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Introduction

Introduction

Depuis toujours, les populations humaines utilisent les éléments de leurs
environnements, en particulier les plantes, pour se soigner. Pendant longtemps, les remedes
naturels et surtout les plantes médicinales furent le principal recours de la médecine de nos
grands-parents EL Rhaffari and Zaid., (2004). De nos jours encore et malgré les progres
spectaculaires accomplis dans les domaines scientifiques, 1’organisation mondiale de la santé
(OMS) estime que la médecine traditionnelle couvre les besoins en soins de santé primaires
de 80 % de la population des pays en voie de développement. Roumanatou et al., (2014),
pour laquelle la majeure partie des thérapies impliquent 1’exploitation des principes actifs des

plantes médicinales (Basli and Chiban., 2011).

L'usage des plantes médicinales est actuellement en progression réguliére, dans le grand
public comme chez les professionnels de santé. Face a l'inflation galopante des dépenses de
soins et aux risques liés a un usage excessif des médicaments chimiques (manifestation
d’effets secondaires) (Jean-Michel Morel, 2008).

Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques, et la toxicité des
antioxydants synthétiques a conduit de chercher de nouvelles substances antibactériennes
efficaces et a large spectre d’action. Une des stratégies pour cette recherche consiste a
explorer les plantes utilisées en médecine traditionnelle. Par ailleurs beaucoup de plantes sont
connue par leurs effets thérapeutiques grace a leurs grandes potentialités métaboliques de
substances dites secondaires. Ces composes sont synthétisés dans les différentes parties de la

plante (racines, tige, feuilles...) (Basli and Chiban., 2011).

Le genre Prunus inclut des espéces végétales médicinales bien connue possédants
diverses propriétés biologiques. Prunus persica est un fruit diététique, joue un réle de premier
plan dans la protection contre le stress oxydatif due aux radicaux libres grace a sa teneur en
antioxydants et en anti-inflammatoires (composées phénoliques et caroténoides), de ce fait,
réduits le risque de développer des maladies généralement liees au stress oxydatif, les
maladies cardiovasculaires, lute aussi contre le cancer Juciano et al., (2014). Le pécher est
utilisé pour traiter la constipation, possede des propriétés laxatives qui favorisent I'évacuation
des selles avec des actions stomachiques, qui facilitent la digestion, tout en stimulant les

fonctions digestives Gorinstein et al., (2002). Utilisés également pour améliorer la vue,
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abaissement du taux de cholestérol, maintenir la tension artérielle et détoxifier les reins
(Azar et al., 2018).

L’objectif du présent travail est I’étude des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes des feuilles de cette espece vegétale Prunus persica et cela par I’estimation
des teneurs en composés actifs essentiels, pour cela notre travail a été structuré en trois

parties :

La premiére partie est consacrée a la synthese bibliographique ou sont exposées des
géneralités sur les plantes médicinales et sur 1’espéce Prunus persica, les radicaux libres et sur

quelques propriétés thérapeutiques.

La deuxiéme partie expose I’ensemble des méthodes expérimentales mises en ceuvre
pour I’extraction des composés phénoliques, dosages des antioxydants et évaluation de
I’activité antimicrobienne des extrais de feuilles du pécher.

La troisieme partie relate et discute les résultats obtenus au cours de cette étude avant de

finaliser par une conclusion et perspectives.
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Partie théorique

I. Les plantes médicinales

I.1. La phytothérapie et les plantes médicinales

La phytothérapie est une tradition vieille de 1000 ans, est I’utilisation des plantes a effet
thérapeutique. Le pouvoir thérapeutique de ces plantes était connu par nos ancétres et nos
parents de facon empirique (Nacoulma, 1996). Selon I’organisation mondiale de la santé
(OMS) estiment que la médecine traditionnelle couvre les besoin en soin de santé primaire de
80% de la population des pays en voie de développement (Bousta and Ennabili, 2001).

En Algérie, on a longtemps eu recours a la médecine traditionnelle grace a la richesse et
la diversité de sa flore qui compte environ 3000 especes, appartenant a plusieurs familles

botaniques (Bouzabata, 2016).

La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits des plantes, comme la pluparts
des plantes dans le monde possedent des effets thérapeutiques, car elles contiennent des
principes actifs naturels qui agissent directement sur 1’organisme. On les utilise en médecine
classique aussi bien qu’en phytothérapie elles présentent des avantages dont les médicaments

sont souvent dépourvus (Iserin et al., 2001).
I.2. Avantages des plantes médicinales

Depuis I’antiquité, les plantes ont joués a travers le monde un réle capital dans I’art de
guérir. En effet les hommes n’ont que les plantes pour se soigner qu’il s’agisse de maladies
bénignes, rhum ou toux, ou plus grave tel que la tuberculose ou la malaria. Aujourd’hui, les
traitements avec les plantes médicinales reviennent au premier plan, car 1’efficacité des
médicaments décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et
résistent de plus en plus. Le cout est faible par rapport aux traitements standardisés et qu’elle
est donc plus accessible au pays du tiers monde (Iserin et al.,2001).
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Il. Prunus persica

11.1 Généralités

La péche a été donnée par le philosophe grec Théophraste. Le non (Prunus persica) vient
du latin persica tirant son origine de pomum persicum qui signifie fruit de perse (Leterne and
Lespinasse, 2008).

Aujourd’hui les botanistes s’accordent tous, a attribuer au pécher la chine pour pays
d’origine. Les variétés chinoises, empruntant la route de la soie, arrivérent en Perse, trouvant
un climat favorable a leur épanouissement, les Grecs les ont introduites en Europe et comme

pour beaucoup de fruits, les Romains contribuérent a les disséminer (Scordinor, 2012).

11.2 Description de la plante

Le pécher est un arbre qui appartient a la famille des rosacées. Mesure entre 7et 8 m de
haut. Ses feuilles caduques vertes alternées, étroitement lancéolées, dont la longueur varie entre
8 et 15 cm, ont un léger parfum d’amande, elles apparaissent a la fin de floraison, elles tombent
plus ou moins t6t en automne (pinkas et al., 1996) . Ecorce grise ou cendrée. Fleurs roses
apparaissent au printemps ou en éte, selon les espéces (Leterne and Lespinasse, 2008). Son
fruit est une drupe c'est-a-dire fruit a noyau comprenant de 1’extérieur a ’intérieur : 1’exocarpe

(peau), le mésocarpe (chair), I’endocarpe (noyau) et I’amande.

Prunus persica a pres de 200 espéces cultivées pour leurs fruits comestibles et les graines
(Rheder, 1940).

11.3 Classification de la plante
La classification de Prunus persica est représentée dans le tableau I suivant (Leterne and
Lespinasse, 2008) :
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Tableau I : Classification systématique de Prunus persica (Leterne and Lespinasse, 2008).

Regne Plantae

Sous régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae

Ordre Rosales
Famille Rosaceae

Sous famille Amygdaloideae
Genre Prunus

Espéce Prunus persica

1.4 Propriétés thérapeutique

Le pécher a un effet thérapeutique et nutritionnel trés important. La consommation de ce
fruit peut réduire la production des especes réactives oxygénées(ROS) dans le plasma humain
et fournit une protection contre plusieurs maladies, en raison de la présence de composés
phénoliques présentant un pouvoir antiradicalaire important (Belhadj et al., 2016).

Selon Jung et al.,(2002), les feuilles de pécher ont des antioxydants principaux, tels que
le prunetin, la quercétine et le kaempferol. Elles sont vermifuges, insecticide, sédative,
diurétique adoucissantes, expectorant, et sont utilisés en leucoderme, le traitement de la gastrite,
la coqueluche et la bronchite chronique. La péte de feuille est employée pour tuer des vers dans
les blessures et infections fongiques (Kritikar and Basu, 1984). Elles sont aussi capables a
faire éliminer la fievre (Laffont, 1995).Utilisé en bain de pied et de mains, en friction, elles
sont utiles contre les douleurs, les dartres, les rhumatismes, les démangeaisons et les
inflammations (Laffont, 1975).

La Pulpe de péche montre également une certaine bioactivité, y compris l'atténuation
induite par la chimiothérapie de hépatotoxicité, et 1’inhibition de I’activité inflammatoire et

allergique (Lee et al.,2008).
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I11. Les composés phénoliques

I11.1. Généralités

Les polyphénols aussi appelés composés phénoliques regroupent plus de 8000 molécules,
classées en différentes classes chimiques. Ce sont les composés naturels les plus répandu dans
la nature dont les principales sources sont les sécrétions végétales. lls font partie de
I’alimentation animale, ou I’homme a titre d’exemple ingurgite quotidiennement 1’équivalent

de 10 g de ces composés (Bahorun, 1997).

Les composés phénoliques proviennent principalement de secrétions de bourgeons, des
exsudats de divers organes de plantes, ils sont représentés essentiellement par les flavonoides
et les acides phénoliques (Amniot et al., 1989)

I11.2 Classification des polyphénols

111.2.1 Acide phénolique

On distingue deux classes appartenant a cette sous-famille :
111.2.1.1 Acides hydroxybenzoique

IIs sont des dérivés de I'acide benzoique et ont une formule de base de type (C6-C1)
(figure 1). lls existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Zeghad., 2009).
111.2.1.2 Acides hydroxycinnamique

Les acides hydroxycinnamique sont plus abondants que les acides hydroxybenzoiques.
IIs dérivent de l'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3). lls
existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conduisent une réactivité chimique
importante de ces molécules (Zeghad, 2009).

La structure des acides phénoliques est représentée dans la figure 1.




R2 R

R3

OH
R4

R1=R2=R3=R4=H
R1=R4=H, R2=R3=0H ~ Acide protocatéchique
R1=H, R2=R3=R4=0H  Acide gallique

R1=0H, R2-R3=R4=H  Acide salicylique
R1=R4=0H, R2=R3=H  Acide gentisique

Acides hydroxybenziques

Acide benzoique (non phénolique)
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R 0
R2 OH
R3
R1=R2=R3=H Acide cinnamigue (non phénolique)
R1=R3=H, R2=0H Acide p-coumarique
R1=R2=0H, R3=H Acide caféique

R1=0CH,, R2=0H, R3=H Acide férulique
R1=R3=0CH, R2=0H  Acide sinapique

Acides hydroxycinnamiques

Figure 1: Structure des acides phénoliques (Laguerre et al., 2007).
111.2.2 Les flavonoides

La structure de base des flavonoides est le noyau Flavan, qui se compose de 15 atomes
de carbone disposeés en trois cycles (C6-C3-C6) qui sont nommés cycle A, cycle B et cycle C
(figure 2). Sont des molécules poly-substituées ubiquitaires chez les plantes, formées a partir

des acides aminés aromatiques phénylalanine, tyrosine et du malonate (Stalikas, 2007).

Figure 2 : Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005).
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IIs représentent plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont les

flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones et les

anthocyanidines (Pietta, 2000).
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Flavone Flavonol Flavanone
G @
OH

Flavanol Anthocyanidine

Figure 3 : Structures des principales classes de flavonoides (Robards and Antolovich,
1997).

111.3 Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont plusieurs activités biologiques dépendantes de leurs
structures chimiques. Ils constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les
fruits et les légumes. L’oxydation est trés importante pour de nombreux organismes vivants pour
les métabolismes biologiques et la production d’énergie, cependant I’oxygene métabolisé par notre
organisme se transforme en radicaux libres qui jouent un réle dramatique dans la pathogenése de
certaines maladies telle que le cancer, les maladies cardiovasculaires, 1’athérosclérose et

I’inflammation (Ren and al., 2010).

Les différentes propriétés biologiques des composés phénoliques sont représentées dans

le Tableau II.
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Tableau Il : Activités biologiques de quelques composés phénoliques (Mohammedi., 2011).

Composés phénoliques Activités biologique
Acide phénolique Acide caféique Antibactérienne
Acide salicylique antifongique, antioxydante.
Flavonoides Lutéoléine antitumorale, anticancerigéne,
Catéchine anti -inflammatoire, antioxydante,
Hespéridine antiallergique, antiulcéreuse,
Quercétine antivirale, antimicrobienne,
Naringénine hypotenseur diurétique.

I11.4 Activités antibactérienne des composés phénoliques

Le traitement des infections bactériennes se base principalement sur l’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents, peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou 1I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base de plantes (Billing and Sherman, 1998).

La contamination des végétaux par les microorganismes pathogenes entraine une forte
augmentation des teneurs en composes phénolique, ce qui correspond a la mise en place de
mécanisme de défense de la plante. Les composés phénoliques, sont reconnus par leurs toxicités
vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhésines microbiennes, les protéines de transport et de I'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

I11.5 Description de quelques souches

es microorganismes sont des organismes vivants, invisibles a 1’ ceil nu, ils peuvent étre
L td ts, bl I’ ceil nu, il t ét

sous différentes formes dont on cite les bactéries et les champignons.

Escherichia coli Gram™ : est I’espéce prédominante de la flore aérobie-anaérobie
facultative du tube digestif chez I’homme et chez de nombreuses espeéces animales, elle peut
étre responsable de pathologies extra-intestinales (méningites, infections urinaires) soit des
pathologies intestinales (diarrhées, intoxications alimentaire) (Alpha, 2013).

Salmonella typhi Gram™: de la famille des entérobactéries, bacilles, responsable d’une

fievre dite typhoide (Pierre and Bernard-Alex, 2018).
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Entérococus faecalis Gram™ : présente dans le tractus intestinal des mammiféres dont
I'hnomme, plus rarement au niveau du vagin ou de la cavité buccale cause souvent des infections
urinaires, des péritonites, des abcés intra-abdominaux, des bactériémies nosocomiales ou des
endocardites. (Isnard, 2017).

Pseudomonas aerogenosa Gram™: elle est responsable de 16% des cas de pneumonie
nosocomiale, 12% des infections urinaires, 8 % des infections suites aux blessures chirurgicales
(Van Delden and Iglewski, 1998).

Staphylococcus aureus Gram™ : représente la cause de méningite, osteomyélite et la
diarrhée (Steven et al., 2004).

Klebsiella  pneumoniae Gram™ : est une entérobactériec responsable d’infections
nosocomiales (infection urinaire, intra-abdominale, du site opératoire, septicémie et
pneumonie) (Najiby, 2013).

SARM : Staphylococcus aureus résistante a la methicilline

Trichoderma afroharzianum : un champignon connu comme agent potentiel en
agroalimentaire pour sa production de substances bioactives et comme agent de lutte

biologique pour son effet antagoniste contre un large spectre de pathogénes (Zahir et al., 2018).

@
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IV. Radicaux libres et stress oxydatif

IV.1 Radicaux libres
1IV.1.1 Définition

Les radicaux libres sont des molécules ou des substances chimiques portant un ou
plusieurs électrons non appariés, cet électron est comblé par 1’acceptation d’un autre électron
ou bien sera transféré sur une autre molécule. Ces molécules radicalaires sont produites d’une
maniére continue au sein de notre organisme, dans de nombreux phénoménes biologiques
comme par exemple la respiration cellulaire, I’oxygéne moléculaire se transforme en diverses
substances oxygénées, communément appelées radicaux libres de 1’oxygene ou espéces
réactives oxygeénees (ReactiveOxygenSpecies : ROS). D’une fagon générale, les radicaux libres
contribuent au stress oxydatif par une série de réactions en chaine. Leurs durées de vie est tres
courte (Ré et al., 1999).

IV.1.2 Sources des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits en permanence dans 1’organisme dans des conditions
physiologiques ou pathologiques Ouchemoukh.,(2012). Leur production est une conséquence
inévitable du métabolisme aérobie. En effet, ’organisme a besoin d’O2 pour produire de
I’énergie, via une réduction tétravalente séquentielle d’O2 en eau au cours du processus dit de
respiration mitochondriale Curtay and Robin., (2000). Toutefois, une partie de 1’02 échappe
a sa réduction en eau (1-5%), qui peut alors étre a I’origine de la production de H20> au niveau

du transporteur d’électron ubiquinone (coenzyme Q) (Jahn et al., 2008).

IV.1.3 Dommages liés aux radicaux libres

Les radicaux libres sont toxiques de par leur nature instable, ils interagissent avec toute
une série de substrats biologiques importants et induisant la dénaturation des protéines,
I’inactivation des enzymes et I’oxydation du glucose. Ils augmentent la possibilité de mutation
en provocant des altérations au niveau de ’ADN. Les processus de peroxydation lipidique
peuvent alors apparaitre avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule pouvant
aller jusqu’a la mort cellulaire. C’est pourquoi les phénomenes de vieillissement cellulaire sont

étroitement liés a certains radicaux (Pincemail et al., 2002).

ﬂ
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V.2 Stress oxydatif

IV.2.1 Définition

Les radicaux libres sont générés en permanence et en faible quantité, dans des
circonstances quotidiennes normales. Une production parfaitement maitrisée par un systeme de
défense efficace et adaptatif au niveau de radicaux libres présents dans le milieu. L’exces de
ces radicaux est appelé stress oxydatif.

Par conséquent le stress oxydatif se définit comme étant le désequilibre entre la génération
des especes réactives de 1’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les

dommages oxydatifs (Favier, 2003).

IV.2.2 Conséquences du stress oxydant

Les radicaux libres sont responsables des dommages sur toutes les molécules biologiques
comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les hydrates de carbone. Le stress
oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer, cedéme
pulmonaire, syndrome de détresse respiratoire aigle, vieillissement acceléré.

Il est aussi I’'un des facteurs potentiels de I'apparition des maladies plurifactorielles tel
que la maladie d'Alzheimer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires et les rhumatismes
(Favier, 2003).
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Etude phytochimique

I. Matériel végétal

Notre étude s’est portée sur les feuilles de pécher. Ces feuilles ont été€ récoltées au niveau
de 'ITAFV (institut technique de I’ Arboriculture fruitiere et de la vigne) sis a Tessala El-
Merjia, localité de Birtouta, Alger .Apres récolte, les feuilles ont été lavées puis séchées a
I’ombre .Apres séchage , les feuilles ont été broyées jusqu'a obtention d’une poudre fine .les
poudres obtenues ont été tamiseées a travers un tamis de 200 um de diametres puis conservées
a4°C jusqu'a analyse .
I1. Extraction des composés phénoliques

Ce travail est basé sur une variété de feuilles de pécher fourni par Mr MOKRANI
Abderrahmane (maitre de conférences au département des sciences alimentaires, université de
Bejaia). Afin de mettre en évidence I’activité antioxydante et antimicrobienne de ces feuilles.

Un échantillon de 5g de poudre de feuilles de pécher a été additionné a 300ml de
différents solvants : I’eau distillée, I’acétone, 1’éthanol, méthanol, acétone 60%, éthanol 60%
et le méthanol a 60%. Le mélange a subit une agitation magnétique pendant 3h a température
ambiante , I’extrait a été ensuite centrifuger a 5000rpm pendant 20 min puis filtré. Les extraits
ont été ensuite séchés a 1’évaporateur rotatif puis lyophilisés. les extraits lyophilises ainsi

obtenus ont été conserves a 4°C jusqu'a analyse.

Les extraits secs ont été dissous dans du DMSO a la concentration de 1mg/iml pour le
dosage des antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides), mesure de I’activité antioxydante
(pouvoir réducteur, activité antiradicalaire, chélation de fer et activité antioxydante totale) et

I’étude de 1’activité antimicrobienne.

I11. Les composés phénoliques
I11.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des poly phénol sa été effectué selon la méthode de Folin-Ciocaltreu (Junaid
et al., 2013). Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Il est réduit, lors de 1’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite,
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits (Boizot and
Charpentier, 2006).
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Un volume 100 pl d’extraits sont mélanger avec 500 pl du réactif de Folin (10 fois
diluer), apres 4 min, 400 pul de Na2COs (7,5 %) étaient additionnés au milieu réactionnel. Le
mélange est agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 30 min,
I’absorbance est mesurée a 765 nm. La concentration des polyphénols totaux est calculée a
partir d’une courbe d’étalonnage établie avec 1’acide gallique et elle est exprimée en mg
d’équivalent d’acide gallique par 100 gramme d’extrait sec (mg EAG/100g ES). (Annexe | ;
figure 1) .

111.2 Dosage des flavonoides totaux

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de feuilles de
pécher est réalisée par la méthode de trichlorure d’aluminium AICI3 de Bahorun et al.,
(1996). Un volume de 0.5 ml d’extrait a été additionné a 0,5 ml de chlorure d’aluminium a 2
%, le mélange est incubé pendant 1h a température ambiante. L’absorbance est lue a 420 nm
contre un blanc contenant le DMSO a la place de I’extrait. Les concentrations des flavonoides
sont déduites a partir de la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine. Les résultats sont

exprimés en (mg EQ / 100g ES) (Annexe I ; figure 2).
IV. Activité antioxydante
IV.1 Activité anti radicalaire en utilisant le DPPH

Ce test est réalisé par la méthode de piégeage du 2,2-diphényle-2-picryl-hydrazyle
(DPPH). Ce composé chimique fut I’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la
relation structure activité antioxydante des composés phénoliques (Brand-Williams et al.,
1995). 100 pl d’extrait sont mélangés avec 900 ul de la solution DPPH (0,04 mg/ml dans le
méthanol pure), aprés 20min d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurer
a 517 nm, D’activité antiradicalaire de DPPH a été déduite a partir de la courbe d’étalonnage
établie avec 1’acide ascorbique. Les résultats sont exprimés en (mg EAA /100 g ES) (Annexe

I ; figure 3).

IV.2 Evaluation de ’activité antiradicalaire par PABTS

Le protocole de Karacelik et al. (2015) a été adopté pour détermination de la capacité
des extraits de feuilles de pécher a piéger le radical cationique ABTS™ (acide 2’2, azinobis-

(3-éthylebenzothiazoline-6-sulfonique) .
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La solution stock d’ABTS (ABTS a 7 mM et persulfate de potassium a 2,45 mM) est
incubée a 1’abri de la lumiere pendant 12 & 16 heures. Cette solution stock est ensuite diluée
avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance finale de 0,7 £ 0,02 & 734 nm, puis 40 pl d’extrait
est ajouté a 960 pl de la solution ABTS le mélange est incubé 7 min a I’obscurité a température

ambiante la lecture est réalisé a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 734.

Les résultats sont exprimé en (mg ET /100 g ES) on se référant a la courbe d’étalonnage

de Trolox (Annexe | ; figure 4).
IVV.3 pouvoir reducteur

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique
a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®")
présent dans le complexe ferricyanure de potassium KzFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*). En effet

le Fe3* participe & la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. (Oyaizu, 1986).

Le protocole est effectué selon la méthode rapportée par Oyaizu (1986), un volume de
0,2 ml d’extrait est mélangé a 0,5ml de tampon phosphate (0,2 M, pH= 6,6) et 0,5 ml de
ferricyanure de potassium 1 %, le mélange est incubé a 50 °C pendant 20min dans un bain
marie, apres refroidissement a température ambiante 0,5 ml de TCA a 10 % sont ajoutés.
0,5ml de ce mélange est additionné a 0,5 ml d’eau distillé et 0,1ml de FeCls (0,1 %) laisser
réagir pendant 10 min. I’absorbance est lue a 700 nm.

Le pouvoir réducteur a été¢ déterminé a partir de la courbe d’étalonnage établie avec
I’acide ascorbique. Les résultats sont exprimés en (mg EAA /100 g ES) (Annexe | ; figure
5).

IV.4 Chélation de fer

La ferrozine peut former quantitativement des complexes avec Fe?*. Cependant, en
présence d'agents chélateurs, la formation du complexe est perturbée, ce qui entraine une
diminution de la couleur rouge du complexe. La mesure de la reduction de la couleur permet
donc d'estimer I'activité de chélation du chélateur coexistant.

La capacité de chélation de fer a été réalisé par la méthode de Dinis et al., (1994). 200
ul d'extrait de péche sont dilués dans du méthanol, ensuite 400 pl d'eau distillée et 200 pl de
FeSO4 (0,2 mM) ont été mélangé, puis de 200 ul de ferrozine (2 mM) ont été additionné au

mélange.
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Aprés 10 min d'incubation a température ambiante, I'absorbance est mesurée a 562 nm.
Un témoin a été réalisé en remplacant I'extrait par du méthanol. L'eau distillée a été utilisée
comme blanc a la place de la ferrozine.

Une courbe d'étalonnage a éte réalisée avec 'EDTA et les résultats exprimés en mg

équivalent dEDTA par gramme d'extrait (mg EEDTA /g) (Annexe I ; figure 6).

IV.5 Activité antioxydante totale (TCA)

Selon Nagavani et al., (2010), la méthode utilisant le phosphomolybdate d’ammonium
est un test antioxydant important basé sur la réduction de Mo*® en Mo*® par un composé
antioxydant. Ceci conduit a la formation d’un complexe de phosphate /Mo*®, de couleur verte,

avec une absorption maximale a 695 nm.

L’activité totale antioxydante est mesurée selon la méthode de Prieto et al., (1999).
100 pl d’extrait sont mélangés a 1ml de la solution suivante (0,6 M d’acide sulfurique 28 mM
de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium), la réaction est incubée a 95 °C
pendant 90 min dans un bain marie, 1’absorbance est mesurer a 695 nm. La capacité
antioxydante totale est exprimée en (mg EAG/100 g MS) selon la courbe d’étalonnage.

(Annexe | ; figure 7)

IV. Analyse statistique

Tous les résultats obtenus sont la moyenne de 3 essais, le programme Microsoft office
Excel est utilisé pour calculer les moyennes et les écartypes et les corrélations. Le logiciel
STATISTICA 7.1 est utilisé pour réaliser ’analyse de la variance a un seul critere de
classification (ANOVA) suivie du test LSD (la plus petite différence significative) au seuil p
<0.001 est appliquée afin de mettre en évidence les différences significatives entre les extraits
des feuilles de pécher pour chaque parametre étudié.

Les corrélations entre les différents parameétres analysés sont calculées avec la
statistique élémentaire en utilisant la matrice de corrélation. Les résultats obtenus sont classés
par ordre decroissant a> b> ¢> d> e> f> g et les valeurs obtenues portant la méme lettre ne

présentent aucune différence du point de vue statistique.
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Etude microbiologique

I. Les souches bactériennes utilisées

Sept souches de références de I’ American type culture collection (ATCC), (dont quatre
sont a Gram négatif et trois a Gram positif ont été utilisées. Les souches ont été fournies par
Mme AMIR Akila et Mme YANAT Betitra (Escherichia coli ATCC 25922 ; Entérococus
faecalis ; Staphylococcus aureus résistante a la methicilline, Pseudomonas aerogenosa ATCC
27853 ; Salmonella typhi ATCC 14028 ; Klebseilla pneumoniae ATCC700603 ;
Staphylococcus aureus ATCC 25923). Une souche fongique Trichoderma afroharzianum a

été également utilisée (Fournie par la doctorante Azzouz Zahra).
I1. Revivification des souches

Les souches ont été repiquées sur une gelose nutritive (annexe I11) pour les bactéries

afin d’obtenir une culture jeune de 18 a24 h a 37 °C.

Pour le champignon, il a été repiques sur un milieu PDA (annexe I11) et incuber 72 h a
28°C.

I11. Evaluation de ’activité antimicrobienne

Deux méthodes différentes ont été employées pour 1’évaluation de 1’effet antimicrobien
des différents extraits bruts de feuilles de pécher.
— La méthode de diffusion a partir d’un disque de papier qui permet la mise en évidence de
I’activité antimicrobienne des différents extraits (milieu solide)
— La méthode des microdilutions qui a pour objectif la détermination des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) a partir d’'une gamme de concentrations de 1’extrait dans le
milieu de culture (milieu liquide).
1.1 Teste de Pactivité antimicrobienne des extrais de feuilles du pécher sur milieu
solide

I11.1.1 Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture jeune obtenue apres (18 a 24h), on préléve a 1’aide d’une anse de
platine 4 a 5 colonies isolées et parfaitement identiques, on ensemence 1’anse dans Sml d’eau
physiologique stérile et on homogénéise la suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex.

La suspension est ajustée a une DO entre 0,08 et 0.1 (lue a 625 nm) ce qui correspondra

une suspension contenant 108 UFC.

3



Partie pratique

Pour le champignon une solution sporale est préparée a raison de 107 spores/ml.

111.1.2 Ensemencement

Des boites de Petri coulées au préalables avec la gélose MULLER-HINTON (annexe
I11) sont ensemencées par écouvillonnage : 1’écouvillon est tremper dans la suspension
bactérienne préparée aprés I’avoir diluer au 1/10 (environ 107 UFC/mI) ,ensemencer sur la
totalité de la surface de la gélose du haut en bas en stries paralleles et serrées ,I’opération est
répétée trois fois en tournant la boite de 60°chaque fois sans oublier de faire pivoter

I’écouvillon a la périphérique de la gélose.

111.1.3 Preéparation des dilutions des extraits des feuilles du pécher

Les différents extrais des feuilles ont été dissous dans du diméthyle sulfoxyde DMSO
pure a une concentration de 125 mg/ml, puis des dilutions 16 %, 32 % I’équivalent de 20
mg/ml ,40 mg/ml respectivement ont été réalisées.

111.1.4 Méthode de diffusion des disques sur milieu solide

Des disques de papier Whattman (N°1,diametre de 6mm) préalablement stériliser a
120°C pendant 30min au four pasteur (Annexelll) , ils sont ensuite imprégner de 25 pl de
chaque extraits (reconstitué selon la concentration voulue) et déposer a distances égale les uns
des autres (4 disques par boite) de telle fagon a éviter le chevauchement des zones d’inhibition
sur la gélose préalablement ensemencer avec la souche testée , une légére pression sera
exercée sur chaque disque afin d’obtenir une bonne adhérence. Un témoin négatif (disque
contenant 25l de DMSO 16 %) préparé dans les méme conditions, laissé 2h au réfrigérateur

pour une bonne diffusion incubation a 37°C pendant 24h.

111.2 Activité antifongique

Les mémes opérations ont éte effectuées avec le champignon, le milieu de culture utilisé
est le milieu PDA (Annexe I11). Le champignon est activé pendant 7 jours dans des boites de
Petri & une température de 28 °C avant le test, apres incubation I’inoculum du champignon est
préparé et I’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de Petri coulés contenant

le milieu de culture PDA.
La lecture de I’antibiogramme est réalisée apres 72 h d’incubation a 28 °C.

I11.3 Activité antibactérienne sur milieu liquide méthode de microdilutions
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111.3.1 Préparation de la microplagque

A Taide d’une micropipette on distribue 100ul du bouillon MULLER-
HINTON (annexes I11) dans chaque cupule sauf pour la premiére ou 1’on met 200 pl du
bouillon, ou on y ajoute un volume de 25 pl d’extrais de feuilles de pécher pour une

concentration de 20 mg/ml.
111.3.2 Les dilutions

Apres avoir bien melangé la solution avec le bouillon MH a I’aide de la micropipette,
on préleve 100 ul de ce mélange et I’ajoutera la cupule adjacente et ainsi de suite jusqu'a
I’avant derniére cupule et jeter les 100 pl restants.

La derniére cupule (cupulel2) ne contenant pas d’extraits servira de témoin négatif pour le

controle de 1’inoculum.

111.3.3 Préparation de I’inoculum

Préparation d’une suspension bactérienne a raison de 108 UFC/ml pour chaque souche
a tester.

Inoculation de 5 pl de la suspension dans chaque cupule a commencer par la colonne
qui ne contient pas d’extraits (témoin négatif) jusqu'a la cupule contenant la concentration
d’extraits la plus élevée (cupulel) ( sens inverse de la dilution)

Incubation des microplaques a 37°c pendant 18h.
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Les dilutions
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Figure 4 : schéma explicatif de la méthode de micro-dilutions sur microplaque

111.3.4 Lecture

Vérifier d’abord s’il y’a une croissance dans la cupule témoin (présence du culot). Un
test de confirmation a été réalisé sur des boites de Petri contenant le milieu MH on ensemence
a partir de la suspension ou il n’y as plus de trouble visible a I’ceil nu puis on incube pendant

24 ha37°C.
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Résultats et discussion

I. Rendement d’extraction

Les feuilles de la plante de Prunus persica ont été soumises a une extraction liquide —
solide en utilisant différents solvants (acétone pure, acétone 60 %, méthanol pure, méthanol 60
%, éthanol pure, éthanol 60 %, eau distillé). Aprés évaporation de ces solvants, un résidu sec
d’extrait brut a été obtenu.

Le calcul du rendement d’extraction pour chaque extrait a donné les résultats présentés
dans le tableau 1V, utilisant la loi suivante :

R (%) = P1/P2 X 100

P1 : poids de I’extrait aprés 1’évaporation

P2 : poids de I’échantillon de la plante (5 g)

Tableau 1V: Les pourcentages d’extraction des extraits des feuilles de Prunus persica.

L’extrait P1(9) Rendement (%)
ED 0,73 14,6
Acétone 60 % 1,22 24,4
Ethanol 60 % 1,42 28,4
Méthanol 60 % 1,11 22,2
Acétone pure 0,44 8,8
Ethanol pur 0,27 54
Meéthanol pur 1,25 25

D’apres les résultats, 1’éthanol 60 % a donné le rendement d’extraction le plus élevé (28,4
%) suivi par le méthanol pure (25 %). Selon Sulaiman et al., (2011), la différence de
rendement d’extraction avec les sept extraits est due a la différence de la nature chimique des
composés phénoliques des extraits et la nature des solvants utilisés. La différence dans les
polarités des solvants d’extraction influence la solubilité des constituants chimiques d’un
échantillon ainsi que le rendement d’extraction. La présence d’eau dans ces derniers
augmenterait la perméabilité des tissus végétaux et favoriserait le phénomeéne de diffusion de

masse dans 1’étape d’extraction (Moure et al., 2000; Arimboor and Arumughan, 2011).
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I1. Dosage des antioxydants
11.1. La teneur en polyphénols totaux

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires des
végétaux, largement distribués. Ils possédent plusieurs groupements phénoliques, avec la
présence ou 1’absence d’autres fonctions et composants, au moins 9000 structures différentes
connues (Bahorun, 1997).

La figure ci-dessous illustre les résultats en polyphénols totaux enregistrées sur les

differents extraits de feuilles de Prunus persica.
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Figure 5 : Teneur en polyphénols totaux des extraits de feuilles de Prunus persica

Chaque valeur représente la moyenne + écart type.

Les valeurs portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f, g) présentent des différences
significatives (p<0.05).

Les résultats sont classés par ordre décroissant;a>b> c>d> e>f>g

Les taux des composés phénoliques totaux des différents échantillons d’extraits des
feuilles de pécher analysés oscillent de 41+4 (Ethanol 100 %) a 57+2mg EAG/100g) (Acétone
60 %) (Figure 5).
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L’étude statistique révele que 1’extraits acétone 60 % possede la teneur en polyphénols
totaux la plus élevé 57 mg EAG/100g, néanmoins cet échantillon a montré un rendement assez
faible comparé aux autres extraits. Maisuthisakul et al. (2008) ont rapporté que les extraits
avec un rendement élevé ne présentent pas forcement des teneurs les plus importantes en
polyphénols. Cette teneur se différent significativement des autres extraits a I’exception de
I’extrait éthanol 60 %, tous les extraits de feuilles de pécher se différent significativement,
hormis les extraits (acétone 100 %, éthanol 100 %, méthanol 100 % et méthanol 60%).

Les polyphénols, classe de molécules plut6t hydrosolubles, sont majoritairement extraits
par des solvants de polarité moyenne ou forte. Les solvants aqueux donnent les meilleurs

rendements d’extraction que les solvants absolus (Zerargui Fatima.2015).

Dans de nombreuses études, 1’acétone diluée dans ’eau est considérer comme étant le
meilleur solvant pour I’extraction des composés phénoliques. . Le systéme acétone-eau est I’un
des systémes les plus utilisés pour I’extraction des polyphénols car d’une part il permet
d’extraire des teneurs considérables en polyphénols comparé a I’éthanol et au méthanol aqueux
(Troszynska et al., 2002) et d’autre part ce systéme limite I’extraction d’autres composés

comme les polysaccharides et les peptides (Awika et al., 2004; Wang et al., 2009)

Les résultats trouvé par Hayouni et al., (2007), effectués sur 1’effet des solvants sur les
teneurs en composes phénoligues de deux plantes Quercus coccifera L et Juniperus phonicea
L montrent que I’acétone a donné les meilleurs teneurs en polyphénols totaux pour les deux
plantes (143+1,02 EAG/g de Ms, 17321 EAG /g de Ms) .

Dans I’étude des grain de Prunus avium L, Faniadis et al., (2010) ont rapporté des
teneurs supérieur a la présente étude, Burlat (153,3 mg EAG/100g de poids frais), Tragana
(143,4 mg EAG/100g de poids frais).

En comparaison avec les résultats de deux variétés d’abricot Luizet | et Luizet Il (658,7
mg EAG/100g de poids sec ; 923,89 mg EAG/100g de poids sec) (Imatouken andKehoul.,
2011), les teneurs en polyphénols sont largement supérieurs a celle obtenue dans la présente
étude.

Cette teneur en polyphénols est différente par rapport aux valeurs d’autres auteurs, qui
peuvent étre dues a plusieurs raisons, y compris des facteurs génétiques, les différentes
conditions environnementales (lumiére du soleil, sols, précipitation, endroit et la saison), stade
de maturité, différentes variétés, la partie utilisée de la plante, en outre, il peut étre également

di ala méthode d’extraction et la procédure analytique utilisés.
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I1.2. Teneur en flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de polyphénols trés abondante dans le régne
végétale. Ils posseédent des propriétés similaires que celle des polyphénols. Les flavonoides
possedent également une forte activité antioxydante et sont donc trés bénéfiques pour la santé
humaine (Bahorun, 1997).

La figure ci-dessous illustre les teneurs en flavonoides enregistrées sur les différents
extraits de feuilles de Prunus persica.
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Figure 6: Teneur en flavonoides des extraits de feuilles de Prunus persica

Chaque valeur représente la moyenne + écart type.
Les valeurs portant des lettres différentes (a, b, c, d, e, f, g) présentent des différences
significatives (p<0.05).

Les résultats sont classés par ordre décroissant; a>b> c>d> e>f>g

Le principe de dosage des flavonoides repose sur la propriété de ces composés a chélater
les ions aluminium. En présence du chlorure d’aluminium, le complexe flavonoides-Al peut se
former entre les ions Al et les atomes d’oxygene portés par les carbones 4 et 5 des flavonoides.
La couleur jaune ainsi obtenue est proportionnelle a la quantité de flavonoides dans 1’extrait
(Berset, 2006; Djeridane et al., 2006; Lagnika, 2005; Ribérau-Gayon, 1968).
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Les teneurs en flavonoides des échantillons d’extrait de feuilles de pécher analysés varient
de 71 (Méthanol 100 %) a 47+2 (Acétone 60 %) mg EQ/100g.

La présente étude indique que I’extrait acétone 60 % est le plus riche en flavonoides dont
la teneur est de 47 mg EQ/100g. Cette teneur se différent significativement de celle des autres
extraits. Les extraits éthanol 60 %, méthanol 60 %, acétone 100 %, éthanol 100 % ne présente
pas de différence significative entre eux, de méme que pour les extraits a 1’eau distillé et au
méthanol 100 %.

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit le mode d’extraction, 1’éthanol

et I’acétone restent les meilleurs extracteurs des flavonoides (Mahmoudi Souhila et al 2013).

Les différentes teneures en flavonoides peuvent étre dues a leurs formes structurales qui

leurs permettent d’interagir avec les solvants d’extraction et/ou a la méthode d’extraction.
I11. L’activité antioxydante

Pour déterminer la capacité antioxydante des sept extraits des feuilles de Prunus persica,

cing méthodes colorimétriques ont été utilisees :
I11.1. Activité de piégeage du radical DPPH (Activité antiradicalaire)

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical stable lors du déplacement de
son électron ceélibataire autours de la molécule.

L’activité antioxydante est basée sur la réduction de la coloration violette intense du
DPPH qui réagit avec un antioxydant, qui a la capacité de réduire le DPPH en cédant un atome
d’hydrogéne ou un électron. La diminution de I’intensité de la couleur violette est due a la
présence des antioxydants (Gulcin et al. 2003).

La figure ci-dessous illustre les résultats de I’activité anti-radicalaire, trouvé par les

différents extraits de Prunus persica analysés.
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Figure 7: Valeurs de DPPH des extraits des feuilles de Prunus persica

Chaque valeur représente la moyenne + écart type.

Les valeurs portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f, g) présentent des différences
significatives (p<0.05).

Les résultats sont classés par ordre décroissant;a>b> c>d> e>f>g

L’activité antiradicalaire des différents extraits de feuilles de pécher analysés varient de
20+2 (éthanol 100 %) a 35+1 (acétone 60 %) mg ET/100g.

Ces valeurs sont relativement similaires a celles obtenues par Ren et al., (2010), qui ont
rapporté une valeur de 28.56 + 2.11 mg EAA/100g DW pour la pulpe et 22.44 + 1.92 mg
EAA/100g DW pour la graine de Ziziphus jujuba.

Plusieurs études ont montré que la péche présente une activité antiradicalaire élevée :
437-13 505 pg ET/ poids frais (Vizzotto et al., 2007).

L’étude statistique révele que 1’extrait acétone 60 % présente 1’activité antiradicalaire la
plus élevé avec une valeur de 35 mg ET/100g. Ceci peut étre expliqué par sa richesse en
polyphénols et flavonoides ; on constate que les teneurs en polyphénols et flavonoides se
corrélent avec 1’activité antiradicalaire DPPH ; ceci est en accord avec les résultats obtenus
avec Bakchiche et al (2013) qui montre qu’il y a une corrélation entre la teneur en flavonoides
et I’activité antiradicalaire de I’extrait hydroalcolique des feuilles du Zizyphus lotus. Les extraits
présentent des différences significatives a I’exception des extraits acétone 100 %, éthanal 100

% et méthanol 100 % qui ne présente aucune difference significative.
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La différence d'activité antioxydante de différents extraits de Prunus persica dependent
de la quantité totale de phénols, de flavonoides.la capacité antioxydante ne peut étre attribuée
seulement aux polyphénols mais a d’autres composés mineurs présents (tanins, saponines,
phénanthrénes..) dont leur teneur et leur activité antioxydante au niveau des végétaux est non
négligeable (Mota, 1985), par ce que la synergie entre les différents produits chimiques l'un
avec l'autre devrait étre prise en considération dans l'activité biologique (Bourgou et al., 2008).
D’un autre c6té, la fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions
synergiques entre les antioxydants dans un mélange fait que 1’activité antioxydante dépend non
seulement de la concentration, mais également de la structure et la nature des antioxydants
(Falleh et al., 2008). Cette conclusion indique que les extraits de Prunus persica sont une bonne
source potentielle de composés phénoliques, et peuvent étre utilisés comme antioxydants

naturels contre les dommages oxydatifs des radicaux libres dans le corps humain.

111.2 Activité de piégeage du radical ABTS (Activité antiradicalaire)

La méthode utilisant le radical ABTS se base sur la capacité d’un radical cationique
ABTS™ (2,2’-azobis-ethylbenzothiazoline-6-sulphonique) de coloration bleu-vert qui se
transforme en ABTS incolore, par piégeage d’un proton par I’antioxydant. La décroissance de
I’absorbance causée par 1’antioxydant refléte la capacité de capture du radical libre (Re et al.,
1999).La figure ci-dessous illustre les résultats de I’activité antiradicalaire, trouvé par les

différents extraits de Prunus persica analysés
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Figure 8: Valeurs de I’ABTS des extraits de feuilles de Prunus persica.
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Chaque valeur représente la moyenne + écart type.
Les valeurs portant des lettres différentes (a, b, c, d, e, f, g) présentent des différences
significatives (p<0.05).

Les résultats sont classés par ordre décroissant;a>b> c>d> e>f>g

L’activité antiradicalaire des différents extraits de feuilles de pécher analysés varient de
19+2 (éthanol 100 %) a 46+2 (acétone 60 %) mg ET/100g.

L’analyse de la variance montre que [’extrait acétone 60 % présente [’activité
antiradicalaire la plus élevé avec une valeur de 46 mg ET/100g, et que les autres extraits ne
présentent aucune différence significative a 1’exception de 1’eau distillé et le méthanol 60 %.
Cela est d0 a leur composition qualitative en composé phénoliques et/ou flavonoides.

Liu et al. (2007) ont démontré que 1’utilisation de différents types de solvants est
déterminant dans 1’efficacité antioxydante et ceci par la variation du contenu et la concentration
des composés phénolique extrait par ces solvants. Par ailleurs, il est bien établi que I’activité
antioxydante se correle positivement avec la structure des polyphénols, généralement, les
polyphénols avec un nombre ¢élevé du groupements hydroxyles présentent 1’activité
antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) et cela due a leur pouvoir de donner plus
d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al., 2007), ce qui peut
expliquer en partie que 1’activité antiradicalaire est dépendante du nombre, de la position et de
la nature des substituant sur les cycles B et C (groupements hydroxyles, metaxylés, glycosylés)
et le degré de polymérisation (Popovici et al., 2010). Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas
seulement concentration-dépendant mais également structure-dépendant (Rodriguez-
Bernaldo et al., 2010).

Selon Ordonez et al., (2006) I’activité antioxydante d’un extrait ne peut pas étre
forcément associé a son contenu phénolique total, des interactions synergique ou
d’antagonisme peuvent avoir lieu entre les composants phénoliques entre eux et/ou autres

composants d’extrait.
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111.3. Pouvoir réducteur

La méthode de réduction de ferricyanure de potassium permet d’estimer le potentiel antioxydant
des extraits de feuilles de pécher par la présence des agents réducteurs dans les extraits ce qui
induit la réduction du fer ferrique (Fe* ) au fer ferreux (Fe*?). Cette réduction est mesurée par
I’intensité de la couleur bleu vert qui résulte. Les valeurs élevées de I’absorbance indiquent que

le pouvoir réducteur est important (Ouchemoukh, 2012).

La figure illustre les résultats du pouvoir réducteur enregistres des extraits de feuilles de

Prunus persica
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Figure 9: Pouvoir réducteur des extraits de feuilles de Prunus persica.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type.
Les valeurs portant des lettres différentes (a, b, c, d, e, f, g) présentent des différences significatives (p<0.05).

Les résultats sont classés par ordre décroissant;a>b> c>d> e>f>g¢g

Les valeurs d’activité antioxydante des extraits de feuilles de pécher étudiés oscillent de
685 (acétone 100 %) a 123+4 (acétone 60 %) mg EAA/100g.

L’analyse statistique montre 1’absence de différences hautement significative entre les
extraits : eau distillé (863 mg EAA/100g), éthanol 60 % (101+4 mg EAA/100g) , méthanol 60
% (99+3 mg EAA/100g), méthanol 100 % (84+6 mg EAA/100g) ainsi que pour les extraits
acetone 100% (68+5 mg EAA/100g), éthanol 100 % (74+4 mg EAA/100g) cependant 1’extrait
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acetone 60 % se différe significativement de tous les autres extraits. Cela peut étre di a la nature
et a la concentration en antioxydants qui peuvent moduler 1’intensité du pouvoir réducteur.
Ces résultats pourront étre expliqués par le fait que 1’extrait acétone 60% présente un
pouvoir réducteur important, renfermant ainsi des molécules ayant un potentiel réducteur
donneur d’électron plus fort tandis que les extraits qui a montré un pouvoir réducteur moins
important pourraient renfermer des molécules a potentiel réducteur donneur d’électron moins

fort.

I11.4. Pouvoir chélateur de fer

La capacité chélatrice est déterminée en suivant I’inhibition de la formation du complexe
Fe?* ferrozine apres leur incubation avec le fer divalent. Les molécules de ferrozine forment des
complexes avec le Fe** donnant une coloration violet foncé. Toutefois, en présence d’autres
agents chélateurs, la formation de ces complexes est atténuée donc 1’intensité de la couleur

diminue (Ebrahimzadeh et al., 2007).

La figure ci-dessous illustre les résultats du test du pouvoir chélateur du fer enregistrés

sur des extraits des feuilles de Prunus persica.
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Figure 10: Pouvoir chélateur du fer des extraits des feuilles de Prunus persica.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type.
Les valeurs portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f, g) présentent des différences

significatives (p<0.05).
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Les résultats sont classés par ordre décroissant;a>b > c>d> e>f>g

Le pouvoir chélateur des extrait de feuilles de pécher étudiés oscillent de 68+5 (acétone
100 %) a 123+4 (acétone 60 %) mg EAA/100 g.

La présente étude révele que I’extrait acétone 60% présente la plus grande capacité de
chélater le fer avec une valeur de 62095 mg EEDTA/100 g. Plusieurs chercheurs ont attribué
’activité antioxydante des composes phénoliques principalement au transfert d’électron de la
chélation du métal et au potentiel redox du composé antioxydant, par le faite de céder 1’atome
d’hydrogéne par le radical libre, Selon Morris (1995) et Brown (1998), les composés
phénoliques s’avérent comme de bons chélateurs des ions métalliques. La valeur trouvée se
différent significativement de celle des autres extraits. Les extraits : eau distillé, éthanol 60 %,
éthanol 100 % et 1’acétone 100 % ne présentent pas de différence significative, de méme que
pour les extraits méthanol 60 % et méthanol 100 %. Ceci peut étre expliqué par sleur teneur
similaire en agents chélateur du fer.

I11.5. Capacité antioxydante totale (TCA)

La capacité antioxydant totale (TCA) des extraits des feuilles est évaluée par la méthode
phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo présent sous
la forme d’ions molybdate MoO4?" & molybdéne MoO? en présence de 1’extrait pour former un
complexe vert de phosphate/Mo a pH acide (Prieto et al. ;1999).

La figure ci-dessous montre les résultats du test de I’activité antioxydante totale

enregistrés sur des extraits des feuilles de Prunus persica.
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Figure 11: Capacité antioxydante totale (TCA) des extraits des feuilles de Prunus persica.

Chaque valeur représente la moyenne + écart type.
Les valeurs portant des lettres différentes (a, b, ¢, d, e, f, g) présentent des différences
significatives (p<0.05).

Les résultats sont classés par ordre décroissant;a>b> c>d> e>f>g

La capacité antioxydante totale (TCA) des extrait de feuilles de pécher étudiés oscillent
de 53+9 (Eau distillé) a 85+5 (acétone 60 %) mg EAA/100 g.

Les résultats de 1’étude statistique montrent des différences hautement significatives selon
les extraits des feuilles de pécher analysées. Parmi les sept extraits, 1’extrait acétone 60 %
représente 1’activité la plus élevé avec une capacité antioxydante de 85 mg EAA/100 g qui
differe significativement des autres extraits, par contre les extraits éthanol 60 %, méthanol 60

%, acétone pure, éthanol pure et méthanol pure ne présentent aucune différence significative.

Ce pouvoir antioxydant observer dans 1’extrait acétone 60% peut étre di essentiellement
asarichesse en polyphénols particulierement les flavonoides, et aussi en fonction des structures

chimiques des molécules bioactives.

.



Résultats et discussion

V. Corrélations entre les antioxydants et ’activité antioxydante

Afin d’évaluer la relation entre les différentes classes des composés phénoliques totaux
et leurs contributions a I’efficacité antioxydante des extraits des feuilles de pécher, une analyse
de régression linéaire a été réalisée pour toutes les classes déterminees.

Dans la presente étude, les polyphénols totaux et les flavonoides, semblent contribuer
d’une fagon hautement significative a 1’activité antioxydante (activité antiradicalaire, le
pouvoir réducteur et le test de chélation de fer) des extraits des feuilles de pécher

Les taux en antioxydants et les activités antioxydantes des extraits de feuilles de pécher
analysés enregistrent des corrélations positives entre 1’activité antioxydante (pouvoir réducteur
et activité antiradicalaire) et les polyphénols totaux, flavonoides, sauf entre les polyphénols
totaux et la chelation de fer. Les concentrations en phénols totaux présentent une corrélation
linéaire hautement significative avec I’activité antiradicalaire (DPPH, ABTS) et le pouvoir
réducteur dont les coefficients de corrélations sont: r = 0,68, r = 0,60 et r=0,73 respectivement
(annexe I1).

De méme, cette analyse statistique montre des expressions hautement significative entre
les flavonoides et le test de ’activité antiradicalaire (DPPH, ABTS) (r=0,81 ; r=0,59), ainsi
avec le pouvoir réducteur (r=0,77) et chélation de fer (r =0,62) (annexe I1).

Les résultats de Abidi et al., (2011) sont les méme que notre étude, ils ont rapporté des
corrélations positives significatives entre la capacité antioxydante et les composés phénoliques
sur les flavonoides des fruits de pécher.

Activité antimicrobienne
1. Méthode de diffusion en milieu solide (Méthode des disques)

L’objectif de ce travail est d’évaluer la capacité des extraits des feuilles de pécher a
produire des composés bioactifs pouvant présenter un effet thérapeutique antimicrobien. A
travers 1’étude in vitro, le pouvoir antimicrobien des extraits a eté effectué par la méthode des

disques sur un milieu gélose solide (Mueller-Hinton) en mesurant les zones d’inhibitions.

E



Résultats et discussion

F<cherichia enli

Figure 12 : Effet d’extraits phénoliques sur la croissance bactérienne des deux souches.

Les résultats obtenu dans cette étude (tableau 5), montrent que les extraits de Prunus
persica présentent une activité antibactérienne sur différentes espéces de bactéries a Gram
positive et a Gram négative a une concentration de 20 mg /ml. Trois souches bactériennes dont
Pseudomonas aerogenosa, Kleiibseilla pneumonea (Grams négatifs) et Staphylococcus aureus
(Gram positif) ont montré une sensibilité élevéee, pour différentes extraits de feuille de pécher
a des zones d’inhibition claire au tour des disques qui varient entre (8 —15 mm).

Cela pourrait étre attribué a la présence des polyphénols totaux et/ou flavonoides qui ont

une activité antimicrobienne.

Tableau V: Résultats de 1’activité antibactérienne d’extrait phénolique des différents extraits
de péche par la méthode de diffusion des disques sur gélose (zone d’inhibition est mesuré en

mm).
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Extraits ED Acét Eth | Méth | Acét Eth Meth

SB 60% | 60% | 60% | pure | pure pure
Klebsiella pneumoniae 6 10 6 6 12 6 6
Escherichia coli 6 6 6 6 6 6 6
Salmonella typhi, 6 6 6 6 6 6 6
SARM 6 6 6 6 6 6 6
Staphylococcus aureus 6 15 8 6 15 13 13
Entérococus faecalis 6 6 6 6 6 6 6
Pseudomonas aerogenosa, 6 7 6 9 12 6 8
Trichoderma afroharzianum 6 6 6 6 6 6 6

6 : le diametre des disques

Le travail de Baranwal et al., (2013) effectué sur I’évaluation antimicrobienne des extrait
des grains de deux plantes Prunus persica et Annona squamosa ont également noté des effets
antimicrobiens plus élevé que la présente étude avec des zones d’inhibition légérement plus
élevé (13-25 mm).

Par contre les extraits s’averent inactifs contre les autres bactéries (Escherichia coli,
SARM, Salmonella typhi, Entérococus faecalis) (tableau 3), celle-ci présente une résistance
élevée contre 1’action antibactérienne des extraits. Selon Hayouni et al., (2007), la résistance
de la souche testée peut étre attribuée a la capacité de 1’agent antibactérien de diffuser
uniformément dans I'agar.

Ceci peut étre également attribué a la différence au niveau des enveloppes externes des
bactéries Gram négatif et Gram positif, les bactéries Gram négatif possédent une couche
additionnelle (la membrane externe), qui se compose des phospholipides, des protéines et de
lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a la plupart des molécules (Hayouni et
al., 2007; Turkmen et al., 2007).

La résistance de ces souches aux extraits peut étre aussi di aux plusieurs facteurs tels
que les facteurs inhérents (variétés, conditions ambiantes, facteurs écologiques, variations
saisonniéres de la plante) (Turkmen et al., 2007), préparation de I’extrait, solvant utilisé, la
sensibilite des bactéries (Loziene et al., 2007), et finalement 1’organe de la plante utilisé
(Natarajan et al., 2005).
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Aucune zone d’inhibition n’a été observee au tour des disques imprégnés de differents
extraits pour I’espece Trichoderma afroharzianum. Contrairement aux résultats de Aziz and
ur-Rahman, (2012) qui ont démontré dans leurs études sur I’activité biologique de Prunus
persica, des activites antifongiques modérés vis-a-vis d’Aspergillus Niger et Candida albicans
et faible activité contre Fusarium solani. Ce qui indique que ’activité antifongique dépend
aussi de plusieurs facteurs tels que le type du solvant utilisé pour I’extraction. A la lumiére de
ces résultats, les extraits des feuilles de pécher ne contiennent pas d’agents antifongiques a
I’égard de Trichoderma afroharzianum.

Les resultats obtenus montrent que la plus part des souches ne sont pas inhibé par nos
extraits, ce qui confirme un spectre étroit de 1’activité antibactérienne de nos extrais.

Pour ce qui concerne 1’effet du DMSO diluée a 16 % sur les souches testés (témoin
négatif) n’a présenté aucune activité antibactérienne.

2. Méthode en milieu liquide

Les extraits qui ont montré des résultats positifs sur la méthode de diffusion des disques
ont été utilisé pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI
est la plus faible concentration d’un agent antimicrobienne qui inhibe la croissance de

microorganisme de 18 h a 24 h (Baranwal et al., 2013).

Les résultats de I’inhibition de la croissance bactérienne des extraits de pécher sont

résumés dans le Tableau VI

CMI (mg/ml)
Extraits Acét Eth Meth Acét Eth Meth
60 % 60 % 60 % pure pure pure
souches bactériennes
Staphylococcus aureus 10 2 - 2 2,22 2,22
Klebseilla pneumoniae 20 - - 20 - -
Pseudomonas aerogenosa - - - - - -

- - Absence
Tableau VI: Les Résultats de 1’activité antibactérienne des différents extraits des feuilles de
pécher sur les souches testées.

D’aprés les résultats cités ci-dessus, la plupart des extraits montrent une activité
antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus avec des valeurs en CMI acétone 60 % (10
mg/ml), éthanol pure (2,22 mg/ml), méthanol pure (2,2 mg/ml), acétone pure (2 mg/ml), éthanol
60 % (2 mg/ml). Cela prouve que la souche Staphylococcus aureus est trés sensible aux extraits
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éthanol 60 %, acétone pure, éthanol pure, méthanol pure respectivement. En revanche elle est
moins sensible a 1’acétone 60 %., ce qui peut étre expliqué par la nature et la composition
chimique des différents composés phénoliques.

Ces résultats semblent similaires a ceux de Abtahi et al.,, (2008) sur I’activité
antibactérienne des extraits a 1’eau distillé et du méthanol des noyaux d’abricot amer (Prunus
armeniuca) vis-a-vis de Staphylococcus aureus.

Concernant la souche Klebseilla pneumoniae, la concentration nécessaire pour inhibé la
population bactérienne est plus élevée par rapport a celle observé pour Staphylococcus aureus
avec une valeur de 20 mg/ml des deux extraits, acétone 60 % et 1’acétone pure. Les résultats
sont similaires aux effets observés sur la méthode des disques. On déduit alors que la souche
Klebseilla pneumoniae est moins sensible.

D’aprés Ganiere et al., (2004), si on considére qu’une CMI élevée est souvent prédictive
d’un échec thérapeutique, une CMI basse ne permet pas toujours de prévoir un succes clinique
cela veut dire que méme si les souches testées s’aveérent sensibles aux extraits une confirmation

clinique est nécessaire.
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CONCLUSION

PERSPECTIVES



Les plantes médicinales peuvent nous apporter des solutions intéressantes aux contraintes
liées a la santé surtout dans des pays en voie de développement notamment 1’Algérie, la
promotion de la phytothérapie nous permettra de sauvegarder le savoir de nos ancétres qui tend
a disparaitre.

Dans la présente étude, nous avons évalué I’activité antioxydante et antimicrobienne des
extraits des feuilles de pécher Prunus persica, de la famille des rosace, une plante fréquente en
Algérie et largement utilisé dans la médecine traditionnelle dans le traitement de diverses
pathologies telles que les troubles gastriques.

Le premier objectif de notre travail étant 1’extraction et I’estimation du rendement des
composes phénoliques par différents solvants permettant ainsi de constaté des rendements qui
différent en fonction de la nature des solvants utilises, cependant le meilleur rendement est

observé pour 1’éthanol 60% d’une valeur de 28.4 % de matiere seche (poudre).

L’analyse quantitative de ces extraits est représentée par le dosage spectral de deux
substances bioactives : les polyphénols et les flavonoides, les résultats révelent une teneur
élevée pour I’extrait acétone 60% allant jusqu'a 57 mg EAG/100 g de polyphénols et 47 mg
EQ/100g de flavonoides.

L activité antioxydante a été évalué par cing méthodes tels que le DPPH, L’ABTS, le
pouvoir réducteur, I’activité antioxydante totale et la chélation de fer, les résultats montrent que
les extraits de feuilles de pécher ont une forte activité antioxydante dans le piégeage des
radicaux libres (DPPH et ABTS), une capacité réductrice et antioxydante totale importante,
I’extrait acétone 60% manifestait la meilleur activité antioxydante. La mise en évidence de
’activité chélatrice du fer a révélé un fort potentiel chélateur de fer.

La meilleure activité de 1’extrait acétone 60% peut s’expliquer par sa forte teneur en
composés polyphénoliques et notamment sa richesse en flavonoides, connus pour leur
propriétés antioxydantes.

De bonnes correélations positives ont été trouvées entre les teneurs en polyphenols totaux,

les flavonoides et les différents tests antioxydants, mise appart 1’activité antioxydante totale.
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Le travail a été complété par la détermination de I’activité antimicrobienne sur sept
souches bactériennes et une souche fongique. Les résultats indiquent que quelques extraits
possedent un effet antibactérien sur certaines souches. Staphylococcus aureus s’avére la plus
sensible a la pluparts des extraits testés avec des valeurs de CMI (2mg/ml pour 1’acétone pure
et I’éthanol 60%, 2.2mg/ml pour les extraits éthanol pure et méthanol pure et 20mg/ml pour
I’acétone 60%), Pseudomonas aerogenosa et Klebseilla pneumoniae sont les moins sensibles.
Les autres souches bactériennes et la souche fongique semblent étre résistantes a tous les

extraits.

Bien qu'il existe une forte corrélation entre le contenu phénolique totale et l'activité
antioxydante, il n'y a pas eu de relation linéaire évidente entre la teneur en PT et l'activité
antibactérienne ce qui peut étre expliqué par la complexité des mécanismes d’actions des
composes phénoligues contre diverses bactéries.

Au terme de ce travail, nous pouvons déduire que les feuilles de Prunus persica possédent
une activité antioxydante remarquable qui constituent un réservoir intéressant de nouvelles
sources potentielles de molécules bioactives et qui pourraient étre utilisées comme ingrédients
dans les industries alimentaires et/ou pour des applications thérapeutiques et pharmaceutiques.

L’ensemble des résultats obtenus au fil de cette étude n’est qu’une étape préliminaire, il

est souhaitable d’accomplir et d’enrichir ce travail par :

v/ L’étude la toxicité de ces extraits et envisager la mise au point des
médicaments traditionnels améliorés a court terme.

v L’étude d’autres activités biologiques a savoir les propriétés anti-
inflammatoires, antivirales, anticancerigéne et autres.

v" Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués
d’une activité antioxydante.

v’ Il serait important d’approfondir les recherches sur une large gamme de
souches microbiennes et d’identifier les constituants actifs responsables de

I’activité antibactérienne.
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Annexe | : Courbes d’étalonnages
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I- Corrélations significatives marquées a p < 0,05 ; p<0,01; p <0,001.
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Figure 3 : Corrélations significatives marquées a p < 0,001
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Figure 1 : Corrélations significatives marquées a p < 0,05.
Correlations (Feuilla)
Correlations significatives marguees a p < 01000
M=21 (Obsemations a Yl ignorees)
Variable PT |Flav |DPPH | ABTS | P R |FERRO | phospfomol
P T | 1,[][]! 0,72 0,63 O.60 O 73 0.34 0.09
Flaw 0,72 1,00 0,531 0.59 Q.77 0.62 0,41
OFPPH 0,68 0,81 1.00 0,85 0,94 0,71 o.17
ABTS 0.0 059 0,535 1,00 0,85 0.72 -0.158
F R o.v3 o777 0,94 0,35 1,00 0. 74 0.15
FERRDO 0,34 0,62 0,71 0,72 0,74 1.00 0,31
phosofomol 009 0.4 o117 -0.18 0.18 0_31 1.00
Figure 2 : Corrélations significatives marquées a p < 0,01
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Annexe I11: préparation des milieux de culture

Milieux de culture préparation

Muller-Hinton 38 g par litre
Gélose nutritive 28 g par litre
Bouillon nutritif 20 g par litre
Milieu PDA 39 g par litre

Stérilisation du matériel

L’cau distillée, ’eau physiologique, le milieu de culture, les tubes & essai utilisés dans
la préparation des solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de
diamétre) enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant

15 minutes.



Résume

Prunus persica est un arbre qui appartient a la famille des Rosaceae, ces feuilles sont largement utilisés
dans la médecine traditionnelle en Algérie, dans la présente étude on a évalué I’activité antioxydante et
antimicrobienne des extraits de feuilles de pécher par différents solvants (acétone pur, acétone 60%, méthanol
pure, méthanol 60 %, éthanol pure, éthanol 60 % et eau distillé). L’analyse quantitative basé sur le dosage des
composes phénoliques et de flavonoides. L’extrait acétone 60% a révélé une teneur élevé en polyphénols ainsi
qu’en flavonoides. L’activité antioxydante a été testée par cing méthodes, I’activité antiradicalaire (ABTS,
DPPH), le pouvoir réducteur, la chélation de fer et ’activité antioxydante totale,. Les résultats de ces tests nous
ont permis d’affirmer que I’ensemble des extraits présentent de trés bonnes propriétés antioxydantes, 1’extrait
acétone 60% manifestait la meilleure activité antioxydante. L’activité antimicrobienne a été déterminée sur sept
souches bactériennes et une souche fongique, selon la méthode de diffusion de disque. La concentration minimale
inhibitrice (CMI) manifestée par les deux extraits éthanol 60% et acétone pure sur Staphylococcus aureus est
d’une valeur de 2mg/ml, les deux souches Klebseilla pneumoniae et Pseudomonas aerogenosa sont moins
sensibles, les autres souches semblent étre résistantes a tous les extraits testes. Les résultats de 1’activité
antifongique ont montré I’inefficacité de tous les extraits contre Trichoderma afroharzianum. Les résultats nous
permettent de conclure que les feuilles du pécher sont un réservoir intéressants de molécules antioxydantes.

Mots clés : Prunus Persica, activité antioxydante, activité antimicrobienne, polyphénols, flavonoides

Abstract

Prunus persica is a tree that belongs to the Rosaceae family, these leaves have widely used in traditional
medicine in Algeria, in this study we tried to evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of peach leaf
extracts by different solvents (pure acetone, 60% acetone, pure methanol, 60% methanol, pure ethanol, 60%
ethanol and distilled water. Quantitative analysis based on the determination of phenolic compounds and
flavonoids; the acetone 60% extract revealed a high content of polyphenols as well as flavonoids. Antioxidant
activity was tested by five methods, antiradical activity (ABTS, DPPH), reducing power, iron chelation and total
antioxidant activity. The results of these tests allowed us to affirm that the extracts have very good antioxidant
properties, 60% acetone extract exhibited the best antioxidant activity. The antimicrobial activity was determined
on seven bacterial strains and a fungal strain, according to the disk diffusion method. The minimum inhibitory
concentration (MIC) expressed by the two extracts of ethanol 60% and pure acetone on Staphylococcus aureus is
2 mg/ ml value , the two strains: Klebseilla pneumoniae and Pseudomonas aerogenosa are less sensitive, the other
strains appear to be resistant to all tested extracts. The results of the antifungal activity showed the ineffectiveness
of all extracts against Trichoderma afroharzianum.The results allow us to conclude that the leaves of the sinner
are an interesting reservoir of antioxidant molecules.

Key words: Prunus persica, antioxydante activity, antimicrobial activity, polyphenols, flavonoids
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