024) a révélé que pour les graines, Lagunaria

Patersonia affiche un taux de tanins condensés plus faible que Hibiscus sabdariffa L. (316,39
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+ 8,70 mg CE/g ES). De méme, pour les feuilles, Lagunaria Patersonia présente un taux de
tanins condensés plus faible qu’Hibiscus sabdariffa L. (548,61 + 0,00 mg CE/g ES).

Ces différences dans les resultats de dosage des tanins condensés entre Lagunaria
Patersonia et Hibiscus sabdariffa L., bien qu'appartenant a la méme famille botanique
(Malvaceae), peuvent étre attribuées a des variations génétiques et environnementales propres
a chaque espece, ainsi qu'a des différences dans le protocole utilisé, telles que l'utilisation de
méthanol comme solvant d’extraction. Néanmoins, la qualité des tanins obtenus dans notre

étude pourrait avoir plus de pouvoir dans différentes activités biologiques.

IV.4. Teneur en tanins hydrolysables

En utilisant une droite d'étalonnage d'acide tannique a différentes concentrations
préetablies, les resultats ont été exprimés en milligrammes équivalents acide tannique par
gramme d'extrait (mg EAT/g ES).
Tableau V : Taux de tanin hydrolysable des feuilles et des graines de Lagunaria Patersonia.

Extrait Tanins hydrolisables (mg EAT/g ES)
Feuilles 31,16 £ 0,01
Graines 6,59 + 0,0009

Dans la présente étude les taux de tanins hydrolysables sont nettement plus élevés dans les
feuilles de Lagunaria Patersonia que dans les graines (Tableau V). Cette répartition inégale
des composés peut s'expliquer par le fait que les feuilles sont plus exposés au soleil que les

graines, qui sont protégées par des enveloppes (Evenamede et al., 2017).

Les tanins hydrolysables conferent a Lagunaria Patersonia diverses activités biologiques :
antimicrobiennes (Mekhoukhe, 2008), antioxydants, antivirale, antifongique (Jarrige et al.,
1995) anti-inflammatoire, cicatrisante, anti diarrhéique, antiseptique (Moss et al., 1988) et

anticoagulante (Hui et al., 1998).

IV.5. La teneur des saponines

Tableau VI : Taux d’extraction des saponines.

Extrait Saponines (ED mg/g ES)
Feuilles 24,12 £ 0,06
Graines 382,25 + 0,03
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Les résultats de dosage des saponines (Tableau V1) indiquent que le taux d’extraction des
graines de Lagunaria Patersonia est plus éleve que les feuilles, cette difféerence observée dans
les taux d’extraction des saponines peut suggére une distribution variable de leurs composés
actifs selon les parties de la plante. Cette variabilité peut étre due a des différences dans les
mécanismes de biosynthese, d'accumulation et de stockage des métabolites par des facteurs
environnementaux tels que le sol, le climat, I'exposition a la lumiére, ainsi que des facteurs
génétiques propres a la plante. Ces facteurs peuvent moduler I'expression des génes impliqués
dans la biosynthése des saponines, entrainant des variations dans les taux de ces composeés.

Par conséquence on pourrait suggérer que les graines de Lagunaria Patersonia est une

sources trés riches en monosaccharides (Barr et al., 1998).

Les saponines sont bénéfiques pour la santé selon Fenwick et al. (1991) et également
impliquées dans des activites biologiques (Rezgui et al., 2016). Ils sont également largement
utilisées dans divers domaines tels que I'industrie alimentaire et cosmétique en raison de leurs
propriétés moussantes (Sparg et al., 2004). Leurs applications s'étendent également a
I'agriculture, ou elles sont utilisees pour l'assainissement des sols (Chan et al., 2008) et

comme pesticides naturels (Chen et al., 2007).

Cela n’exclut pas I’utilisation des graines de Lagunaria Patersonia dans tels domaines en

raison de sa richesse en saponines.

IV.6. La teneur des sucres totaux

Tableau VII: Taux d’extraction des sucres totaux.

Extrait Sucres totaux (mg ED-G/g ES)
Feuilles 92,005 £ 0,02
Graines 955,64 £ 0,015

Les résultats de dosage des sucres totaux de I’EELP (Tableau VII) indiquent que les
graines ont un taux supérieur aux feuilles. Cette différence significative entre les taux
d'extraction des graines et des feuilles pourrait indiquer une répartition différente des
composants entre les deux parties de la plante, comme il est possible que les graines de
Lagunaria Patersonia aient un métabolisme différent des feuilles nécessitant une quantité

différente de sucres, qui jouent un role fondamental dans la composition de 1’acide
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désoxyribonucléique (ADN) et de I’acide ribonucléique (ARN), ainsique dans la structure des
coenzymes et des vitamines. En particulier, ces glucides sont impliqués dans des processus de

reconnaissance, tels que la présence de glycolipides et de glycoprotéines (Well, 2001).

V. Evaluation de P’activité antioxydants

Test de PABTS
Les résultats de I’activité¢ antioxydants déterminés a 1’aide du test ABTS sont résumés dans

les figures 16 et le tableau V111 ci-dessous:
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Figure 16 : IC50 de ’ABTS d’EEGLP et EEFLP.

Tableau VIII : IC50 de ’ABTS de l’extrait des graines et des feuilles de Lagunaria

Patersonia.

Extrait IC50 ABTS
Feuilles 3,041 mg/ml
Graines 6,717mg/ml

L’extrait des feuilles de Lagunaria Patersonia présentent un IC50 ABTS beaucoup plus
faible (3,041 mg/ml) comparée aux graines (6,717mg/ml). Un IC50 plus faible indique une
activité antioxydants plus élevée. Ainsi, les feuilles ont une activité antioxydants supérieure a

celle des graines.

Donc les extraits de Lagunaria Patersonia pourraient étre utilisés comme médicament
pour traiter les maladies causées par les radicaux libres, dont les maladies inflammatoires, les

cancers...
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Une étude menée sur 4 especes différentes de la méme famille (Malvaceae) par (Oliveira
et al., 2021) a révélé des IC50 de ’ABTS inférieurs ou similaires a nos résultats : Sidastrum
micranthum (35,54 + 0,95 mg/ml), Wissadula periplocifolia (75,42 = 0,44 mg/ml), Sida
rhombifolia (75,70 £ 1,45 mg/ml) et Herissantia crispa (80,84 = 1,04 mg/ml).

Ce qui conforte les résultats que nous avons obtenus dans la présente étude. 1l est possible
que les différences de valeurs soient attribuables a la variabilité des méthodes d’extraction,
telles que la macération ou la durée d'incubation, ainsi qu'a l'utilisation de persulfate de
potassium dans leur protocole, en sont des exemples. D'autres facteurs potentiels incluent la
variation de l'accumulation de substances dans les tissus et les cellules sous l'influence de
facteurs environnementaux externes (saisonnalité, nutriments, profondeur, lumiére) et de
facteurs intrinséques tels que le type de tissus, la taille et I'dage (Hutzler et al., 1998), ainsi que

les variations entre les especes (Yous et al., 2018).

Lagunaria Patersonia est reconnu comme une source naturelle d’antioxydants, comme
I’ont souligné (Kuppusamy et al., 2016). Ces antioxydants réduisent les risques de maladies
et favorisent la santé en protégeant le corps contre le stress oxydatif et des maladies telles que
I'Alzheimer, le cancer et les maladies cardiovasculaires (Shahidi et Zhong, 2015). En effet, la
neutralisation des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) et dautres molécules réactives
impliquées dans la progression des maladies, les plantes dotées d'une forte capacité de
piégeage des ROS présentent un intérét particulier pour leurs potentiels bienfaits pour la santé
(Gongalves et al., 2018). De plus, selon Moure et al. (2001), les antioxydants naturels

présentent souvent un pouvoir antioxydants inférieur a celui des antioxydants synthétiques.

VI. Evaluation de ’activité anti inflammatoire

Cette technique repose sur la réaction de Griess, permettant le dosage des nitrites résultant
de I'oxydation spontanée du NO. L’activité anti-inflammatoire de 'EEGLP et '’EEFLP a été
testée via un test de piégeage des radicaux libres NO, et les résultats de test sont représentés

dans la figure 17 et le tableau ci-dessous:
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Figure 17 : IC50 de NO d’EEGLP et EEFLP.

Tableau I1X : Le taux de NO de I’IC50 de NO d’EEGLP et EEFLP.

Extrait NO
Feuilles 22,34mg/ml
Graines 67,62mg/ml

L’EEGLP presque a exhibé le tiers du résultat de "TEEFLP (Tableau 1X). Ce qui correlle avec
la teneur plus élevée en composés phénoliques dans ce dernier. En effet, les composés
phénoliques sont connus pour leurs propriétés anti-inflammatoireset autres bénéfices pour la
santé. Cela justifie que ’EEGLP et ’EEFLP peuvent étre utilisé dans la médecine

traditionnelle pour le traitement des maladies inflammatoires.

VII. Evaluation de d’activité antibactérienne

Treés peu de travaux ont été réalisés concernant ’activité antibactérienne de Lagunaria
Patersonia. Lors de cette étude, nous avons testé ’action de I’huile des graines et les extraits
éthanoliques a différentes concentration de deux parties (graines et feuilles) de cette espéce
végeétale vis-a-vis de quatre souches bactériennes.

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, les résultats attendus dans ce test d’antibiogramme
sont I’apparition d’une zone (halo) au tour des disques reflete le degré d’inhibition, plus la
zone d’inhibition est grande plus la sensibilité des souches est élevée. Les résultats de notre

travail été comme suite :
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Méthode des disques
Cette méthode est basée sur la diffusion des EEFLP et EEGLP a partir des disques sur un

milieu solide. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 18 (A ; B ; C et D).

Figure 18 : Effet des différents de 'EEFLPsur les souches bactériennes testées. (SF:
Patersonia feuilles, T : eau distillée, A : Escherichia coli, B : Pseudomonas aeruginosa, C :
Staphylococcus aureus. D : Bacillus subtilis).

Figure 19 : Effet des différents EEGLP sur les souches bactériennes testées. (SG : Patersonia
graines, T : eau distillée).
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Figure 20 : Effet d’antibiotique (témoin positif) sur les souches étudié¢es. (Ab : antibiotique :
Amoxicilline).
Méthode des spots

Les résultats obtenus par la méthode des spots sur des extraits éthanoliques et 1’huile sur

les bactéries étudiées sont représentés sur la figure 21 et 22 (A ; B ; C et D) respectivement.

Q ' &Y
Figure 21: Effet des différents EEFLP et EEGLP et des control positif et négatif sur les
souches bactériennes testées par la méthode des spots. (SF : Patersonia feuilles, Ab:
antibiotique, T : eau distillée).

-~

Figure 22 : Effet d’huile des graines de LP et des control positif et négatif sur les soches
bactériennes testées. (HS : Huile de Patersonia graine, Ab : antibiotique, T : eau distillée).

Tableau X : Valeurs des diamétres de la zone d'inhibition des différents extraits étudiés sur
les souches bactériennes testées.

Diameétre (mm)
Extraits testés Souches bactériennes testées

Gram - Gram +

E. coli P. aeruginosa S. aureus B. subtilis
Extraits Feuilles 00 00 00 00
éthanoliques Graines 00 00 00 00
Huile Graines 00 00 00 00
Témoin + AMX25 : Amoxicilline 20 00 32 37
Témoin - Eau distillée 00 00 00 00
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D’aprés les résultats obtenus dans le tableau X et les figures 18, 19, 20, 21 et 22 nous noté
que ’EEFLP et ’EEGLP n’ont eu aucun effet sur les souches testées et la ou une résistance
du lantibiotique (Amoxicilline) vis-a-vis d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis a été observée. Cela peut étre di aux concentrations choisies des extraits de
Lagunaria Patersonia qui sont trés faibles (macheix et al, 2005), a la qualité de polyphénols

extrait par la décoction ou le solvant utilisé pour I’extraction.

Nous pouvons conclure que les extraits testé ne posséde aucune activité antibactérienne
vis-a-vis de toutes les souches bactériennes utilisées ni avec la méthode des spots ni avec celle

des disques.

En outre, la sensibilisation des bactéries vis-a-vis de cette plante varie d’une souche a une
autre et d’une famille, genre et espéce d’une plante & une autre, c’est ce qu’il a prouvé
Ibrahim et al. (2023) qui ont étudié l'effet antibactérien de l'extrait de graines de Lagunaria
patersonia a une concentration du 5000 pg/mL a montré des effets inhibiteurs sur quatre
especes de bactéries, notamment Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora,
Pectobacterium carotovorum et Ralstonia solanacerum avec 11,67, 14,67, 14,33 et 10,00 mm

respectivement.

La concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les extraits de la plante étudiée (éthanolique, huile) n’ont eu aucun effet antibactérien.

C’est pour cela que la CMI n’a pas été réalisée.
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Conclusion et perspictives

Les plantes médicinales continuent d'étre une source précieuse et fiable de composés
actifs. Le bassin méditerranéen, avec sa riche biodiversité, reste un foyer important pour leur

découverte et leur utilisation.

Dans le présent travail nous nous sommes intéressés a obtenir des conditions d’extraction
optimales des composes phénoliques et de leurs effets antioxydants a partir feuilles et des
graines de Lagunaria patersonia par décoction. L’ensemble des résultats obtenus dans cette
étude in vitro sont satisfaisants et prometteurs, fruit d’une longue et fructeuse recherche

scientifique.

L’étude phytochimique indique la richesse des deux parties de Lagunaria patersonia en
composés phénoliques totaux et surtout en saponines et sucres totaux, ce qui procure un
pouvoir antioxydants remarquable prouvé par les resultants obtenus dans le test de pieégeage
du radical libre (ABTS), il posséde également, aussi un fort pouvoir anti inflammatoire gréce
a la capacité d’inhiber I’oxyde nitrique (NO). Ces reésultats appuient la capacité de ces extraits

dans la prévention ou le traitement de diverses pathologies humaines.

En revanche, les extraits des feuilles et des graines ainsi que I'huile des graines n'ont eu
aucune activité antibactérienne. Par contre, I'extrait des graines de Lagunaria Patersonia a pu

inhiber la croissance de certaines bacteéries, a lI'exception de celle que nous avons éetudiée.

Dans le but de compléter ce travail, il serait ainsi souhaitable de 1’enrichir en appliquant les
perspectives suivantes :
e Utiliserd’autres techniques d’extraction.
e FEtudier des tests d’activité antioxydants tells que Test DPPH, Test FRAP.
e Evaluation in vivo de I’activité antioxydants des extraits de la plantes étudiées.
e Poursuivre I’étude antibactérienne avec d’autres especes pathogenes.
e Faire des analyses phytochimique par HPLC préparative.

e Mesurer d’autres parametres anti inflammatoire comme le test d’inhibition de la
COX2.
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Annex 01 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides,
tanins hydrolysables, tanins condensés, ABTS, saponine, NO et les sucres totaux.



Résumé

Résumé:

Lagunaria patersonia appartient a la famille des Malvaceae, connue par une forte activité
antifongique et antibactérienne.

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales locales, nous nous sommes intéressés au cours
de cette étude a évaluer la teneur en composés phytochimiques aprés optimisation et en mesurants les
activités antioxydantes, anti-inflammatoire et anti-bactérienne de EEGLP et EEFLP. Les teneurs en
polyphénols étaient de 11,83 + 0,001 mg/g, 22,66 + 0,001 mg/g. Les flavonoides de 3,58 + 0,0009
mg/g et 3,05 = 0,01 mg/g. Les sucre totaux de 955,64 + 0,015 mg /g et 92,005 + 0,02mg /g. Les
saponines de 382,25 + 0,03mg/g, 24,1245 + 0,067 mg/g. Les tanins condensé 124,48 + 0,0009 mg/g,
189,28 + 0,01 mg/g. Les tanins hydrolysable de 6,59 + 0,0009 mg/g, 31,16 £ 0,01 mg/g. L’activité
antioxydants a été confirmé par le teste d’ABTS avec un IC50 d’ordre de 6,717 mg/ml pour les graines
et 3,041 mg/ml pour les feuilles. L’activité anti-inflammatoire a ét¢ confirmée par le test d’inhibition
de NO avec un IC50 d’ordre de 67,62 mg/ml pour les graines et 22.34 mg/ml.

Tous ces résultats confirment la richesse de ’EEGLP et ’EEFLP en composés bioactifs secondaires et
leurs pouvoirs antioxydants et anti-inflammatoire, des résultats confirmant 1’utilité de 1’utilisation de
cette plante dans la médication traditionnelle.

Mots clés: Optimisation, Lagunaria patersonia, antioxydants, anti-inflammatoire, polyphénols.

Abstract :

Lagunaria patersonia belongs to the Malvaceae family, known for its strong antifungal and
antibacterial activity. As part of the valorization of local medicinal plants, during this study we were
interested in evaluating the content of phytochemicals after optimization and by measuring the
antioxidant, anti-inflammatory and anti-bacterial activities of EEGLP and EEFLP. The polyphenol
contents were 11.83 + 0.001 mg/g, 22.66 + 0.001 mg/g. The Flavonoids of 3.58 + 0.0009 mg/g and
3.05 £ 0.01 mg/g. The total sugars of 955.64 £+ 0.015 mg /g and 92.005 + 0.02mg /g. The saponins of
382.25 + 0.03mg /g, 24.1245 + 0.067 mg/g. The condensed tannins are 124.48 + 0.0009 mg/g, 189.28
+ 0.01 mg/g. The hydrolyzable tannins are 6.59 + 0.0009 mg/g, 31.16 + 0.01 mg/g. The antioxidant
activity has been confirmed by the ABTS test with an 1C50 of about 6.717 mg/ml for the seeds and
3.041 mg/ml for the leaves. The anti-inflammatory activity was confirmed by the NO inhibition test
with an IC50 of about 67.62 mg/ml for the seeds and 22.34 mg/ml. All these results confirm the
richness of EEGLP and EEFLP in secondary bioactive compounds and their antioxidant and anti-
inflammatory powers, results confirming the usefulness of the use of this plant in traditional medicine.

Key words: Optimization, Lagunaria patersonia, antioxidants, anti-inflammatory, polyphenols.
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