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Résumé

L'obésité, en tant que facteur clé des maladies cardiovasculaires et du syndrome métabolique, est
actuellement considérée comme la premiére maladie non infecticuse en raison de sa prévalence et des pathologies
chroniques qu'elle engendre. Face a I'échec de sa prise en charge, la prévention de 1'obésité est devenue un enjeu
sanitaire et socio-économique primordial. Actuellement, la recherche scientifique se concentre de plus en plus sur
des approches préventives visant a manipuler les différentes voies métaboliques impliquées dans le développement
de cette épidémie, en mettant particuliérement l'accent sur le stress oxydatif et la dysbiose intestinale. Cette étude
vise, dans un premier temps, a évaluer l'activité antibactérienne et antioxydante, in vitro, des extraits
polyphénoliques issus de trois plantes médicinales, a savoir la cannelle (Cinnamomum zeylanicum), le gingembre
(Zingiber officinale) et I'armoise blanche (Artemisia herba alba Asso.). Dans un deuxiéme temps, elle cherche a
développer une stratégie nutritionnelle préventive, basée sur une combinaison de probiotiques et de polyphénols,
contre 1'obésité et ses complications, nutritionnellement induite chez le rat Wistar. Au cours de cette étude, l'activité
antioxydante a été évaluée par quatre techniques complémentaires, a savoir la technique de FRAP, de piégeage du
radical DPPHe, de neutralisation du H>O; et de TBARS. L'activité antibactérienne a été évaluée vis-a-vis des
bactéries Gram positives et négatives, en utilisant les méthodes de diffusion sur gélose et I'incorporation au gélose.
Parallélement, une expérimentation in vivo a été réalisée sur 49 rats males Wistar répartis en 7 groupes. Le premier
groupe, le témoin négatif, est constitué d'animaux soumis a un régime standard (ST). Les groupes 2 et 3, les témoins
positifs, sont composés de rats soumis a un régime hypergras associ¢ (HGP) ou non aux probiotiques (HG). Les
rats des groupes 4 et 5 ont été nourris par un régime HG supplémenté de 2 % (p/p) de gingembre seul (HGG) ou
bien nourris par le méme régime associ¢ a un mélange de probiotiques (HGGP). Enfin, les rats constituant les
groupes 6 et 7 ont été soumis a un régime hypergras additionné de 2 % (p/p) de cannelle seul (HGC) ou bien
soumis au méme régime associé¢ a un mélange de probiotiques (HGCP). Aprés 16 semaines d'expérimentation,
une estimation des paramétres biochimiques, oxydatifs et microbiologiques ainsi qu’un examen histopathologique
du foie a été effectué. Les résultats de 1’étude in vitro montrent que les extraits méthanoliques issus de la cannelle
et du gingembre possédent des activités antioxydantes et antibactérienne supérieures aux celles de I’extrait issu de
I’armoise blanche. Une capacité antioxydante trés élevée et de maniére hautement significative a été constatée
avec ’EMC en comparaissant avec I’EMG et ce pour I’ensemble des techniques utilisées. Les CE sy déterminées
par le test FRAP sont de 108.56 + 4.18 pg/ml versus 310.07 £ 6.94 ng/ml respectivement. Aussi I’EMC présente
une concentration inhibitrice du radical DPPH" inférieure a celle du gingembre (Clso- 5.27 + 0.11 pg/ml versus
Cls0=22.50 £ 0.45 pg/ml). Il va de méme pour la capacité de neutraliser le H>O,. Un potentiel d'inhibition de la
peroxydation lipidique trés significatif a été obtenu avec la EMC par rapport a la EMG les pourcentages
d’inhibition des MDA obtenus sont 57.82 + 1.20% et 53.91 + 2.15% dans ’ordre. ’EMC, en comparaison avec
I’EMG, exerce une forte activité antibactérienne contre les bactéries & Gram positive (S. aureus, B. cereus) et
bactéries a Gram négatives (E. coli et P. aeruginosa), avec des CMI évaluée entre 5 et 6 mg/ml et des CMB entre
16 et 20 mg/ml. Cependant I’effet I’antibactérien de ’EMG est caractérisé pas des CMI entre 8 et 12 mg/ml et des
CMB entre 16 et 22 mg/ml pour S. aureus, B. cereus, E. coli et P. aeruginosa, respectivement. Parallélement les
résultats de I’expérimentation in vivo révelent que I’association des plantes médicinales, (gingembre ou cannelle)
aux probiotiques a des répercussions positives sur les troubles du profil lipidique induits par le régime HG, cela se
refléte par une diminution significative de la teneur en cholestérol et des LDL-C de 37 % et de 85 % pour le groupe
HGGP et de 40 % et 89 % pour le groupe HGCP, et en comparaison avec le groupe de rats nourris par le régime
HGP. Chez les rats sous régime HG le traitement basé sur 1’association des plantes aux probiotiques augmente les
HDL-C plasmatiques, on note une augmentation de 86 % et 88 % pour le groupe HGGP et HGCP respectivement.
Il va de méme pour les altérations oxydatives, ce traitement rétablit ces altérations induites par le régime HG, on
constate une augmentation du pouvoir réducteur plasmatique et cardiaque, de 31 % et 35 % pour le groupe HGGP
et de 13 % et 43 % pour le groupe HGCP, versus le groupe HGP. Aussi, il inhibe la formation des lipides oxydés
reflétée par une diminution significative de 40 % et 67 % pour le groupe HGGP, et de 40 % et 56 % pour le groupe
HGCP, respectivement. Les résultats de 1’étude histologique indiquent que la supplémentation des plantes aux
probiotiques (HGGP et HGCP) stop la formation des gouttelettes lipidiques au niveaux des hépatocytes, ce qui
suggére un effet préventif contre la stéatose hépatique induite par le régime hypergras. De plus, cette
supplémentation aide a rééquilibrer la flore intestinale altérée par ce régime et ceux par une augmentation
significative de la population des bactéries bénéfiques les Lactobacillus sp. (14 % et 10 %) pour le groupe HGGP
et HGCP, respectivement et une diminution significative de la population des bactéries pathogéne Escherichia coli
(13 %) pour les deux groupe HGGP et HGCP et Enterococcus sp (4 % et 11 %) pour les deux groupe HGGP et
HGCP, respectivement.

Mots clés : Gingembre (Zingiber officinale), cannelle (Cinnamomum zeylanicum), Armoise blanche
(Artemisia herba alba Asso.), composés polyphénoliques, stress oxydant, obésité, régime hypergras, microbiote
intestinale rat Wistar




Abstract

Obesity, a key factor in cardiovascular disease and metabolic syndrome, is currently considered to be the
leading non-infectious disease in terms of its prevalence and the chronic pathologies it causes. Given the failure
of its management, obesity prevention has become a key health and socio-economic issue. Scientific research is
currently focusing increasingly on preventive approaches aimed at manipulating the various metabolic pathways
implicated in the development of this epidemic, the most targeted being oxidative stress and intestinal dysbiosis.
The aim of this study is firstly to evaluate the in vitro antibacterial and antioxidant activity of polyphenolic extracts
from three medicinal plants, namely cinnamon (Cinnamomum zeylanicum), ginger (Zingiber officinale) and white
mugwort (Artemisia herba alba Asso.) and secondly, to develop a preventive nutritional strategy based on a
combination of probiotics and polyphenols, in relation to obesity and its complications, nutritionally induced in
Wistar rats. This study determined antioxidant activity using four complementary techniques: FRAP, DPPH-radical
scavenging, H202 neutralization, and TBARS. Antibacterial activity was assessed against Gram-positive and
Gram-negative bacteria using agar diffusion and agar incorporation methods. In parallel, an in vivo experiment
was carried out on 49 male Wistar rats divided into 7 groups. The first group, the negative control, consisted of
animals fed a standard diet (ST). Groups 2 and 3 were positive controls, comprised of rats on a high-fat diet with
(HGP) or without probiotics (HG). Rats in groups 4 and 5 were fed an HG diet supplemented with 2% (w/w)
ginger alone (HGG) or the same diet combined with a mixture of probiotics (HGGP). Finally, rats in groups 6 and
7 were fed a high-fat diet supplemented with 2% (w/w) cinnamon alone (HGC) or the same diet combined with a
mixture of probiotics (HGCP). After 16 weeks of experimentation, biochemical, oxidative, and microbiological
parameters were assessed, and the liver was examined histopathologically. The results of the in-vitro study show
that the methanolic extracts from cinnamon and ginger have the most powerful antioxidant and antibacterial
activities compared with white wormwood. The results of the quantification of phenolic compounds indicate that
the methanolic extract from cinnamon (EMC) is the extract richest in phenolic compounds with a content of 825.30
+ 36.02 mg EAG/g DM in comparison with the methanolic extract from ginger (EMG), which records a content
of 274.19 + 10.96 mg EAG/g DM. The flavonoid content of EMG was much higher than that of EMC. The
flavonoid content of EMG was significantly higher than that of EMC, with 57.26 + 1.55 mg EQ/g DM versus
13.40 + 1.44 mg EQ/g DM respectively. A high antioxidant capacity was observed and highly significant with
EMC compared with EMG for the three techniques used, with EC50 values determined by the FRAP test of 108.56
+4.18 pg/ml versus 310.07 £ 6.94 pg/ml respectively. EMC had a lower DPPH- radical inhibitory concentration
than ginger (IC50= 5.27 £ 0.11 pg/ml versus IC50 =22.50 £+ 0.45 pg/ml). The same applies to the ability to
neutralize H202. As a result, a very significant inhibition potential of lipid peroxidation was obtained with EMC
compared to EMG with MDA inhibition percentages (57.82 + 1.20% and 53.91 + 2.15%), respectively. Compared
to EMG, EMC has a strong antibacterial activity against Gram-positive bacteria (S. aureus, B. cereus) and Gram-
negative bacteria (E. coli and P. aeruginosa), with MICs evaluated at between 5 and 6 mg/ml and BMCs between
16 and 20 mg/ml. However, the antibacterial effect of EMG is characterised by MICs between 8 and 12 mg/ml
and BMCs between 16 and 22 mg/ml for S. aureus, B. cereus, E. coli and P. aeruginosa, respectively. At the same
time, the results of the in vivo experiment revealed that the combination of medicinal plants (ginger or cinnamon)
with probiotics had a positive impact on the lipid profile disorders induced by the HG diet. This was reflected by
a significant reduction in cholesterol and LDL-C levels of 37% and 85% for the HGGP group and 40% and 89%
for the HGCP group, compared with the group of rats fed the HGP diet. In rats on the HG diet, the treatment based
on the combination of plants and probiotics increased plasma HDL-C by 86% and 88% in the HGGP and HGCP
groups respectively. The same applies to oxidative alterations; this treatment restores the alterations induced by
the HG diet, with an increase in plasma and cardiac reducing power of 31% and 35% for the HGGP group and
13% and 43% for the HGCP group, compared with the HGP group. It also inhibited the formation of oxidized
lipids, reflected by a significant reduction of 40% and 67% for the HGGP group, and 40% and 56% for the HGCP
group, respectively. The results of the histological study indicate that supplementation of the plants with probiotics
(HGGP and HGCP) stops the formation of lipid droplets in hepatocytes, suggesting a preventive effect against
hepatic steatosis induced by the high-fat diet. In addition, this supplementation helped to rebalance the intestinal
flora altered by this diet, with a significant increase in the population of beneficial bacteria Lactobacillus sp. (14%
and 10%) for the HGGP and HGCP groups, respectively, and a significant decrease in the population of pathogenic
bacteria Escherichia coli (13%) for both the HGGP and HGCP groups and Enterococcus sp. (4% and 11%) for
both the HGGP and HGCP groups, respectively.

Keywords: Ginger (Zingiber officinale), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum), white wormwood
(Artemisia herba alba Asso.), polyphenolic compounds, oxidative stress, obesity, high fat diet, intestinal
microbiota
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Liste des abréviations

5-LOX: 5-lipoxygénase

ADN : Acide désoxyribonucléique
AG: Acides Gras

AGL: Acides Gras Libres

ALAT : Alanine aminotransférase
AMPK: Mitogen-activated protein kinase
AP-1: Activator protein 1

ARNm : Acide ribonucléique messager
ASAT : Aspartate aminotransférase
Bel-2: Lymphome a cellules B 2

BHT : 2, 6-di-tert-butyl-4-méthylphénol
CRP: Protéine réactive C

DC: Dendritic Cells

DT2: Diabete type 2

DTNB : 5-5’ dithionitrobenzoicacid
ECA : Enzyme de conversion de l'angiotensine- 1
ERN: Espece réactive de 1’azote

ERO: Espéces Réactives de I’Oxygéne
FAO: Food and Agriculture Organizations
FAS : Fatty acid synthase

FRAP : Ferric Reducing Ability Plasma
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SH:

SOD:
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TNF-a :
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Tumor Necrosis Factor a
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Introduction

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la principale cause de décés a 1’échelle
mondiale (Wang & Zhao, 2018), entrainant environ 17,9 millions de déces chaque année
(OMS, 2021). Ces maladies touchent le cceur et les vaisseaux sanguins, comprenant notamment
les maladies coronariennes, les maladies cérébrovasculaires et les maladies cardiaques
rhumatismales. Les principaux facteurs de risque associés a ces maladies inclus 1’alimentation
déséquilibrée, la sédentarité, le tabagisme, la consommation excessive d'alcool et 1’obésité
(OMS, 2021). Cette derniere, est 1'un des problémes de sant¢ majeurs du XXlIe siecle, elle est
considérée comme 1’'un des facteurs de risque le plus prédominants des maladies
cardiovasculaires. De plus en plus de preuves scientifiques suggérent que la fréquence de cette
¢pidémie augmente de manic¢re dramatique dans la plupart des pays industrialisés et s’étend
aussi aux pays en voie de développement (OMS, 2011). Désormais elle n’est plus le triste
apanage des sociétés occidentales, il s’agit d’un phénomeéne global émergent qui menace les
cing continents de la planéte, y compris plusieurs pays africains, en atteignant des proportions
épidémiques. Elle touche toutes les tranches d’age et toutes les professions. Chaque année,
I’obésité et les pathologies qu'elle génére gagnent du terrain. Elle a provoqué plus de 4 millions
de déces dans le monde en 2017 (OMS, 2021). L’ Algérie, comme les autres pays du Maghreb,
en plein essor économique, n’est pas épargnée par ce fléau des temps modernes. En effet, une
étude réalisée dans la capitale Alger révele que pres de la moitié de la population présente un
exces pondéral, 1/3 accuse un surpoids, 15,1 % ont une obésité et 1,2% une obésité morbide
avec une prédominance féminine (Kemali, 2003). Les résultats d’une enquéte nationale de
sant¢ menée en Algérie en juin 2005 ont montré que 55,9% des personnes agées de 35 a 70 ans
sont atteintes de surpoids, 1’obésité en toucherait 21,24%, elle est plus fréquente chez les
femmes (30,08 %) que chez les hommes (9,07%) (Enquéte Nationale de Santé, 2005). L’¢étude
récente de I’équipe d’Atek confirme une prévalence d’obésité de 30,1% chez les femmes

algériennes (Madjid Atek et al., 2013).

Le développement de I’obésité est un processus complexe impliquant a la fois des
facteurs génétiques et environnementaux (Barazzoni et al., 2018; Bielawiec et al., 2021). Elle
résulte principalement du déséquilibre entre les apports et les dépenses énergétiques. Une
consommation abusive d’une alimentation hypercalorique (régime cafétéria, régime
hyperlipidique) est le facteur nutritionnel le plus puissant pour générer des désordres
métaboliques. Ce déséquilibre peut entrainer une accumulation excessive de tissu adipeux (Hill

et al., 2012), siege de la genese des perturbations biologiques telles que I’inflammation et
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I’insulinorésistance, I'ensemble étant étroitement associé a un stress oxydatif caractérisé par un
déséquilibre entre la production des radicaux libres et la défense antioxydante (Cani et al,
2008; Savini et al,, 2013). L'augmentation de la formation des radicaux libres au cours de
I’obésité, contribue au développement de plusieurs complications chroniques, faisant de
I’obésité un facteur de risque important dans la survenue des pathologies a stress oxydatif
exacerbé, tels que les maladies cardio-vasculaires, le diabéte et certains cancers (Lakshmi et
al., 2009). Récemment, des études soulévent I’implication d'un nouveau facteur clé dans le
controle du poids corporel et de ’homéostasie énergétique : le microbiote intestinal (Cani et
Delzenne, 2009; Jin et al., 2021). Une altération qualitative et quantitative de la composition
de ce microbiote « dysbiose » pourrait étre un facteur impliqué dans la modulation de 1’obésité
(Ansari et al., 2016). Outre un déséquilibre du bilan énergétique et une prédisposition
génétique, la dysbiose et le stress oxydant constituent des €léments souvent négligés jusqu’ici
dans les approches préventives et de prise en charge de 1’obésité et ses complications. Ainsi, la
modulation du stress oxydant via les molécules bioactives issues de plantes médicinales, et/ou
du microbiote intestinal par le biais des probiotiques, essentiellement les ferments lactiques,
pourrait constituer une nouvelle approche et stratégie nutritionnelles a explorer dans la
prévention de I’obésité et de ses complications cardiovasculaires. Dans 1’arsenal des plantes
médicinales caractérisées par leur richesse en composés bioactifs antioxydants, on trouve la
cannelle (Cinnamomum zeylanicum), le gingembre (Zingiber officinale Roscoe), deux plantes
essentielles de la médecine ayurvédique, et I’armoise blanche (Artemisia herba alba Asso.), une
plante trés utilisée en pharmacopée traditionnelle ancestrale. Ces derniéres possedent plusieurs
avantages phytothérapiques et pharmaceutiques, tels que I'amélioration de la tolérance au
glucose sanguin, I'amélioration du profil lipidique, la modulation des facteurs inflammatoires,
l'activité antioxydante et antibactérienne, ainsi que des effets sur les troubles gastro-intestinaux
(Alshehri et al., 2018; Wang et al., 2020 ; Moreira et al., 2023). Parallelement, les
probiotiques, essentiellement les lactobacilles et les bifidobacteries, sont largement connus pour
leur impact positif sur la santé. En effet, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, ils
améliorent la composition du microbiote (Qian et al., 2019) en stimulant sélectivement la
croissance des bactéries bénéfiques au niveau du cdlon (Roberfroid, 2000). Ces deux facteurs,
les probiotiques et les molécules bioactives, pris séparément, sont actuellement considérés
comme des approches efficaces dans la prévention de plusieurs pathologies. Toutefois, peu
d’études s’intéressent a évaluer leur effet combiné sur les complications cardiométaboliques
associées a I’obésité. Dans ce contexte, la présente étude s’intéresse, dans un premier temps, a

effectuer un criblage des plantes médicinales précédemment citées pour sélectionner I’extrait
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le plus riche en polyphénols et en flavonoides ayant 1’activité antioxydante et antibactérienne
la plus puissante, dans 1’optique de I’exploiter dans les stratégies de lutte et de prévention vis-
a-vis des désordres métaboliques, essentiellement le stress oxydatif, associés a I’obésité. Dans
un deuxiéme temps, elle vise a développer une stratégie nutritionnelle préventive vis-a-vis de
cette pathologie et de ses complications cardio-métaboliques induites par le régime high fat
chez le rat Wistar. Cette approche est basée sur 1’évaluation de I’effet combiné

probiotiques/plante médicinale sélectionnée vis-a-vis de :

- L’évolution pondérale,

- Les principales altérations oxydatives (protéiques, lipidiques) et le statut antioxydant
global,

- Les désordres biochimiques essentiellement lipidiques associés a 1’obésité,

- La stéatose hépatique,

- La dysbiose du microbiote intestinal.
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Partie -I- Revue bibliographique

Chapitre I:  Obésité, facteur prédominant des maladies cardiovasculaires
I.1 Maladies cardiovasculaires : états des lieux

Les maladies cardiovasculaires représentent un enjeu majeur de santé publique a I'échelle
mondiale. Ces affections, englobant un large spectre de pathologies affectant le coeur et les
vaisseaux sanguins, présentent des implications considérables tant sur le plan individuel que
sociétal (Bernstein et al., 2010). Ces affections englobent plusieurs conditions, notamment les
maladies coronariennes, les maladies cérébrovasculaires, les maladies artérielles périphériques,
les cardiopathies rhumatismales, les cardiomyopathies et d'autres pathologies liées au systéme
cardiovasculaire. Plus spécifiquement, ces maladies sont souvent associées a I'accumulation de
dépots graisseux, de cholestérol et d'autres substances sur les parois des vaisseaux sanguins,
formant des plaques artérioscléreuses. Ces derniéres peuvent entrainer des obstructions
partielles ou totales des vaisseaux, compromettant ainsi le flux sanguin vers le cceur, le cerveau,

ou d'autres parties du corps (OMS,2023).

L'OMS souligne que les maladies cardiovasculaires sont la premiere cause de déces dans
le monde, représentant une part significative de la charge mondiale de morbidité. Les facteurs
de risque courants incluent I'hypertension artérielle, le tabagisme, 1'hyperlipidémie, le diabete,
la sédentarité et d'autres comportements liés au mode de vie. La prévention, le dépistage précoce
et la gestion des facteurs de risque sont des composants cruciaux des stratégies de santé

publique visant a réduire I'impact des maladies cardiovasculaires.

1.2 Prévalence des maladies cardiovasculaires
1.2.1 Prévalences des MCYV au niveau mondial

D'un point de vue global, les MCV touchent des millions de personnes chaque année,
avec une incidence croissante dans de nombreux pays en développement et en voie de
développement en raison des changements rapides dans les modes de vie et des transitions

épidémiologiques.

Actuellement, la prévalence de ces maladies a augmenté de 12,5 % a 1'échelle mondiale
(Chareonrungrueangchai et al., 2020). Selon I'organisation mondiale de la santé¢ (OMS), plus
de 17,3 millions d'individus décedent annuellement a cause de ces maladies, ceci représentent

un tiers de la mortalité mondiale (El Ghazi et al., 2018). 85 % de ces déces, €taient dus a une
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crise cardiaque et a un accident vasculaire cérébral. Plus des trois quarts des décés par MCV

surviennent dans les pays a revenu faible ou intermédiaire.

1.2.2 Prévalence des MCV en Algérie

L’enquéte épidémiologique sur la santé¢ en Algérie a mis en évidence que les affections
les plus fréquentes sont les maladies cardiovasculaires, elles représentent la premicre cause de
mortalit¢ (Belamri et al., 2010). En 2014, le rapport de 'OMS concernant une enquéte en
Algérie indique que 77 % des causes de déces sont des maladies non transmissibles (MNT),

dont les maladies cardiovasculaires représentent 41% (OMS, 2014).

Cette constatation a été mise en évidence par l'enquéte TAHINA (Transition
épidémiologique et son impact sur la santé dans les pays nord africains) menée par Atek et ses
collaborateurs en 2007. Ces investigateurs constatent que parmi les 13 358 déces enregistrés
dans les 12 villes concernées par I'étude, 7829 déceés ont été attribués aux maladies non
transmissibles (MNT) ; 3485 déces étaient dus a des maladies cardiovasculaires (44,5%) et 582
au diabete (7,4%). Cette mortalité était plus fréquente chez les hommes et le nombre de déces
dus a des maladies cardiovasculaires est passé de 45 a 59 ans a un maximum de 70 ans et plus.
Parmi ces maladies , les maladies cérébrovasculaires sont arrivées en téte avec 1006 déces
(28,9%) touchant significativement plus d'hommes que de femmes (65,3% contre 34,2%, p<10-
3), tandis que les taux de mortalité dus aux cardiopathies hypertensives et ischémiques étaient

respectivement de 25,1% et 9,7% (Mammeri & Tebaibia, 2020).

Entre 2013 et 2014, une enquéte visant a déterminer le profil épidémiologique de la
mortalité hospitaliére dans la région de Tlemcen, a signal¢ 1448 déces enregistrés au cours de
la période d'étude avec un sex-ratio de 1,22, le rapport de mortalité était plus élevé chez les
sujets de plus de 60 ans (59%), et les maladies cardiovasculaires étaient la principale cause
initiale de déces (35%); 18% de toutes les causes de déces étaient dues a un accident vasculaire

cérébral (Benbekhti et al., 2016 ; Mammeri & Tebaibia, 2020).

Selon I'Institut national de la santé publique (INSP), les maladies cardiovasculaires
représentent 34 % du taux de mortalité annuel en Algérie. Les principaux facteurs de risque de
ces affections incluent le tabagisme, I'hypertension artérielle (HTA), le diabete et 1'obésité. Les
statistiques du ministére de santé indiquent que 55 % de la population algérienne est en
surpoids, d'apres les données présentées lors de la journée mondiale contre I'obésité. L'TNSP

souligne que 80 % des cas de maladies cardiovasculaires pourraient étre prévenus en luttant
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contre ces facteurs de risque, en particulier 'obésité. Il met également en avant l'importance de
la réadaptation cardiaque comme moyen significatif de réduire le taux de déces liés a ces

pathologies (APS, 2023).

1.3 Etiologie des maladies cardiovasculaires

L'étiologie des MCV est complexe et multifactorielle, impliquant une combinaison de
facteurs génétiques, comportementaux et environnementaux. Comprendre les causes sous-
jacentes de ces affections est crucial pour le développement de stratégies de prévention et de
traitement efficaces. Les principales composantes de 1'étiologie des MCV est identifiée comme
étant une alimentation déséquilibrée, Hypercholestérolémie , le tabagisme, I'hypertension, le
diabéte, I'obésité abdominale, des facteurs psychosociaux, la consommation excessive d'alcool
et le manque d'activité physique adéquate (Uddandrao & Naidu, 2022). Cependant, D'autres
facteurs sont identifiés comme, 1’exposition a des niveaux ¢€levés de pollution atmosphérique,
le stress chronique et les facteurs héréditaires qui sont des prédispositions génétiques (OMS,

2023).

Parmi ces facteurs, I'obésité est largement reconnue comme un facteur de risque majeur
dans le développement des MCV. Cette dernicre est caractérisée par un exceés de graisse
corporelle, généralement mesuré par l'indice de masse corporelle (IMC), et elle est associée a
plusieurs complications métaboliques et perturbation hormonale qui contribuent aux problémes

cardiovasculaires (Wiebe et al., 2019).

1.4 Obésité, une préoccupation mondiale de santé publique

L'obésité émerge comme un défi de santé publique mondial majeur au XXlIe siécle. Elle
est considérée comme un grand fléau qui frappe aussi bien les pays développés que les pays en
voie de développement, car au-dela de ses implications esthétiques, elle augmente le risque de
morbidité de plusieurs pathologies. C’est I’élément déterminant dans 1’apparition du syndrome
métabolique et elle est impliquée dans le développement de nombreuses maladies chroniques,
y compris les maladies cardiovasculaires (MCV), ’hypertension, la dyslipidémie, le diabéte de

type 11, stéatose hépatique non alcoolique et certains cancers (OMS, 2003).

La prévalence de l'obésité n'a cess¢ d'augmenter dans le monde entier au cours des
derniéres décennies, de sorte qu'elle est considérée comme une pandémie. Elle a doublé depuis
1980, a tel point que pres d'un tiers de la population mondiale est désormais classée en surpoids

ou obése (Network, 2018). A 1'échelle mondiale, un total de 1,9 milliard et 609 millions
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d'adultes étaient estimés en surpoids et obeses en 2015, représentant environ 39 % de la

population mondiale.

La prévalence du surpoids était un peu plus faible chez les femmes que chez les hommes
chez les jeunes adultes (agés de 20 a 44 ans), mais cette tendance s'est inversée apres 1'age de

45 a 49 ans, coincidant peut-étre avec la ménopause chez les femmes (Chooi et al., 2019).

1.4.1 Prévalence de I’obésité en Algérie

En Algérie, la prévalence de l'obésité est une préoccupation majeure de santé publique,
avec des chiffres alarmants témoignant de la propagation rapide de ce probléme. Selon diverses
sources, les taux d'obésité varient, mais toutes convergent vers une augmentation significative
du nombre de personnes touchées. D’aprés un rapport de la FAO publié en 2013, 15,9 % des
enfants et 17,5 % des adultes en Algérie sont fortement touchés par ce fléau, ce qui équivaut a
plus de six millions d'Algériens en surpoids. Ces statistiques ¢élevées placent 1'Algérie en téte
des pays du Maghreb en termes de prévalence de 1'obésité, dépassant méme la Tunisie qui
présente des taux de 9 % chez les enfants et 23,8 % chez les adultes. Les Marocains, quant a
eux, affichent des taux de 14,9 % chez les enfants et 17,3 % chez les adultes (Benallou et al.,
2021). Les données de 'OMS en 2015 sur 1'état des principaux facteurs de risque sanitaire des
maladies non transmissibles dans la région africaine, indiquent que 47 % de la population
algérienne est en surpoids et obese, avec des disparités entre les sexes, atteignant 53,6 % chez
les femmes et 36,3 % chez les hommes (OMS, 2015). Le rapport du ministére de la santé
publique algérienne souligne également la gravité de la situation, en rapportant que 30 % des
femmes et 14 % des hommes étaient touchés selon 1'enquéte nationale de 2016/2017. Les
projections pour 2030, suggerent une tendance a la hausse, avec une estimation entre 46 % et

30 % pour les femmes et 14 % pour les hommes (Algérie Presse Service , 2023).

1.4.2 Obésité, définition et facteurs étiologiques

L'obésité est une condition médicale caractérisée par une accumulation anormale ou
excessive de graisse dans le corps, pouvant nuire a la santé généralement mesurée a l'aide de
l'indice de masse corporelle (IMC), qui est égal au poids (en kilogramme) divisé par la taille
(en métre au carré). L’'IMC est la mesure la plus utile du surpoids et de 1’obésité, elle s’applique
aux deux sexes et a toutes les tranches d’age adulte. Elle doit toutefois étre considérée comme
une indication approximative car elle ne correspond pas nécessairement a la méme masse

graisseuse selon les individus (OMS, 2016). L’OMS considére qu’un IMC entre 18,5 et 25 est
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considéré comme normal chez un adulte. Cependant lorsque ce paramétre est €gal ou supérieur
a 30 kg/m? elle distingue plusieurs types d’obésités : obésité de type I ou modérée (30 < IMC
< 34,9) ; obésité de type Il ou sévere (35 < IMC < 39,9) ; obésité de type III ou massive ou
morbide (IMC > 40).

L'origine de 1'obésité est complexe et multifactorielle, résultant de l'interaction de divers
facteurs étiologiques. Parmi ceux-ci, le facteur héréditaire joue souvent un rdle permissif dans
le développement de I'obésité, en tandem avec des influences psychologiques, sociales, le
régime alimentaire en termes de qualité et de quantité, le manque d'activité physique, des
facteurs métaboliques, 1'age, ainsi que des troubles endocriniens (Savini et al., 2013). Bien que
'obésité ait été traditionnellement associée a un déséquilibre énergétique entre les calories
consommées et celles dépensées, principalement en raison de pratiques alimentaires
inadéquates et d'un manque d'exercice physique, il s'agit en réalit¢ d'un ensemble de facteurs
interagissant. Cette interaction complexe implique la génétique, les hormones et
l'environnement, conduisant a une accumulation du tissu adipeux. Cette accumulation anormale
de masse adipeuse peut avoir des conséquences néfastes sur la santé, (Poulain, 2009; Monteiro
et al., 2013), ceci présente le tissu adipeux comme un facteur central dans I'émergence de
I'obésité et de ses complications métaboliques. Par conséquent, la compréhension des
mécanismes de dysfonctionnement de ce tissu revét une importance cruciale pour prise en

charge de I’obésité et ces complications métaboliques.

I.5 Implication du tissu adipeux dans la genése de I’obésité et ses complications

L’obésité au-dela d'étre percue comme une simple condition de poids excessif. Elle se
révele comme un ensemble de perturbations métaboliques associées tels que la résistance a
l'insuline, une augmentation du stress oxydatif, un état inflammatoire de faible intensité, une
dyslipidémie , (Savini et al., 2013 ; Kojta et al., 2020). Actuellement, il est largement admis
que 1’ obésité est surtout une pathologie complexe du tissu adipeux (Singh et al., 2017). Ce
dernier, longtemps considéré comme un simple lieu de stockage d'énergie, émerge désormais
comme un acteur clé dans la compréhension de I'obésité en tant que maladie métabolique. Deux
tissus adipeux sont distingués chez les mammiferes, le tissu adipeux brun intervenant
essentiellement dans la thermogenese, et le tissu adipeux blanc exergant une double fonction
qui le place au cceur de I’homéostasie énergétique (McArdle et al., 2013 ; Le Lay et al., 2014),

en effet c’est le seul tissu capable de stocker et mobiliser les réserves énergétiques de
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I’organisme sous forme de triglycérides dans des cellules hautement spécialisées, les adipocytes

(Koenen et al., 2021).

D’autre part, il secréte des molécules biologiquement actives, collectivement appelées
« adipokines », qui sont impliquées dans la balance énergétique et le métabolisme glucido-
lipidique. Les adipocytes eux-mémes, mais également les cellules non-adipocytaires du tissu
participent a cette fonction de sécrétion. Les adipokines agissent localement, de maniére
autocrine ou paracrine, et a distance (effet endocrine), sur des tissus cibles dont les muscles, le
foie et ’hypothalamus. Certaines adipokines, comme le Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) et
I’interleukine 6 (I’IL6), sont des facteurs d’insulinorésistance et d’inflammation, alors que
d’autres, comme la leptine et 1’adiponectine, exercent des effets bénéfiques sur la balance

énergétique et I’homéostasie glucidique (Pérez-Torres et al., 2021) (Figure 1).

Appetit Et Equilibre
Energeétique

Transport Des Nutriments Tension Arterielle
Sensibilité A L'insuline Et

Homéostasie Du Glucose < mmmm) Angiogenese

T\

Metabolisme Lipidique )
Heémostase Vasculaire

Inflammation Et
Immunite

Figure 1: Principaux processus physiologiques et métaboliques auxquels le tissu adipeux est impliqué
dans la sécrétion de diverses adipokines a partir des adipocytes (Trayhurn, 2013).

Le tissu adipeux est un organe d’une remarquable plasticit¢ (Basdevant, 2008 ;
McArdle et al., 2013). Tout au long de la vie, il reste capable de s’étendre en fonction des
besoins énergétiques, de la situation hormonale et des conditions environnementales. En effet
le déséquilibre alimentaire, en faveur d’un apport énergétique supérieur aux dépens de
I’organisme, débouche sur un excés de masse grasse. Cet exce€s peut résulter d’une

augmentation de la taille des adipocytes par accumulation de triglycérides dans les vacuoles
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lipidiques en créant 1I’hypertrophie. Au-dela d’une certaine taille, la cellule adipeuse ne grossit
plus et ’augmentation des capacités de stockage nécessite une augmentation du nombre des

cellules donnant le phénotype de I’hyperplasie (Longo et al., 2019).

Le tissu adipeux blanc répond a l'exces calorique par une expansion saine ou malsaine.
Une expansion saine grace a l'hyperplasie adipocytaire protége contre les complications
métaboliques de I'obésité. Une expansion malsaine par hypertrophie adipocytaire favorise les
complications métaboliques associées a l'obésité¢ (Longo et al., 2019), les macrophages
semblent contribuer au maintien de 1’¢tat inflammatoire de bas grade associ¢ a 1’obésité.
Plusieurs observations appuient I’hypothése du rdle néfaste de I’accumulation macrophagique
dans la biologie du tissu adipeux et des pathologies associées a 1’obésité. Les facteurs induisant
cette infiltration et 1’activation macrophagique dans le tissu adipeux sont probablement
multifactoriels. Les signaux paracrines, autocrines et endocrines ainsi que les modifications
mécaniques (hypertrophie et hyperplasie adipocytaire) pourraient jouer un réle dans ce

phénomene (Figure 2) (Guerre-Millo, 2006).
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Figure 2: Expansion du tissu adipeux blanc dans I'obésité (Longo et al., 2019)

WAT, tissu adipeux blanc ; DT2, diabéte de type 2 ; NAFLD, stéatose hépatique non alcoolique;

MCYV, cardiovasculaire
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1.6  Obésité, inflammation et insulinorésistance : Liaisons dangereuses

L'obésité est caractérisée par un niveau bas mais constant de cytokines pro-
inflammatoires circulantes, ce qui correspond a une inflammation a bas bruit. Au cours de la
derniére décennie, cette inflammation a €été considérée comme un facteur de risque de
développer l'obésité et ses complications métaboliques chroniques. Pour caractériser cette
inflammation, différents marqueurs sont systématiquement étudiés : des cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a et IL-6 ; des chimiokines comme le Monocyte Chemotactic
Protein 1 (MCP1) ainsi que des protéines circulantes comme la protéine réactive C (CRP). Cette
inflammation n'est pas exclusivement circulatoire, elle affecte également des tissus tel que le
tissu adipeux. En effet ce tissu, en plus de son implication dans le métabolisme énergétique et
le systeme endocrinien, joue un rdle important dans la physiopathologie de l'inflammation
(Pérez-Torres et al., 2021) (Figure 3). Le mécanisme sous-jacent implique le MPC1, ce dernier
attire les macrophages vers le tissu adipeux, ces macrophages sont ensuite activés pour
déclencher plusieurs voies de stress, y compris l'inhibiteur de la kinase du facteur nucléaire
(NF)-kappa B : (I-xB) kinase-B-NF-kB (IKKB-NF-kB) et la protéine-1 activatrice de la Jun N-
terminal kinase (JNK-AP1), ce qui stimule la sécrétion du TNF-a par les macrophages. Le TNF-
a réduit la synthése et le stockage des triglycérides (TG) et augmente la lipolyse dans les
adipocytes, entralnant une augmentation de la libération des acides gras libres (AGL)
(Guilherme et al., 2008 ; Kawai et al., 2021). L’état pro-inflammatoire est en corrélation avec

la diminution de la sensibilité a I’insuline et méne a 1’insulinorésistance (Lecerf, 2011).

L’insulinorésistance est un état qui se caractérise par une réponse biologique diminuée
des tissus périphériques a la sécrétion d’insuline. Elle caractérise le syndrome métabolique,
précede le plus souvent le diabéte de type 2. Bien que I’effet de I’insuline sur les cellules cibles
soit multiple, le terme d’insulinorésistance se référe presque exclusivement a ’effet de
I’insuline sur le maintien de 1’homéostasie du glucose. Il est maintenant admis que
I’insulinorésistance a une composante génétique, mais qu’elle peut étre acquise par des facteurs
environnementaux. Le mécanisme fortement incriminé dans [’installation de
I’insulinorésistance au cours de 1’obésité est I’augmentation de la concentration en acides gras
libres (AGL) associée a I’expansion de la masse grasse. Ces acides contribuent a I’inhibition de
I’utilisation du glucose, de la synthese de glycogene, de la glycolyse, et favorisent la synthése
hépatique de glucose (Capurso & Capurso, 2012). IIs perturbent la phase initiale d’activation
intracellulaire consécutive a la liaison de I’insuline a son récepteur, notamment en agissant sur

des protéines tels que les substrats des récepteurs a l'insuline (IRS-1) ou phosphoinositide 3-
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kinase (P13-kinase). Par ailleurs, I’¢1évation des métabolites des acides gras tel le diacylglycérol
favorise 1’activation de nombreuses kinases, comme la protéine kinase C, a 1’origine des
boucles de rétrocontrdle négatif sur les voies de transduction de I’insuline (Bougle & Annane,
2009). Aussi, Le stress oxydant peut contribuer au développement de 1'insulinorésistance de
plusieurs maniéres. Les radicaux libres produits pendant le stress oxydant peuvent endommager
les cellules, y compris celles qui sont impliquées dans la régulation de l'insuline. Ce dommage
cellulaire peut perturber les voies de signalisation de l'insuline, rendant les cellules moins
sensibles a cette hormone. Le tissu adipeux, les muscles et le foie sont les tissus les plus touchés

par cette résistance a l'insuline (Figure 3).
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Figure 3: Lien entre I’inflammation, I’insulinorésistance et les complications métaboliques associées
a I’obésité (Fahed et al., 2022)
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I.7 Obésité et stress oxydant

A T’heure actuelle, la notion de « radicaux libres », de « stress oxydant » et «
d’antioxydants » est de plus en plus fréquemment utilisée pour expliquer différentes atteintes
pathologiques et leurs approches thérapeutiques. Le stress oxydant correspond a un état de
déséquilibre de la balance redox dans les systémes biologiques. Ce déséquilibre peut étre di a
une surproduction des especes réactives de 1’oxygene (ERO), a une diminution des défenses

antioxydantes ou a une association de ces deux phénomeénes (Pérez-Torres et al., 2021).

Au cours de 1’obésité, I’accumulation de graisses au niveau du tissu adipeux conduit a
I’induction d’un stress oxydant systémique (Savini et al., 2013 ;Zielinska-Blizniewska et al.,
2019). 11 correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire, induite soit par
production excessive de radicaux libres, soit par diminution de la capacit¢ de défense

antioxydante (Savini et al., 2013).

Plusieurs hypothéses mécanistiques ont été évoquées pour tenter d’expliquer comment
le stress oxydant est susceptible de participer a la pathogenése de 1’obésité, mais cette derniere
elle-méme pourrait étre responsable de I’induction d’un état de stress oxydant. Le stress oxydant
est donc a la fois induit par 1’obésité, mais il favorise aussi I’accumulation des graisses, ce qui
crée un cercle vicieux. Au cours de 1’obésité, 1’accumulation excessive de lipides stimule le
développement du tissu adipeux en activant la prolifération des préadipocytes, leur
différenciation en adipocytes et en augmentant la taille des adipocytes (Fernandez-Sanchez et
al., 2011). 1l a été démontré que le stress oxydant induit par le peroxyde d’hydrogene favorise
la différenciation des préadipocytes en adipocytes, en régulant positivement les activateurs
transcriptionnels intervenant dans le programme de différenciation adipocytaire (Lee et al.,
2009). Par ailleurs, la protéine kinase C, une protéine sensible au stress oxydant, joue aussi un
role clé dans la régulation de cette différenciation et participe ainsi au développement des
maladies cardiovasculaires et de I’obésité (Colak & Pap, 2021). Aussi le stress oxydant
entraine une dérégulation des cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-a, et un état
d’insulinorésistance, qui peut participer a la pathogenése des maladies cardiovasculaires et du
diabéte associés a 1’obésité (Fahed et al., 2022). En outre, des données récentes attribuent
¢galement aux ERO un role dans le controle du poids par le systéme nerveux central (Alfadda
& Sallam, 2012) , plus spécifiquement, elles pourraient agir au niveau de 1’hypothalamus, zone

ou sont localisés de nombreux neurones permettant le contrdle de la satiété ou de la faim. Ceci
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permet de mieux comprendre la difficulté de perte de poids avec 1’age ainsi que la longévité

induite par la restriction calorique.

Parallélement, parmi les mécanismes envisageables, I’activité mitochondriale pourrait
étre un facteur clé dans le lien entre obésité et stress oxydant. La mitochondrie est en effet une
source permanente d’ERO, mais cette production mitochondriale d’ERO peut étre augmentée
dans le tissu adipeux par un régime riche en graisses, que ce soit chez I’animal ou chez I’homme
(Swaraj Bandhu et al., 2016). 11 a ét¢ démontré dans un modele murin que la surexpression
d’une protéine présente au niveau de la membrane mitochondriale externe, protéine nommeée
MitoNEET, augmente le stockage lipidique et la masse de tissu adipeux, conduisant chez ces
souris a une obésité massive mais avec conservation de I’insulinosensibilité (Joffin et al., 2021)
(voir figure 4). Actuellement le déséquilibre dans la composition du microbiote intestinal est
mis en cause dans I’installation du stress oxydatif via la production de métabolites nocifs

favorisant ce stress.
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Figure 4: Réponses métaboliques adaptatives ou déléteres en fonction des niveaux des ERO sur le
métabolisme du tissu adipeux (Le Lay et al., 2014)
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I.8 Obésité et microbiote intestinal : dysbiose intestinale
1.8.1 Microbiote intestinal : description et composition

Le microbiote intestinal est un groupe de bactéries présentes dans notre intestin et
constitue un sous-ensemble du microbiote plus général, mais effectivement le plus diversifié et
le plus crucial. Il pése environ un kilogramme et demi et le nombre qui le constitué varie selon
les études, mais on est généralement d'accord pour dire qu'il en contient d’environ 500 et 1000
différentes bactéries, réparties en 45 genres et 14 familles (Qin et al., 2010 ; Amlerova et al.,
2021). Le tractus gastro-intestinal humain abrite plus de 10'* microorganismes (Debré & Le

Gall, 2014).

Les quatre phylums bactériens dominants dans I'intestin humain sont les Firmicutes (y
compris les Lactobacilles), les Bactérioides, les Actinobactéries et les protéobactéries (y
compris les Escherichia) (Rinninella et al., 2019). Des champignons et des Archaea peuvent
¢galement étre présents, mais ils constituent moins de 1% de la population globale, ce qui
indique que 1'écosysteme digestif est principalement dominé par les Firmicutes et les
Bacteroidetes (Tilg & Kaser, 2011). Le microbiote intestinal n'est pas uniforme, sa densité et
sa composition évoluent le long du tractus digestif. Chez les sujets sains, les microbes buccaux
et salivaires contiennent des millions de microbes (10! a 10'%) qui sont absorbés
quotidiennement par notre nourriture, de 10°> a 107 bactéries par gramme de contenu dans
I'estomac, il passe a 10* a 107 bactéries par gramme de contenu dans l'intestin gréle, comprenant
des Streptococcus, Lactobacillus et Enterobactriaceae de la flore de passage, ainsi que des
Firmicutes, Bacilli et Actinobacteria, pour atteindre 10'2 a 10'* bactéries par gramme de
contenu dans le cblon, ou la flore est pratiquement identique a celle des selles, avec une
présence majoritaire des 3 groupes (Firmicutes, Bacteroidetes et Actinobacteria) et une petite
proportion de plus de 1000 especes différentes (Sender et al., 2016; Neugent et al., 2020 ; de
Vos et al., 2022). Cependant, leur persistance dans l'intestin est entravée par de nombreux
facteurs, notamment 1'acidit¢ de 1'estomac, la production d'acides biliaires (BAS), enzymes
digestives et protéines antimicrobiennes dans le duodénum et au-deld. Un grand nombre
d'autres variables majeures affectent la colonisation microbienne en aval, tels que les
parametres chimiques (pH), les concentrations d'oxygene et le potentiel redox, la production
biologique de mucus, de bile et d'anticorps, ainsi que les aspects physiques, y compris

architecture de l'intestin, péristaltisme et temps de transit (Figure 5) (Amlerova et al., 2021).
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La colonisation importante de l'intestin débute deés la naissance et se fixe vers l'age d'un
an, le nombre de micro-organismes intestinaux se stabilise et devient similaire a celui des jeunes
adultes. Néanmoins, la constitution du microbiote change en permanence tout au long de
l'existence (Sekirov et al., 2010). De plus, elle est trés variable d'un individu a l'autre, et
I'abondance d'especes bactériennes spécifiques varie en fonction de la génétique et de la
structure de la paroi intestinale de I'hote, de 1'age, de I'alimentation, des médicaments, y compris

les antibiotiques, et d'autres facteurs environnementaux (Wilson et al., 2020).
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Figure 5: Abondance totale de bactéries selon les différents sites corporels (de Vos et al., 2022).
1.8.2 Microbiote intestinal : maturation digestive et fonction intestinale

La relation hdte/microbiote intestinal est hautement mutualiste car ce dernier joue un
role crucial dans de nombreux processus indispensables a la maturation des fonctions digestives
(Malesza et al., 2021). Il a de multiples impacts, notamment sur 1’angiogenése, la trophicité
intestinale (épaisseur de la muqueuse, tailles des villosités) ou sur le systéme neuromusculaire
entérique (Hooper, 2004). La population de "bons" microbes intestinaux (qui sont la grande
majorité) protege également I'hote en produisant du mucus qui agit comme une barricre entre
les micro-organismes et les cellules formant la paroi intestinale (Jakobsson et al., 2015). Elle
est également cruciale pour le développement des fonctions de maturation du systéme

immunitaire intestinal, par une stimulation de la réponse inflammatoire et les défenses
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immunitaires intestinales contre les agents pathogenes exogenes (Kamada et al., 2013 ;

Mendes et al., 2019).

La variété des supports ; glucides non assimilables, protéines internes et stérols sont
décomposés et métabolisés par la flore intestinale, a partir de restes de glucides, elle génére des
acides gras a chaine courte (AGCC) qui jouent un role nourrissant essentiel pour les cellules du
cdlon ou par le biais de hormones tel que le polypeptide 2 de type glucagon-like (Goulet et al.,
2009). Etant donné que les humains produisent une variété trés limitée d'enzymes nécessaires
a la digestion des polysaccharides courants, le microbiote participe a la récupération de I'énergie
des aliments, en sécurisant une activité enzymatique supplémentaire (Sonnenburg et al., 2006).
Les especes du genre Bacteroides constituent a elles seules environ 30 % de toutes les bactéries
intestinales, ce qui suggere que ce genre est particulierement important dans le fonctionnement
de I'hote (Rinninella et al., 2019). De plus, le microbiote fournit aux hotes des vitamines
comme la thiamine, le folate, la biotine, la riboflavine et I'acide pantothénique (abondant dans
les aliments mais aussi synthétisées par les bactéries intestinales) (Malesza et al., 2021). 1l a
été suggéré que jusqu'a 50 % des besoins quotidiens en vitamine K sont garantis par le

microbiote (voir Figure 6) (Morowitz et al., 2011).
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Figure 6: Métabolites produits par le microbiote intestinal (de Vos et al., 2022).

BSCFA, AGCC ramifiés ; LPS, lipopolysaccharides ; PAMPs, modéles moléculaires associés
aux agents pathogenes ; AGCC, acides gras a chaine courte
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Le microbiote intestinal influence ¢également les organes distants en dehors du tractus
intestinal. L'interaction entre le microbiote intestinal et le cerveau est appelée 1'axe intestin—
cerveau, il est impliqué dans la régulation de la satiété et la régulation hormonale et a un impact
sur I'humeur et le comportement (Heijtz et al., 2011 ; Sen et al., 2017). Le métabolisme des
xénobiotiques constitue un autre aspect de la fonction complexe du microbiote (Nicholson et
al., 2005). Pour ces raisons, le microbiote est devenu un domaine d'extréme intérét pour tous
les domaines médicaux, car, contrairement a certains facteurs qui ne peuvent pas étre modifiés
et qui influent sur l'apparition des maladies (comme I'age et la génétique), il est possible, du

moins en théorie, de modifier la composition du microbiote (Rinninella et al., 2019).

1.8.3 Obésité et dysbiose intestinale

Le microbiote entretient une relation symbiotique avec 1'hote et joue un role essentiel
dans la santé¢ et les affections humaines (Tang et al., 2017). Ainsi, 1'équilibre homéostatique du
microbiote intestinal est extrémement avantageux pour I'hdte (DeGruttola et al., 2016). En
réalité, certaines affections sont accompagnées dune modification de la composition
microbienne qui entraine un déséquilibre radical entre les bactéries bénéfiques et
potentiellement pathogenes (Chan et al., 2013). Les pathologies associées a des altérations
microbiennes incluent les maladies auto-immunes et allergiques, les maladies inflammatoires

de l'intestin et I'obésité (Clemente et al., 2012).

Ce déséquilibre de la communauté intestinale est connu sous le nom de "dysbiose", qui
a été définie comme une altération de I'homéostasie du microbiote causée par une perturbation
de I'équilibre écologique dans I'intestin ; des modifications de la richesse des génes microbiens,
de la composition fonctionnelle et des activités métaboliques ; ou des modifications de la
distribution locale (Bien et al., 2013). La dysbiose a été associée a trois phénomenes distincts,
pouvant se produire simultanément : perte d'organismes bénéfiques, prolifération excessive de
bactéries potentiellement nocives et diminution de la diversité microbienne globale

(DeGruttola et al., 2016).

Le microbiote intestinal est considéré comme une source potentielle de molécules pro-
inflammatoires responsables du déclenchement de I’inflammation de bas grade associée a
I’obésité (Cani et al., 2007a ; Cani et al., 2007b). Il a ét¢ démontrer que 1’ingestion d’une
alimentation riche en lipides était associée a une augmentation des taux circulants d’une
molécule pro-inflammatoire issue de la paroi des bactéries Gram négatif présentent dans le

tractus gastro-intestinal, a savoir le lipopolysaccharide (LPS) (Figure 7) (Cani et al., 2007a).
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En effet, les habitudes alimentaires constituent un facteur majeur influencant les changements
du microbiote intestinal humain (Backhed et al., 2005). Certains des facteurs alimentaires qui
peuvent modifier la composition du microbiote sont la composition en macronutriments, la
teneur en fibres et la présence de composés bioactifs (polyphénols). En plus de I'alimentation,
d'autres facteurs liés au mode de vie, y compris le stress ou l'activité physique, ont été signalés
comme induisant des altérations de la composition du microbiote intestinal ; et certains d'entre

eux pourraient étre associés a I'obésité (Cuevas-Sierra et al., 2019).
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Figure 7: Impact du régime hyperlipidique et microbiote intestinal sur la perméabilité intestinale et
les désordres métaboliques liés a I’obésité¢ (Cani & Delzenne, 2010).

L’ingestion d’une alimentation riche en lipide modifie la composition de la flore intestinale (1),
avec plus particulierement une diminution des bifidobacteries (2), cette modification de la flore
intestinale est associée a une augmentation des concentrations de LPS plasmatique, le LPS apres
liaison a son récepteur complexe CD14 /TLR4, stimule la synthése de la sécrétion de cytokine

pro-inflammatoire qui participent au développement de 1’insulinorésistance (3).

1.8.4 Implication des LPS dans la genése de I’inflammation associée a 1I’obésité

Le microbiote intestinal contribue a la régulation de 1'intégrité des barriéres muqueuses
intestinales (Stadlbauer et al., 2015). 1l a été suggéré qu'un dysfonctionnement de la
perméabilité intestinale est un événement initial déclencheur de la translocation bactérienne

dans la circulation sanguine et contribuant a l'apparition précoce de l'inflammation et de la
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perturbation du métabolisme associées a I'obésité (Caniet al., 2007a). Une constatation d'une
endotoxémie a été associée a une alimentation riche en maticres grasses chez la souris, ce qui a
entrainé une augmentation des concentrations plasmatiques de Lipopolysaccharide (LPS) et
leur diffusion continue dans le tissus adipeux sous-cutané des souris provoquant une
augmentation du poids corporel et une dérégulation des paramétres métaboliques et

inflammatoires par rapport aux animaux témoins (Cani et al., 2007a).

En effet, les régimes riches en matic¢res grasses semblent étre impliqués dans une
réduction de Bifidobacterium sp. (Muccioli et al., 2010). Ces événements peuvent altérer
négativement la composition microbienne intestinale normale, entrainant une augmentation de
la perméabilité intestinale, comme en témoignent des protéines de jonction serrées moins
abondantes et désorganisées, telles que la zonuline et I'occludine dans le colon (Cani et al.,
2008 ; de La Serre et al., 2010). Lorsque 1'intégrité des jonctions serrées est compromise, la
diffusion passive a travers la muqueuse intestinale est affectée, ce qui entraine une
augmentation de la translocation et des concentrations plasmatiques de LPS. De méme, les
régimes riches en matiéres grasses favorisent la prolifération d'agents pathogénes a gram

négatif, favorisant 1'absorption du LPS a travers la barriere intestinale (Cani et al., 2007a).

De plus, lors de la voie de signalisation inflammatoire des LPS, la premiere molécule
impliquée dans la détection du LPS est la LBP (protéine de liaison aux LPS) (Palsson-
McDermott & O’Neill, 2004). C'est une protéine produite par le foie lors de la phase aigué de
l'inflammation et qui circule dans le sang ou elle se lie avec une forte affinité au lipide A du
LPS. Une fois que le LPS est li¢ a la LBP, cette protéine facilite le transfert du LPS vers le
récepteur CD14. Le complexe CD14/LPS est ensuite reconnu par le récepteur TLR4 (récepteur
de type Toll 4) (Miller et al., 2005 ; Kim et al., 2012). Ce dernier est associé¢ a une protéine
accessoire appelée MDP-2 (protéine de différenciation myéloide-2) au niveau de la partie
extracellulaire. Quand le complexe TLR4/MD-2 interagit avec le LPS attaché a CD14, un signal
est transmis au noyau de la cellule et active le facteur de transcription NF-kB (facteur nucléaire
kappa B) et AP-1 (protéine activateur 1), ce qui provoque la libération de cytokines pro-
inflammatoires, incluant le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a), l'interleukine-1 (IL-1), la
protéine monocytaire chémoattractante-1 (MCP-1), la synthase d'oxyde nitrique (iNOS), etc.
Cela suggere que la translocation du LPS, principalement causé par les régimes riches en
graisses, est un facteur d’induction d’une inflammation systémique de bas grade lors du

développement de I'obésité (Figure 8) (Boulangé et al., 2016).
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Figure 8: Voie de signalisation des LPS impliquée dans le processus inflammatoire (Luche, 2011)
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Chapitre II: Approches thérapeutiques et stratégies préventives de 1’obésité

L’obésité, telle que présentée précédemment, est une pathologie multifactorielle due a
des dysfonctionnements de médiateurs biologiques de la régulation du poids ainsi que les
influences génétiques, socioculturelles et environnementales. Malgré la prévalence croissante
de cette pathologie, I’arsenal thérapeutique actuel est pauvre et les molécules disponibles contre
I’obésité et ses complications (la sibutramine, I’orlistat) sont plutdt limitées en raison de leurs
effets secondaires (augmentation de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle, troubles
gastro-intestinaux, carence vitaminique ...), délimitant ainsi leur prescription. Face a cette
difficulté, des stratégies alternatives et préventives peuvent étre largement envisagées, pour
combler I’arsenal thérapeutique existant. En effet les pré-biotiques, les probiotiques et les
polyphénols constituent les nouvelles approches en exploration dans la prévention de 1’obésité
et les conséquences métaboliques qu’elle engendre. Les plantes médicinales, en raison de leur

abondance en polyphénols, suscitent un intérét potentiel.

II.1 Cannelle (Cinnamomum zeylanicum), bien fait et vertus d’une plante médicinale
culinaire

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées a des fins médicales en raison de leurs
propriétés curatives, préventives ou palliatives. Ces plantes contiennent des composés bioactifs
tels que des alcaloides, des flavonoides, des terpénes, des tanins, etc., qui ont des effets
bénéfiques sur la santé humaine. Depuis des millénaires, de nombreuses cultures a travers le
monde ont utilisé des plantes médicinales pour traiter divers maux et affections. Selon
l'organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 2002), environ 65-80% de la population mondiale
dont les pays en voie de développement, en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la
médecine moderne, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour
leurs soins de santé primaire. Méme dans les pays industrialisés, plus de 25% des médicaments
prescrits tirent directement ou indirectement leur structure des molécules d’origine naturelle et
cela malgré les progres de la chimie organique du vingt-et-unieme sie¢cle (Newman et al., 2002
; Calixto, 2005) et les industries pharmaceutiques, en quéte constante de nouveaux composés
actifs, se tournent de plus en plus vers I'identification et la caractérisation de molécules issues
des plantes médicinales. Elles s'inspirent de la structure moléculaire de ces composés pour
concevoir de nouveaux médicaments, soulignant ainsi l'importance continue des plantes

médicinales dans la recherche pharmaceutique contemporaine.
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La cannelle connue depuis 1’Antiquité, est un des épices les plus consommées et
anciennement commercialisées dans le monde. Elle provient de 1'ile de Ceylan, ancien nom du
Sri Lanka. Elle est cultivée essentiellement en Asie du sud : Inde, Sri Lanka (Ceylan), Chine,
ainsi qu'aux Seychelles et a Madagascar. Treés appréciée pour sa saveur parfumée, elle est

¢galement riche en antioxydants (Halvorsen et al., 2006).

I1.1.1 Description botanique

Le nom de cannelle provient du latin « canula » signifiant une forme de cylindre. Son
nom binomial est Cinnamomum zeylanicum appartienne de la famille de Lauraceae qui
comprend plus de 250 arbres a feuilles persistantes répartis principalement en Asie, en Chine et
en Australie (Jayaprakasha & Rao, 2011). De nombreuses especes ont été étudi¢es dans la
littérature, d'entre elles dans le domaine de la médecine. Deux des types de cannelle les plus
étudiés sont Cinnamomum verum ou Cinnamomum zeylanicum (cannelle vraie ou cannelle de

Ceylan).

La cannelle provenant de 1’écorce interne du cannelier qui est un arbre de grande taille, a
1'état sauvage, peut atteindre 6 a 18 metres de haut et de 20 a 30 cm de diametre. En culture on
le maintien a 1'état de sous-arbrisseau buissonneux de moins de 2 métres. L'écorce du tronc,
rugueuse et épaisse, est d'abord verdatre puis devient grisatre a I’extérieur et brun rougeatre a
I’intérieur (Wuu-Kuang, 2011). Le feuillage du cannelier (Figure 9) est persistant, aromatique
et vert brillant. Les feuilles sont opposées, a limbe entier, coriaces et de forme lancéolée. Les
feuilles sont longues de 15 cm et larges de 7 cm, glabres, lisses, luisantes au-dessus avec un
revers plus clair et glauque. Elles sont concaves au-dessus et proéminentes au-dessous. Les
feuilles ont un gout aromatique €épicé et agréable. Une fois broyées, les feuilles dégagent une
odeur forte de clou de girofle (Baillon, 1884). L'écorce (Figure 9) forme des tuyaux isolés ou
emboités et mats. La face externe de couleur brun-jaune, est lisse et marquée de fines stries
longitudinales blanchatres. Chaque ruban cylindrique d'écorce de C. zeylanicum a une €paisseur
de 0,2 2 0,7 mm. L'écorce est enroulée sur elle-méme et forme des tuyaux emboités les uns aux

autres d'une longueur de 30 cm a 1 métre sur 1 cm de diamétre (Goetz & Ghedira, 2012).
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Figure 9: Feuilles, inflorescence, arbre et écorce de Cinnamomum zeylanicum (Baillon, 1884)

» Classification systématique

La classification botanique de la cannelle (Cinnamomum zeylanicum) représentée dans

le tableau ci-dessous

Tableau 1: Classification botanique de Cinnamomum zeylanicum (Goetz & Ghedira, 2012)

Nom francais

Cannelle ou Cannelle de Ceylan

Nom latin Cinnamomum zeylanicum
Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae

Ordre Laurales

Famille Lauraceae s

Genre Cinnamomum

Espéce Cinnamomum zeylanicum
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II.1.2 Composition chimique

Les plantes aromatiques, en particulier la cannelle, fournissent des protéines, des fibres,
des composants volatils, des vitamines, des minéraux et des composé€s chimiques connus pour
leurs propriétés de prévention et de promotion de la santé (Ribeiro-Santos et al., 2017)
(Tableau n° 2). La variation de la teneur en macronutriments et micronutriments peut étre
attribuée en grande partie aux différences entre les espéces, les variétés, les conditions de
croissance, les périodes de récolte, les propriétés du sol, du climat, de I'origine, des conditions
environnementales et des parametres géographiques (Al-Numair et al., 2007 ;Gul & Safdar,

2009).

Tableau 2: Valeur nutritionnelle de Cinnamomum zeylanicum (cannelle) (Ribeiro-Santos et al., 2017)

Ecorce de cannelle, brute (valeur nutritive pour 100g)

Energie (kcal) 247 Vitamines (mg) Minéraux (mg)
Eau (g) 10,6 Rétinol (Vit A) 29510 | Fer 8.32
Cendres (g) 3.6 a-tocophérol (Vit E) 2.32 Zinc 1.83
Hydrate de Phylloquinone (Vit K) 0.0312 | Cuivre 0.339
carbone (g) 80.59
Sucre 2.17 Thiamine (Vit B1) 0.002 Mangan¢se 17.466
Fibres 33.1 Riboflavine (Vit B2) 0.041 | Magnésium 60
Protéine totale (g) 3.99 Niacine (Vit B3) 1.332 Potassium 431
Lipide totale (g) Ac. pantothénique (Vit B5)  0.558 Sodium 10

; 1.24
Ac. gras sature 0345 Pyridoxine (Vit B6) 0.16 | Sodium 10
Ac. gras .
monoinsaturé 0.25 Ac. Folique (Vit B9) 6 Sodium 10
Ac. gras 0.07 ) . .
polyinsaturé Ac. Ascorbique (Vit C) 3.8 Calcium 1002

La cannelle est constituée d'une variété de composés phénoliques, parmi lesquels la
rutine, 1'acide protocatéchique, I'acide cinnamique, 1'épicatéchine, la quercétine et les aldéhydes
cinnamiques (Figure 14). L'écorce de cannelle contient 60 a 80 % de cinnamaldéhyde et environ
2 % d'eugénol. Cependant, I'extrait de cannelle a montré que le cinnamaldéhyde (64%) et les
tanins condensés (23% de proanthocyanidines et 4% de catéchines (épi)) étaient les principaux

composés (Klejdus & Kovacik, 2016).

L’extrait phénolique de la cannelle est caractérisé par la présence des flavonoides

proanthocyanidine (procyanidine tétramere, procyanidine dimére, procyanidine trimere), la
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catéchine, le ()-epigallocatechingallate et I'acide férulique (Lv et al., 2012). L’acide cinnamique

et d'autres polyphénols tels que la coumarine et le cinnamaldéhyde (Figure 10) (Durak et al.,
2014).
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Figure 10: Structure moléculaire des composés phénoliques de la cannelle (Muhammad &
Dewettinck, 2017)

I1.1.3 Propriétés médicinales

La cannelle est utilisée depuis I’antiquité pour ses vertus thérapeutiques. Toutes les parties
du cannelier, y compris 1'écorce, les feuilles, les fleurs, les fruits et les racines, ont un usage
médicinal. Traditionnellement, elle est utilisée pour ses propriétés astringentes, antibactériennes
et antispasmodiques, mais elle présente ¢galement d'autres propriétés. Par exemple, elle peut
étre utilisée dans le traitement de 1'impuissance, de la frigidité, de l'inflammation des yeux, de
la vaginite, de la névralgie, les rhumatismes, la cicatrisation des plaies et les maux de dents ,de
la bronchite chronique, des affections respiratoires, digestives et gynécologiques (Ranasinghe

et al., 2013 ; Singletary, 2019).
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I1.1.3.1 Activité antioxydante

La cannelle et ses divers, présentent une activité antioxydante, ce qui indique le potentiel
de la cannelle pour gérer les troubles liés au stress oxydatif (Shang et al., 2021). Les extraits
de cannelle contiennent une quantité considérable d'antioxydants phénoliques et de flavonoides
qui sont les principaux responsables de leur forte activité antioxydante (Jayaprakasha et al.,
2007). De plus, les extraits sont des inhibiteurs de radicaux libres en raison de leur capacité a
donner de I'hydrogene (Jayaprakasha & Rao, 2011). Une forte corrélation a été établie entre
la teneur en composés phénoliques de l'extrait de cannelle et leur capacité élevée a piéger le

peroxyde d'hydrogene (H20:) et I'activité de rupture de chaine (Benkeblia, 2005).

Une activité antioxydante significative de la cannelle et ses composés bioactifs (Figure
11), est notamment liée a la réduction du taux de malondialdéhyde (MDA ; marqueur de la
peroxydation lipidique), I'activation du facteur de transcription Nrf2 et la synthése d'enzymes
antioxydantes telles que HO-1, SOD, CAT, GPx et la NAD(P)H déshydrogénase [quinone] 1
(NQO-1) (Zhao et al., 2016; Abou El-ezz et al., 2018; Abdel-Kawi et al., 2022).
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Figure 11: Mécanisme d’action antioxydante et anti-inflammatoire de la cannelle (N. Singh et al.,
2021 ; Moreira et al., 2023)
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TLR-4, Toll-like receptor 4 ; ERK, extracellular signal-regulated kinase ; AKT, protein kinase B ;
Keapl, Kelch-like ECH-associated protein 1 ; TNF-a, facteur de nécrose tumorale alpha ; CRP,

protéine C-réactive ; IL, interleukine

11.1.3.2 Activité antimicrobienne

La cannelle est connue pour ses propriétés antimicrobiennes, elle peut inhiber la
croissance ou tuer des micro-organismes tels que les bactéries, les champignons et les virus.
Cette propriété est attribuée a certains composés biologiquement actifs présents dans la
cannelle. Les principaux mécanismes potentiels d'action antibactérienne de la cannelle et ses
constituants actifs sont liés a la dégradation partielle de la paroi cellulaire bactérienne. Par
conséquent, une augmentation de la perméabilité membranaire, ensuite une fuite des matériaux
du cytoplasme. En effet, un rétrécissement des cellules bactériennes et la distorsion proéminente
de la paroi cellulaire, et a la fin une modification de la structure du cytoplasme associée a une
l'altération des structures secondaires et tertiaires puis une dégradation des protéines

bactériennes (Figure 12) (Sharifi-Rad et al., 2021).
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Figure 12: Propriétés antibactériennes de la cannelle et ses composés bioactifs (Sharifi-Rad et al.,
2021)

Le cinnamaldéhyde, ainsi que l'eugénol, inhibent la production de B-lactamase une
enzyme responsable de la résistance des bactéries vis-a-vis des antibiotiques et de la destruction

de la paroi cellulaire (Di Pasqua et al., 2007). En outre, des composés phénoliques tel que le
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carvacrol peuvent également provoquer la destruction de la membrane cytoplasmique de la
cellule bactérienne, et les terpénes interagissent avec la membrane bactérienne en modifiant sa
perméabilité et en augmentant la pénétration des agents antibactériens (Ultee et al., 1999 ;

Lambert et al., 2001).

I1.1.3.3 Activité antidiabétique

La cannelle et ses extraits sont considérés comme 1'une des plantes antidiabétiques les
plus puissantes, en améliorant la sensibilité a I’insuline et la sécrétion de 1’insuline (Gulcin et
al., 2019). L'influence de la cannelle sur la sensibilité a I'insuline et sa sécrétion est obtenue par
une variété de voies de signalisation. L’autophosphorylation du récepteur de 1’insuline-f (IR-
B) joue un réle dans la phosphorylation des substrats du récepteur de 1’insuline. Il a été prouvé
que les polyphénols de la cannelle augmentent les niveaux d’IR- dans les adipocytes 3T3-L1
(Cao et al., 2007). Cependant, 1'extrait de cannelle a empéché la résistance a 1'insuline, ce qui
favorise 1'absorption du glucose dans le muscle et joue un réle important dans I'absorption du

glucose par les tissus périphériques (Shang et al., 2021).

En outre, ’inhibition de 1'a-glucosidase intestinale et I'a-amylase pancréatique par les
extraits de cannelle présentent un potentiel de réduction du glucose postprandial. De ce fait, il
a été révélé in-vitro que la cannelle inhibe la lipase, I'a-amylase et I'a-glucosidase, et autres des
enzymes digestives ( Ercan & El, 2020). De plus, I'extrait de cannelle pourrait augmenter la
teneur en glycogene du foie, améliorer l'action de l'insuline dans les tissus hépatiques, réduire

la graisse et améliorer 'homéostasie du glucose (Figure 13) (Shang et al., 2021).

Le cinnamaldéhyde présente une efficacité antidiabétique exceptionnelle en augmentant
l'expression de la protéine GLUT4 dans les tissus (Zhang et al., 2008). 11 a ét¢ démontré que
les polyphénols de cannelle améliorent les dommages pathologiques des cellules béta du
pancréas, ainsi leurs fonctions et les ramenent a un état normal grace a l'activité antioxydante
acquise par leurs composés phytochimiques phénoliques chez les rats diabétiques (Qusti et al.,
2016). En outre, le stress oxydatif et la réponse inflammatoire peuvent entrainer des lésions
des cellules B des ilots de Langerhans. Des recherches antérieures ont démontré que le camphre
de la cannelle pouvait améliorer l'activité de la Gpx, de la CAT, de la SOD et la teneur en GSH

dans les tissus pancréatiques de rats diabétiques induits par 1'alloxane (Drikvandi et al., 2020).
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Figure 13: Mécanisme moléculaire de la cannelle sur le diabéte (Shang et al., 2021).
I1.1.4 Toxicité de la cannelle

La cannelle peut étre utilisée sans danger en tant qu'épice et/ou agent aromatique. Il a été
rapporté que la cannelle a des effets toxiques et indésirables minimes (Ranasinghe et al., 2013).
En outre, la dose habituelle pour les compléments alimentaires a ét¢ suggérée entre 1 et 4 g par
jour. Les doses habituelles pour I'administration d'huile de cannelle, qui est plus forte, varient
entre 50 et 200 mg par jour. Pour des doses allant jusqu'a 6 g par jour, aucun effet indésirable

n'a été rapporté (Yun et al., 2018; Sharifi-Rad et al., 2021).

L'utilisation courante de la cannelle dans I'alimentation en tant qu'épice, additif
alimentaire et agent aromatique laisse penser qu'elle est probablement sans danger. Cependant,
consommeée en exces, la cannelle peut provoquer une détresse respiratoire, une augmentation
du pouls (tachycardie) et du processus de transpiration, suivie d'états dépressifs et de
somnolence. Cela peut aggraver les symptomes de la rosacée et peut augmenter le risque de

développer un cancer de la bouche (Gowder, 2014).

Par conséquent, l'utilisation a long terme d'une grande quantité de cannelle doit faire
l'objet d'une surveillance continue. La coumarine, naturellement présente dans la cannelle, peut

avoir une influence négative sur le foie, les personnes souffrant de troubles hépatiques doivent
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éviter une consommation excessive (Sharifi-Rad et al., 2021). La dose journaliere tolérable de
coumarine (0,1 mg/kg poids corporel) doit étre considérée comme sire en termes de
consommation journaliére de cannelle sans risque d'effets indésirables. Une utilisation en
grandes quantités peut interagir avec certains médicaments, ce qui pourrait endommager le
foie (Abraham et al., 2010). Cependant, des niveaux ¢levés de coumarine et de
cinnamaldéhyde pourraient étre liés a des 1ésions hépatiques et a une hypoglycémie (Deng,
2012), a des lésions buccales (Vivas & Migliari, 2015), au risque de cancer, a des problémes
respiratoires et a des interactions avec certains médicaments (Abraham et al., 2010). En régle
générale, les effets indésirables doivent étre surveillés lorsque des doses €levées ou de longues

durées de la cannelle sont utilisées a des fins médicales (Shang et al., 2021).

II.2 Gingembre (Zingiber officinale), bien fait et vertus d’une plante médicinale
Ayurvédique

Le gingembre, scientifiquement connu sous le nom de Zingiber officinale, trouve ses
racines dans les régions tropicales de 1'Asie, notamment en Inde et en Chine. Ses premicres
utilisations remontent a plus de 5000 ans, ou il était initialement cultivé et utilisé pour ses
propriétés médicinales. Il a rapidement gagné en popularité et a été échangé le long des routes
commerciales anciennes, contribuant ainsi a son introduction dans diverses cultures a travers le
monde. Il a joué un rdle significatif dans la médecine traditionnelle chinoise et indienne, ainsi
que dans la cuisine, tant en tant qu'épice exotique qu'en tant que remeéde. Le gingembre était un
ingrédient précieux dans I'Egypte ancienne, utilisé a la fois comme épice et dans le processus
de momification. Les Romains et les Grecs l'appréciaient également pour ses propriétés
aromatiques et médicinales. Cette épice orientale a probablement traversé la premiere fois la
mer Méditerranée grace aux Phéniciens pour gagner I’Europe durant I’Empire romain des le I
siécle (Gigon, 2012). Au Moyen Age, le gingembre était une denrée précieuse en Europe, ou il
¢tait échangé a des prix exorbitants. Son utilisation s'est étendue de la cuisine a la pharmacopée,

car considéré comme un remede pour divers maux.

I1.2.1 Description botanique

Zingiber officinale est une épice a base de racine ou de rhizome, il fait partie de la famille
des Zingibéracées. Il est largement utilis€ comme un additif culinaire ainsi que dans la médecine
populaire. Le gingembre est une plante vivace tropicale herbacée, a port de roseau, qui mesure
jusqu'a 3 m de haut (Faivre et al., 2006). La partie souterraine utilisée est le rhizome, celui-ci

se divise dans un seul plan et il est constitu¢ de tubercules globuleux ramifiés (Gigon, 2012)
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(Figure 14). Le rhizome est noueux et parfumé, peau beige pale, chair jaune pale juteuse et
parfumée. Il devient de plus en plus fibreux avec 1'age, couvert de feuilles écailleuses et pourvu
a sa partie inférieure des racines cylindriques. Ses feuilles sont persistantes bisériées, longues,
étroites, lancéolées, pointues et longues de 20 cm. Elles possedent deux sortes de tiges : tiges
hautes stériles servant a 1'assimilation chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20 cm environ)
portant des fleurs irrégulicres en épi, a tige couverte d'écailles, entourée de spadice dense :
grosses bractées vert jaune cireuses, superposées. Elle a des fleurs parfumées blanc jaune, avec
des trainées rouges sur les lévres. La floraison a lieu entre les mois d'aolt et novembre. Ses

fruits sont des capsules trivalves contenant des graines noires (Faivre et al., 2006).

Figure 14: Rhizome de Zingiber officinale (gingembre) (Gigon, 2012 ; Zhang et al., 2021)

» Classification systématique
La classification botanique du gingembre est représentée dans le tableau ci-dessous

Tableau 3: Classification botanique de Zingiber officinale (gingembre) (Faivre et al., 2006 ; Gigon,
2012)

Nom francais Gingembre commun

Nom latin Zingiber officinale (Roscoe)
Reégne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Angiospermes (ou Magnoliophyta)
Classe Liliopsida ou Monocotylédones
Sous-classe Zingibéridées

Ordre Zingibérales (ou Scitaminales)
Famille Zingibéracées
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Sous-famille Zingibéroidées
Genre Zingiber
Espéce Zingiber officinale

11.2.2 Composition chimique

Les constituants chimiques de rhizome de gingembre sont nombreux et leur quantité
dépend du lieu d'origine, la saison et la période de la récolte ainsi que I'état des rhizomes (frais
ou sec) (Srinivasan et al., 2019). Les extraits du gingembre sont des mélanges de constituants
biologiquement actifs, plus de 400 composés chimiques ont été isolés et identifiés. D'une
maniere générale, les constituants chimiques du gingembre peuvent étre classés en quatre
catégories comme présenté dans le Tableau 4. Il est rapporté que le rhizome contient 3-6 %
d'huile grasse, 9 % de protéines, 60-70 % d'hydrates de glucides, 3-8 % de fibres brutes, environ
8 % de cendres, 9-12 % d'ecau, et 2 a 3 % d'huile volatile (Srinivasan et al., 2019).

Tableau 4: Catégorie de composés phytochimiques constitutifs de Zingiber officinale (gingembre)
(Srinivasan et al., 2019).

Catégories Composants

Monoterpénoides Géraniol, curcumene, B-phellandréne, (+) -campheéne,

1,8-cinéole, citral, terpinéol, bornéol, linalol, néral

Sesquiterpénoides Zerumbone, a-zingiberene, B-sesquiphellandreéne, B-

bisaboléne, (E, E) -o-farnéséne, arcurcumeéne,

zingiberol
Composants piquants non Gingérols, shogaols, paradols, zingérone,
volatils dehydrozingérone
Divers Zingibaine

Selon Gigon, (2012) le rhizome, tres riche en amidon (60 %), renferme des protéines, des
graisses de types acides oléique et linolénique (10 %), un complexe oléorésineux qui contient
des composés non volatils. La valeur nutritionnelle du rhizome de gingembre est représentée

dans le Tableau 5.
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Tableau 5: Valeur nutritionnelle de Zingiber officinale (gingembre) (Gigon, 2012)

Racine de gingembre, brut (valeur nutritive pour 100g)

Vitamines (mg) Minéraux (mg)

Energie 20 kcal

Thiamine (Vit B1): 0.025(2%) | Calcium: 16 (2%)

Riboflavine (Vit B2): 0.034(2%) | Fer: 0.6 (5%)
Hydrate de
carbone 17.77 ¢

Niacine (Vit B3): 0.075(5%) | Magnésium:  0.43(12%)

A tothéni

\:f}e;t; otichiqe ?4%/0)3 Phosphore: 34 (5%)
N 0

Graisses 0.75 ¢ (Vit BS):

Pyridoxine (Vit B6): 0.16(12%) | Potassium: 415 (9%)

Acide folique (Vit B9):  0.011(3%) | Zinc: 0.34 (3%)
Protéines 1.82¢ Acide ascorbique

: 5(8%)
(Vit C):

L'odeur du gingembre est principalement due a son huile volatile. Plus de 70 composants
de I'huile ont été rapportés et caractérisés, et ceux-ci peuvent étre classés en deux groupes : les
monoterpénoides [B-phellandréne, (+) -camphéne, cinéole, géraniol, curcumene, citral,
terpinéol, bornéol] et les sesquiterpénoides [a-zingiberene (30-70%), B-sesquiphellandréne (15-
20%), B-bisabolene (10-15%), (E-E) -a-farnéseéne, arcurcumene, zingibérol]. Parmi ceux-ci le
zingibérol est le principal responsable de 1'arome distinct du rhizome de gingembre (Baliga et
al., 2011 ; Srinivasan et al., 2019). Le gingembre posséde ¢galement des composants piquants
non volatils, dont les gingérols, les shogaols, les paradols, la zingérone et la déhydrozingérone,
indiqués dans la figure 14. Il existe également de nombreux autres composés phénoliques dans
le gingembre, comme la quercétine, la zingérone, la gingénone-A et la 6-déhydrogingerdione

(Schadich et al., 2016 ; Ji et al., 2017).
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Figure 15: Principaux constituants chimiques de Zingiber officinale (Ali et al., 2008)
I1.2.3 Propriétés médicinales

Depuis des siécles un large éventail d'activités pharmacologiques du gingembre a été
démontrées. Le rhizome de gingembre a été utilisé dans les systemes de la médecine alternative
grecque, romaine, asiatique, indienne, sri-lankaise, méditerranée et arabe (Krim, 2014). Il a été
utilisé pour traiter une vaste gamme d'affections (Haniadka et al., 2013). Il réchauffe le cceur,
calme la toux, arréte les vomissements. Il soulage les maux d'estomac, la diarrhée, le choléra,
'asthme, les maladies cardiaques, les troubles respiratoires, les maux de dents et les douleurs
rhumatismales. La poudre de gingembre est prescrite pour certaines affections telles que

l'indigestion, les douleurs articulaires, musculaires (Ali et al., 2008).

I1.2.3.1 Activité antioxydante

Le gingembre est caractéris€ par ses propriétés antioxydantes qui sont attribuées a des
composés bioactif tels que les gingérols et les shogaols qui ont la faculté¢ de neutraliser les

radicaux libres (Abolaji et al., 2017 ; Srinivasan et al., 2019). Toutefois, le gingembre et ses
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composés phytochimiques (6-gingérol et zingérone) se sont révélés capables de

prévenir/inhiber la peroxydation lipidique in vitro (Haniadka et al., 2013).

Le 6-shogaol a montré une l'activité antioxydante via la voie de signalisation du facteur
nucléaire 1i¢ a 1'érythroide 2 (Nrf2) comme le montre la figure15 (Mao et al., 2019). La protéine
Nrf2 (Nuclear Factor erythroid-2-Related Factor 2) est un facteur de transcription essentiel dans
la défense contre le stress oxydant, en induisant I’expression de nombreuse protéines
cytoprotectives comme des enzymes antioxydantes (Genard, 2015). En outre, le 6-shogaol
renforce également I'expression des genes impliqués dans la synthése du glutathion, il a révélé
que le 6-shogaol et son métabolite activaient la Nrf2 via 'alkylation des résidus cystéine de la
protéine 1 associée a I'ECH de Kelch (Kelch-like ECH-associated protein 1) (Keapl) (Chen et
al.,2014), Keapl est I’inhibiteur endogéne de Nrf2 et permet I’'ubiquitination et la dégradation
de Nrf2 par le protéasome 268, est un senseur de I’état rédox de la cellule : les nombreux résidus
cystéines de Keapl s’oxydent au contact de formes réactives de I’oxygéne (FRO) ou de
molécules électrophiles modifiant ainsi la conformation du complexe Nrf2/Keapl et la liaison
de Nrf2 avec Keapl(Genard, 2015). De ce fait, le 6- shogoal conduit a la translocation de Nrf2
dans le noyau et augmente l'expression des genes cibles Nrf2 en modifiant Keapl et en
empéchant Nrf2 de se dégrader par le protéasome. Ainsi, le niveau de GSH augmente et le

niveau des ERO diminue (Mao et al., 2019).
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Figure 16: Mécanisme potentiel antioxydant de 6-shogoal du gingembre (Mao et al., 2019)
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11.2.3.2 Activité antimicrobienne

Le gingembre a montré des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales
importantes (Moon et al., 2018). Le gingembre a inhibé la croissance d'une souche de
Pseudomonas aeruginosa multirésistante aux meédicaments en affectant l'intégrité de la
membrane et en inhibant la formation de biofilms (Chakotiya et al., 2017). Par ailleurs, les
extraits du gingembre ont inhib¢ la formation de biofilms, la synthése de glucanes et 'adhérence
de Streptococcus mutans en régulant a la baisse les geénes de virulence (Hasan et al., 2015). Le
mécanisme antibactérien de gingembre et de ses composés bioactifs est li¢ a son action directe
sur la membrane cellulaire, en détruisant sa structure et augmentant sa permeabilité, ce qui
entraine ainsi la perte des fonctions structurelles de base des bactéries en provoquant finalement
la mort des cellules bactériennes (Figure 16) (Wang et al., 2020). En outre, le y-terpinene et le
citral, des composés du gingembre ont montré de puissantes propriétés antifongiques contre
Aspergillus flavus et ont réduit l'expression de certains geénes liés a la biosynthése de 1'aflatoxine

(Nerilo et al., 2016 ;Moon et al., 2018).
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Figure 17: Mécanisme d’action antibactérienne du gingembre et ses composés actifs (Wang et al.,
2020)

11.2.3.3 Activité anti-inflammatoire

Le gingembre et ses composants ont des effets anti-inflammatoires prouvés dans divers

modeles d'inflammation aigué et chronique (Song et al., 2016). L'action anti-inflammatoire est
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due a la double inhibition de la cyclo-oxygénase (COX) et de la 5-lipoxygénase (LOX) des
enzymes clés de la régulation a la baisse de l'induction des génes inflammatoires (Ali et al.,

2008).

Le gingembre inhibe la synthése des prostaglandines par I'inhibition de la cyclooxygénase
(COX-1 et COX-2). Il supprime également la biosynthése des leucotriénes en inhibant la 5-
lipoxygénase (5-LOX). Cette propriété pharmacologique du gingembre, en tant que double
inhibiteur de la COX et de la 5-lipoxygénase (5-LOX) des anti-inflammatoires non stéroidiens,
qui peuvent avoir un meilleur profil thérapeutique et moins d'effets secondaires (Srinivasan et
al., 2019). La 1-dehydro-10-gingérdione, 1'un des composants piquants du gingembre, a réduit
l'activation du NF-B et l'expression des genes régulés par le NF-xB dans les macrophages
activés par le lipopolysaccharide (LPS), via le blocage de l'inhibiteur du facteur nucléaire

kappa-B kinase (IKKp) (Figure 17) (Lee et al., 2012).
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Figure 18: Mécanisme moléculaire anti-inflammatoire des principaux composants de gingembre
(Pagano et al., 2021)

I1.2.4 Toxicité de gingembre

Le rhizome du gingembre est considéré comme une plante médicinale sans aucune
toxicité révélée (Rong et al., 2009). Selon la littérature scientifique abondante sur le gingembre

ne met pas en évidence de toxicité particuliere. Les précautions d’emploi résident, dans la
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prévention des risques encourus par I’emploi de 1’huile essentielle concentrant des principes
aromatiques par hydrodistillation, comme les carbures mono- et sesquiterpéniques (Gigon,
2012). Une étude toxicologique a montré une large gamme de sécurité pour l'utilisation du
gingembre, la toxicité aigu€ (DLso) de I'extrait méthanolique et aqueux de gingembre était de
10,25 et 11,75 g/kg, respectivement, par administration orale chez la souris (Shalaby &
Hamowieh, 2010). Lorsque l'extrait éthanolique de gingembre était administré par voie
intrapéritonéale la DLso était de 1551 £+ 75 mg/kg chez la souris (Ojewole, 2006). Une étude de
toxicité de 35 jours a rapporté que 'administration orale de poudre de gingembre a hauteur de
2 g/kg une fois par jour n'a pas entrainé¢ de mortalité ni de modifications anormales de 1'état
général ou de I'hématologie chez les rats males ou femelles, tous les paramétres biochimiques

se sont présentés normalement (Rong et al., 2009).

IL.3 Armoise blanche (Artemisia herba alba Asso.)

Connue depuis des millénaires, 1’armoise blanche (Artemisia herba-alba Asso.) nommée
par nombreuses appellations thym des steppes, absinthe du désert, En Afrique du nord et en
moyen orient, on 1’appelle communément « Chih », elle a été décrite par l'historien grec
Xénophon, dés le début du IVéme siecle av. J.-C., dans les steppes de la Mésopotamie (Joannés
et al.,2001). Elle a été répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol Ignacio Jordan Claudio de
Assoy del Rio (Ling, 1991). Elle est originaire des régions arides et semi-arides de I’Europe,
d'Afrique du Nord, (notamment du Maroc, de I'Algérie, de la Tunisie et de la Libye), le Moyen-

Orient ainsi qu’en Asie et de la région nord-ouest de 'Himalaya (Wang, 2004).
I1.3.1 Description botanique

L'armoise blanche, scientifiquement connue sous le nom d'Artemisia herba-alba Asso.,
est une plante appartenant a la famille des Asteraceae (ou Compositae), est une plante de taille
moyenne, atteignant généralement une hauteur de 30 a 60 cm. Elle possede des tiges ligneuses
a la base, qui sont souvent ramifi¢es (Vallés et al., 2011). Est une plante herbacée vivace
caractérisée par ses feuilles étroites, ses fleurs jaune pale regroupées en capitules et son parfum
herbacé. Elle pousse dans des régions arides et semi-aride qui s’adapte aux conditions de
sécheresse. Les tiges tomenteuses sont dressées et ligneuses a la base, elles portent des feuilles
sont I'une de ses caractéristiques les plus distinctives. Elles sont de forme allongée et étroite,
avec des bords légérement dentelés. Les feuilles sont de couleur argentée ou blanche en raison
de petits poils fins qui les recouvrent, sont petites, sessiles, caractérisées par une forte odeur

aromatique ce qui donne a la plante un aspect duveteux (Mohamed et al., 2010). Les fleurs de
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'armoise blanche sont petites et regroupées en capitules disposé€s en grappes laches a I'extrémité

des tiges. La plante fleurit généralement pendant les mois d'été, les fleurs sont groupées en

grappes, a capitules trés petites (3/1,5mm) et ovoides. Le réceptacle floral tenu avec 2 a 5 fleurs

jaunatres par capitule toutes hermaphrodites (Figure 19) (Pottier-Alapetite, 1981).

Figure 19: Morphologie générale de la plante Artemisia herba alba Asso.(Eloukili, 2013)

» Classification botanique

Le tableau ci-dessous indique la classification botanique de 1’armoise blanche

(Artemisia herba alba Asso.)

Tableau 6: Classification botanique d’Artemisia herba alba Asso. (Guignard, 1998; Judd et al., 2002)

Nom francais

Armoise blanche

Nom latin Artemisia herba alba Asso.
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta

Embranchement

Spermaphytes (Phanérogames) ou « plantes a graines »

Sous-embranchement

Angiosperme (Plantes a fleurs)

Classe Dicotylédones (Magnoliopsida)
Sous-classe Gamopétales

Ordre Laurales

Famille Asteraceae ou Compositae
Sous-famille Asteroideae

Genre Cinnamomum

Tribus Anthemideae
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Sous-tribus Artemisiinae
Genre Artemisia
Espéce Artemisia herba alba Asso.

11.3.2 Composition chimique

L'armoise blanche (4. herba-alba Asso.) contient une variété de phytoconstituants, ¢’est
une plante riche en métabolites secondaires, parmi lesquels on trouve des constituants volatiles
(I’huile essentielle), des constituants non volatiles tels que les flavonoides et sesquiterpénes
lactones qui offrent leurs vertus médicinales (Mohamed et al., 2010).

Les flavonoides détectés dans 1'A. herba-alba présentent une grande variation
structurelle, allant des glycosides de flavone et de flavonol courants a des flavonoides
hautement méthylés plus inhabituels (Figure 20). L'armoise blanche contient des coumarines
telles que la scopoletine et 1'osthol, elle contient aussi des lactones sesquiterpéniques qui ont
des propriétés antiparasitaires, anti-inflammatoires et antibactériennes (Bourgou et al., 2017;

Lutgen, 2018).
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Figure 20: Flavonoides d’Artemisia herba alba Asso. (Mohamed et al., 2010)
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I1.3.3 Propriétés médicinales

L'armoise blanche (4. herba-alba Asso.) a une longue histoire d'utilisation dans la
médecine traditionnelle. Elle a été utilisée dans différentes cultures a travers le monde pour
traiter diverses affections. L'armoise blanche est souvent utilisée pour soulager les troubles
digestifs tels que les ballonnements, les flatulences, les crampes d'estomac et les troubles gastro-
intestinaux, utilisée pour traiter I'hypertension artérielle et/ou le diabéte, elle est consommée
sous forme de tisane ou d'infusion. Elle est reconnue comme un agent antispasmodique,
antibactérien, hémostatique et analgésique (Laid et al., 2008 ; Mohamed et al., 2010;Alshehri
et al., 2018).

I1.3.3.1 Activité Antioxydante

L'activité antioxydante d'armoise blanche est attribuée a la présence des composés
phénoliques dont les flavonoides, les tannins et autres composés possédant des propriétés
antioxydantes grace aux groupements hydroxyles aromatiques. Ils aident a neutraliser les
radicaux libres et a protéger les cellules contre les dommages oxydatifs et améliorent leur
capacité de régénération (Khlifi et al., 2013; Ben Jemaa et al., 2015). De plus, il a ét¢ démontré
que les composés bioactifs de 1I’armoise blanche ont exercé des activités antioxydantes par
l'augmentation des enzymes antioxydantes (SOD, GSH et GPx) et une diminution de la

peroxydation des lipides (MDA) (Ren et al., 2014; Albasher et al., 2020).
I1.3.3.2 Activité antimicrobienne

L'armoise blanche et ses composés phytochimiques, ont été ¢tudiés pour son activité
antimicrobienne contre divers agents pathogénes. L'activité antimicrobienne d'4.herba alba a
été confirmée sur certaines souches de candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis et C.
sake) (Hédi Mighri et al., 2010). De plus, une forte activité¢ inhibitrice sur de nombreux
champignons dont Fusarium solani, Fusarium sp. et Aspergillus oxysporum a été démontrée
(Zouari et al., 2010). Le pouvoir antibactérien d’armoise blanche peut étre attribué a la
présence des flavonoides, car ces composés ont été signalés comme ayant un grand potentiel
dans le traitement des maladies infectieuses liées aux micro-organismes (Bourgou et al., 2017).
Il a été suggéré que les diterpénoides tirent leur activité de leur capacité a endommager les

membranes des cellules bactériennes (Urzua et al., 2008).
I1.3.4 Toxicité d’armoise blanche

L’effet toxique potentiel de I’armoise blanche en particulier a des doses élevées ou

prolongées est a prendre en considération. Une DLso de I'extrait aqueux de I’armoise blanche
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est obtenue a 4,4 g/kg du poids du corps (Moufid & Eddouks, 2012). Cependant, le
monoterpénoide thujone, présent dans les espeéces d'Artemisia, a été signalé comme étant
neurotoxique (Di Lorenzo et al., 2018). Lorsqu'il est consommé pendant une période prolongée
a des effets convulsivants (Alilou et al., 2008). L'ingestion de thujone au-dela de 11 a 12,5
mg/kg/jour chez les petits mammiferes et de plus de 15 mg/kg/jour chez I'homme déclenche
des symptomes de toxicité (Di Lorenzo et al., 2018). De méme, la lactone santonine, commune
a plusieurs especes d'Artemisia a également été signalée comme étant toxiques chez les enfants

et les adultes a des doses de 60 mg et 200 mg respectivement (Khares, 2007).
I1.4 Probiotiques et santé

La modification de la composition du microbiote intestinal pourrait constituer une voie
thérapeutique ou préventive susceptible de réduire I’impact d’une alimentation déséquilibrée
sur les complications métaboliques du surpoids. Parmi les stratégies nutritionnelles utilisées
pour moduler la population bactérienne intestinale, les probiotiques font partie des plus

importants.

Les définitions du terme probiotique et la réflexion des chercheurs, des industriels et des
spécialistes de la communication au grand public, ont évolué avec le temps. En 1974, Parker
a défini les probiotiques comme étant des organismes et substances qui contribuent a 1’équilibre
de la flore. Fuller choisit d’¢largir la définition a des micro-organismes ajoutés a I’alimentation
en influencant de maniere bénéfique I’hote en améliorant sa flore intestinale (Fuller et al.,
1989). D’aprées 1’organisation de 1’aliment et agriculture (FAO) et I’ organisation mondiale de
la santé (OMNS), les probiotiques sont un type de micro-organisme viable (bactéries ou levures)
qui conferent diverses fonctions bénéfiques pour la santé de 1'hdte lorsqu’ils sont consommés
en quantité adéquate (Joint, 2002). Ces caractéristiques fonctionnelles incluent la suppression
de l'infection pathogene, la synthése des vitamines nécessaires, le renforcement du systéme
immunitaire et la régulation du processus physiologique (Panghal et al., 2018 ; Behera &

Panda, 2020).

La plupart des probiotiques appartiennent aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium
qui sont les plus utilisés dans le domaine alimentaire (Vinderola et al., 2017). Ces deux genres
résistent généralement a I’acide gastrique, aux sels biliaires et aux enzymes du pancréas,
adherent a la muqueuse intestinale et colonisent facilement le tractus intestinal. Ces bactéries
sont des composantes importantes de la flore gastro-intestinale et généralement inoffensives

(Boyle et al., 2006). Dans l'intestin, ces bactéries lactiques peuvent utiliser des glucides non

44



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE II : APPROCHES THERAPEUTIQUES ET STRATEGIES PREVENTIVES DE L’OBESITE

digestibles pour produire plusieurs métabolites microbiens, qui sont bénéfiques pour leurs hotes
comme les acides gras a chaine courte (AGCC) qui sont bénéfiques pour moduler les réponses

physiologiques et immunitaires (Postler & Ghosh, 2017; Cuevas-Gonzalez et al., 2020).

I1.4.1 Effets bénéfiques des probiotiques

Les effets positifs des probiotiques ont fait I'objet de nombreuses études approfondies.
Divers avantages pour la santé sont associés a la consommation d'aliments contenant des
probiotiques. Notamment, certains de ces avantages ont été scientifiquement prouvés, d'autres
nécessitent des études plus poussées chez les individus (Figure 21). Les principaux avantages
liés aux probiotiques, selon les recherches scientifiques, sont les activités antibactériennes ,
anti-mutagéniques, anti-carcinogenes, les effets antihypertenseurs, les bienfaits pour le
métabolisme des minéraux, en particulier pour la santé osseuse, l'atténuation des symptomes
des maladies du cdlon et de la maladie de Crohn, la réduction des symptomes des allergies

alimentaires et la diminution du taux de cholestérol LDL (Kim et al., 2019).

* Antimicrobial activity
* Anticarcinogenic activity
* Anti-inflammatory activity

Intestinal
microbial
homeostasis

Prevention and
Treatment

Health
*  Short-chain fatty acid (SCFA) * Antibiotic-associated diarrhea (AAD)
*  Microbial metabolites Mistobial i [nﬂam’matF)ry bowel disease (IBD)
dysbiosis * Crohn’s disease (CD)

*  Colorectal cancer (CRC)

Figure 21: Role bénéfique des probiotiques sur la dysbiose intestinale (Kim et al., 2019).

Les principaux mécanismes sous-jacents aux effets antagonistes des probiotiques
comprennent 1'amélioration de la fonction de la barriere intestinale, une adhérence compétitive
accrue a la muqueuse et a I'épithélium, la modification du microbiote intestinal et la régulation

du systéme immunitaire lymphoide associé a l'intestin (Figure 22). En ce sens, les probiotiques
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communiquent avec I'hote par le biais de récepteurs de reconnaissance des formes cellulaires
intestinales, tels que des récepteurs de type péage et des récepteurs de type protéine contenant
un domaine d'oligomérisation se liant aux nucléotides, qui modulent d'importantes voies de
signalisation clés, telles que le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) et la protéine kinase activée
par les mitogenes, pour améliorer ou supprimer l'activation et influencer les voies en aval.

(Bermudez-Brito et al., 2012 ; Fontana et al., 2013 ; Saez-Lara et al., 2016) .
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Figure 22: Principaux mécanismes d'action des probiotiques (Bermudez-Brito et al., 2012)

DCs : Cellules épithéliales et dendritiques ; IECs : Cellules épithéliales intestinales

I1.4.2 Probiotiques et dysbiose intestinale

Des recherches indiquent désormais que le microbiote intestinal peut étre un facteur
environnemental influengant 1’obésité et démontrent que les bactéries intestinales ont un réle
important dans la régulation du stockage des graisses. Ces résultats ont été obtenus a partir des
travaux, ont été réalisés sur des souris axéniques nées et vivant dans un environnement
dépourvu de bactéries, sont plus minces que celles vivant dans un environnement

conventionnel.
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Des souris axéniques inoculées au moyen d’un microbiote recueilli dans le cecum
d’animaux conventionnels ont présenté une augmentation de 60 % de leur graisse corporelle

totale malgré une réduction inattendue de leurs prises alimentaires (Bédckhed et al., 2004).

La faible quantité de graisse corporelle chez la souris axénique est due a la suppression
de la néolipogenese hépatique et a 1’inhibition du stockage des triglycérides dans le tissu
adipeux blanc. Ce dernier effet est di a une production excessive de I’inhibiteur de la
lipoprotéine lipase, Fiaf « Fasting-induced adipocyte factor », facteur adipocytaire induit par
le jetine, dans I’intestin de la souris axénique. L’hydrolyse des triglycérides circulant par la
protéine lipase est indispensable au captage des acides gras par les adipocytes, et un
accroissement de la concentration circulante du Fiaf se traduit donc par un blocage de ce captage

et du stockage des graisses (Biackhed et al., 2007).

Parall¢lement, les autres auteurs ont montré pour la premicre fois que le microbiote
intestinal pouvait €tre vu comme une source potentielle de molécules pro-inflammatoires
responsables du déclenchement de I’inflammation de bas grade associée a I’obésité (Cani et
al., 2007a ; Cani et al., 2007b). En effet, ’ingestion d’une alimentation riche en lipides est
associée a une augmentation des taux circulants d’une molécule pro-inflammatoire issue de la
paroi des bactéries Gram négatif présentent dans le tractus gastro-intestinal, a savoir le
lipopolysaccharide (LPS) (Cani et al., 2007a). En outre, ils ont observé qu’un régime riche en
gras non seulement s’accompagne d’une endotoxémie métabolique mais également d’une

modification de la composition du microbiote intestinal.

Le tube digestif, plus précisément le gros intestin est le lieu le plus crucial pour 'action
des bactéries probiotiques. Les probiotiques pourraient avoir un impact direct ou indirect sur la
flore intestinale. Ils peuvent contribuer a maintenir I'équilibre entre la santé et la maladie en
¢liminant les agents pathogeénes potentiels et en stimulant le systéme immunitaire de l'intestin.
La Figure 23 illustre l'effet des bactéries probiotiques sur la flore intestinale selon des

mécanismes qui impliquent :

1. Une compétition pour les nutriments essentiels ;

2. Une transformation des sucres en sous-produits avec des propriétés inhibitrices (acide
organique et peroxyde d’hydrogene) ;

3. Une production de facteurs de croissance pour d'autres bactéries (vitamines et azotes)

4. Une production de composés anti-microbiens (bactériocines) ;

5. Une exclusion compétitive pour des sites de liaison ;
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6. Une amélioration de la fonction barriére ;

7. Une réduction de I'inflammation intestinale en modifiant les propriétés de colonisation a
l'intérieur de 1’intestin ;

8. Une stimulation de la réponse immunitaire innée par des mécanismes inconnus (O’Toole

& Cooney, 2008).

1. Competition for nutrients

and prebiotics C:% 4. Direct antagonism
oL == %, 55
('
F
Q)(b é\f \|/U\ OH Vitamins (—A)

o 2. Bioconversions 3. Production of VA o
growth substrates 3@ 9 £
N
¥ 2
8. Immune NER
stimulation o z ~
S 7. Reduction of inflammation M
5. Competitive },‘ \)I_r
il )
exclusion ¢ B rier )

Neutrophil recruitment

famna :

I (\P Ng2.  Colitis
Ty

;&}%‘ function - Do l (08000 g 7’&'."4"144 ey
S il
S
W

Enhanced innate immunity

@ Blood

Figure 23: Mécanismes potentiels des bactéries probiotiques sur le microbiote intestinal (O’ Toole &
Cooney, 2008)
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PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODE

Partie-II- partie expérimentale
Chapitre I: Matériel et méthodes
I.1  Matrices végétales

Les deux plantes médicinales utilisées au cours de cette étude, sont 1’écorce de
Cinnamomum zeylanicum de la famille Lauraceae, et le rhizome de Zingiber officinale de la
famille Zingiberacee. Elles ont été acquises en Janvier 2017aupres d’un herboriste de la wilaya
de Tiaret, sous forme d’écorce séche pour la premiere et de rhizome frais pour la seconde.

La partie aérienne d’Artemisia herba-alba Asso. Communément appelée Armoise
blanche, appartenant a la famille Asteraceae a été récolté en Mai 2017 dans la région de Tiaret
(35°24'29.09"N, 1°58'24.31"E). Toutes ces plantes ont été minuitieusement identifiées au sein

de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de 1’université Ibn Khaldoun de Tiaret.
1.2 Matériel biologique
I.2.1 Modéle expérimental animal

Les animaux utilisés au cours de cette expérimentation sont des rats adultes de souche
Wistar et d’un poids initial de (252 + 6.71 g), obtenus auprés de 1'Institut Pasteur d'Alger
(Algérie). Des rats males ont été choisis préférentiellement afin d’éviter les variabilités

intersexe et toutes perturbations du métabolisme induites par des changements hormonaux.
1.2.2 Souches pathogéenes

Les souches utilisées pour évaluer D’activité antibactérienne sont des souches de
collection internationale ATCC (American Type Culture Collection), ces derniéres sont
fréquentes en pathologie humaine, il s’agit d’Escherichia coli ATCC 2592 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 11778 et Staphylococcus aureus ATCC
33862. Ces souches ont ét¢ gracieusement fournis par I'hopital universitaire Mustapha Pacha

d'Alger (Algérie).

1.2.3 Souches bénéfiques

Les souches bénéfiques utilisées sont Lactibiane Tolérance® (PiLele, France) un
complément alimentaire contenant 4x10° (UFC)/g d’un mélange de bactéries lactiques
lyophilisées viables. Ce mélange est composé de 12,5 % de Bifidobacterium lactis LA 303,
12,5 % de Lactobacillus acidophilus LA 201, 50 % de Lactobacillus plantarum LA 301 et 25
% de Lactobacillus salivarius LA 302 (annexe X) (Drouault-Holowacz et al., 2006).
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I.3  Quantification des composés phénoliques des trois plantes étudiées
I.3.1 Procédure d’extraction des composés phénoliques
1.3.1.1 Préparation du matériel végétal

L’écorce de cannelle, le rhizome du gingembre et la partie aérienne d’armoise blanche,
ont été soigneusement nettoyés et découpés en petits morceaux, ces derniers ont €été sechées a
’air libre durant une semaine, ces morceaus sechés ont été¢ ensuite broyés dans un broyeur
electrique (Pulverisette, Fritsch, Germany) et tamisés dans un tamis ayant un diameétre de 500

um de manicre a obtenir une poudre a partir de laquelle les extraits ont été préparés.
1.3.1.2 Extraction par maceration

Différentes méthodes peuvent étre adaptées a 1’extraction des composés phénoliques.
Parmi celles-ci nous avons choisi la macération (extraction solide-liquide), une technique
simple et facile a mettre en ceuvre (Tanvir et al., 2017). Cette technique est une opération qui
consiste a laisser la poudre du matériel végétal (broyat) en contact prolongé avec un solvant
(éthanol, méthanol absolu et 1’eau distillée) pour en extraire les principes actifs (composés
phénoliques et flavonoides). C’est une extraction qui se fait a température ambiante et qui a
I’avantage de préserver les substances thermosensibles. elle a été effectuée selon le protocole

décrit par Hadrich et al., (2014), avec quelques modifications.
» Principe

Le principe de cette méthode consiste a laisser s¢journer un solide dans un liquide afin
d’en extraire les principes actifs. Pour ce faire, le solvant doit franchir la barriére de I’interface
solide/liquide, ensuite dissoudre le composé actif présent a I’intérieur et I’entrainer vers
I’extérieur. Plusieurs auteurs suggerent que I’entrée du solvant se fait par un mécanisme

osmotique et la sortie du soluté se fait par dialyse ou par diffusion (Mompon et al., 1998).

Dans ce présent travail, trois solvants ont été utilisés ; le méthanol I’éthanol absolu, et

I’eau et ce afin de définir le meilleur solvant qui optimise le rendement d’extraction.

5 g de matiere végétale, (Cinnamomum zeylanicum, du rthizome de Zingiber officinale,
et la partie aérienne d’Artemisia herba-alba Asso., séche sous forme de poudre ont ét€¢ macérés
dans 50 mL de solvant, et laissés sous agitation magnétique pendant 24 h a une température
ambiante et a I’obscurité. Apres cette agitation une filtration sur papier filtre a été réalisée et le

filtrat obtenu a été débarrassé de son solvant par évaporation a 50°C et ce afin d’obtenir un
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extrait sec. Ce derniers, ont été conservés a -20 °C pour des éventuelles expérimentations

(Mompon et al., 1998).

1.3.1.3 Détermination du rendement de I’extraction

Le rendement de 1’extraction a été calculé par le rapport entre le poids de 1’extrait sec
et le poids initial de la poudre. Le poids de I’extrait sec a été calculé par la différence entre le
poids de la boite de Pétri en verre contenant 1’extrait (aprés évaporation du solvant) et le poids
de la boite de Pétri vide. Le rendement de 1’extraction est exprimé en pourcentage. Il est

calculé par la formule suivante :

( R% = (P¥/ P1) x100 }

Avec :
R : Rendement en pourcentage (%) ;
Pr : Poids de I’extrait secen g ;

Pi : Poids de la poudre mise a I’extraction en g

1.3.2 Analyses phytochimique des extraits phénoliques
1.3.2.1 Préparation des solutions des extraits

Les différents extraits de la cannelle, du gingembre et d’armoise blanche, ont été
reconstitués dans le solvant d’extraction a savoir 1’éthanol absolu, méthanol absolu ou bien
I’eau distillée avec la méme concentration (150 mg/mL). Ces derniers ont été préparés

extemporanément pour réaliser les analyses ultérieures.
1.3.2.2 Quantification des composés phénoliques

1.3.2.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits a ét¢ effectué
spectrophotométriquement selon la méthode au Folin-ciocalteau décrite par Singleton et al.,

(1999).
» Principe

Le réactif de Folin-ciocalteau de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide

phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3 PM012040). Le principe

de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques en milieu alcalin par ce
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réactif, cette réaction entraine la formation d’un nouveau complexe molybdene-tungsténe de
couleur bleu présentant un maximum d’absorption a une longueur d’onde A=760 nm et dont
I’intensité est proportionnelle a la quantit¢ de composés phénoliques présents dans
I’échantillon, le dosage des composés phénoliques a été effectués par la comparaison de la

densité optique observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue.

» Mode opératoire

250 pL de différents extraits préparés préarablement avec des dilutions convenables.
Ont été ajoutés a 250 pL de réactif de Folin Ciocalteu (RFC) ayant une concertation de 0,2 N,
aprés une incubation de 2 minutes a I’obscurité, 500 pL de Na2COs3 a 7,5 % a été additionné.
Le mélange ainsi obtenu a été incubé de nouveau pendant 20 min a une température ambiante
et a I’abri de la lumiére. L’absorbance est ensuite mesurée via le spectrophotomeétre a 760 nm
contre un blanc sans extrait. Notons qu’une courbe d’étalonnage a été parallelement réalisée
(voir annexe II) afin de quantifier le taux de polyphénols totaux dans nos extraits. L’acide
gallique a été utilisé comme standard de référence, ce dernier a subi les mémes conditions
expérimentales que 1’échantillon. Les teneurs en composés phénoliques ont été exprimées en
mg Equivalent d’Acide Galqiue par gramme de maticre séche ( mg EAG/ g MS). Le dosage a
¢été fait en triplicata et le calcul des teneurs en polyphénols a été effectué selon la formule

suivante :

[ C=(cxDxV)/m ]
Avec

C : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/ g MS) ;

¢ : Concentration de 1’échantillon lue ;

D : Facteur de dilution ;

m : Masse de 1’échantillon en g utilisée pour I’extraction ;

V : Volume du solvant utilisé pour I’extraction en mL.

1.3.2.2.2 Dosage des flavonoides totaux

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de cannelle,

gingembre et armoise blanche a été réalisée par la méthode de Bahorun et al., (1996).
» Principe

Le dosage des flavonoides est bas¢ sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium (AICI3) avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec le carbonyle
(C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et des

flavonols. Par ailleurs, le trichlorure d’aluminium (AICI3) peut également former des complexes
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acides labiles de couleur jaune avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement
présents sur le noyau A et/ou B des flavonoides (Chang et al., 2002). Le métal perd deux
électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme
donneur d’électrons. La couleur jaune présente une absorption maximale a 430 nm.
» Mode opératoire

Un volume de 1 mL de chaque extrait convenablement dilué dans le solvant
d’extraction, a été ajouté a 1 mL de solution chlorure d’aluminium AICI3 a 2 %. Aprés 10 min
d’incubation I’absorbance a été lue a 430 nm. La quantification des flavonoides a été faite en
fonction d'une courbe d'é¢talonnage lin€aire réalisée par la quercétine a différentes
concentrations traitées par les mémes conditions que 1’échantillon voir annexe 1. Les résultats
sont exprimés en milligrammes Equivalent de Quercétine par gramme de maticre seéche (mg
EQ/g MS), le dosage a été fait en triplicata. La teneur en flavonoides totaux des échantillons

analysés est calculée par la formule suivante :

[ C=(cxDxV)/m ]

Avec :

C: Teneur en flavonoides exprimée en mg EQ/ g de matiére seche ;
¢: Concentration de 1’échantillon lue ;

D: Facteur de dilution ;

V: Volume utilisé pour I’extraction en mL ;

m: Masse de 1’échantillon en g utilisé dans I’extraction.

1.3.3 Evaluation des activités biologiques in vitro
1.3.3.1 Evaluation des activités antioxydantes

Dans cette étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro de nos extraits
issus de cannelle, gingembre et armoise blanche, a été réalisée par des techniques chimiques a
savoir la technique FRAP, basée sur la réduction du fer par les antioxydants presents dans les
plantes , I’activité antiradicalaire via la technique du piégeage du radical libre DPPH", I’activité

scavenger a lI’égard du H2O; et I’activité antiperoxydation lipidique.

1.3.3.1.1 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
» Principe
L’activité réductrice des extraits est déterminée selon la méthode de Oyaizu, (1986).

Les substances ayant un potentiel de réduction, réagissent avec le fer ferrique (Fe*") présent

dans le ferricyanure de potassium KsFe (CN)s pour former le ferrocyanure de potassium Fer
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(IT), qui réagit a son tour avec le chlorure ferrique (FeCls) pour donner lieu a un complexe
ferrique ferreux de couleur bleu foncé et qui a une absorption maximale a 700 nm.
» Mode opératoire

0,5 mL de chaque extrait, a différentes concentrations, ou des antioxydants standards
(I’acide gallique, la quercétine et 1’acide ascorbique) a ét¢ mélangé avec 0,5 mL de tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 0,5 mL de ferricyanure de potassium [K3Fe (CN) ¢] a 1%.
L’ensemble a été incubé au bain-marie a 50 °C pendant 20 min ensuite, 0,5 mL d’acide
trichloroacétique (TCA) a 10 % ont été ajoutés pour stopper la réaction. Apres incubation, un
aliquote 1 ml a ét¢ combiné avec 1 ml d’eau distillée et 0,5mL d’une solution aqueuse de
chlorure de fer I1I (FeCl3) 2 0,1 %. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel a été réalisée
a 700 nm contre un blanc. Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation
du pouvoir réducteur de I’extrait testé. Le potentiel réducteur des extraits et des standards est
exprimé par les valeurs de concentrations effectrices a 50 % (CEso) (Singleton et al., 1965). La
CEso a été rapportée comme étant la quantité d'antioxydant requise pour réduire 50 % la
concentration initiale de ferricyanure de potassium. Ce test a été effectués six fois et les

graphiques ont été tracés en utilisant la moyenne de six déterminations (voir annexe II).

1.3.3.1.2 Capacité de piéger le radical libre DPPHe

» Principe

Le radical 2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH") est généralement le substrat le plus
utilisé pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en
forme radicale libre et la simplicité de I’analyse (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995).
A température ambiante, le radical DPPH" présente, en solution alcoolique, une intense

coloration violette qui disparait au contact d’une substance donneuse de protons. Cette
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décoloration met en évidence le pouvoir antiradicalaire d’un échantillon par sa capacité a pieger

le radical libre et libre et se traduit par une diminution de 1’absorbance a 517 nm (Figure 24).

VIOLET JAUNE

Figure 24: Inhibition du radical libre DPPHe(Matkowski et al., 2008).

» Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH"). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non
radical) en acceptant un atome d’hydrogene. L’effet de chaque extrait sur le DPPH" est mesuré

par la procédure décrite par Sanchez-Moreno et al., (1998).

Un volume de 750 uL de différentes concentrations de chaque extrait ou les standards
antioxydants (acide gallique, Quercitine et vitamine C a été ajouté a 750 pL de la solution
méthanolique du DPPH" a 0,04 mg/mL et fraichement préparée. Le mélange réactionnel a été
incubé a une température ambiante et a I’obscurité pendant 50 min, une lecture de I’absorbance
a été effectuée a 517 nm. Le DPPHe est réduit a la forme non radicalaire de couleur jaune pale.

Ce passage de la premiére forme a la seconde, est accompagné d’une diminution de
I’absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction du DPPH'. Les valeurs de

concentration inhibitrice a 50 % (Clso) ont été déterminées graphiquement par la régression
exponentielle des extraits et des solutions standards. Le pourcentage d’inhibition est calculé par

la formule suivante

[ AA (%) = [(Ao-A1) /A0)] ]

Avec :

AA% : Activité antiradicalaire ;

Ao : I’absorbance du radical DPPH";
A1 : I’absorbance de 1’échantillon
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1.3.3.1.3 Neutralisation du peroxyde d’hydrogéne H202

» Principe

La réaction d'oxydation de I'eau oxygénée (H20>) par les polyphénols est une réaction
chimique qui peut se produire en présence de certains polyphénols, notamment les catéchines,
les flavonoides et les tanins. Cette réaction peut étre bénéfique dans certains contextes, comme
en chimie analytique pour détecter la présence de polyphénols ou en biologie pour étudier les
propriétés antioxydantes de ces composés. Cependant, il est important de noter que les
polyphénols peuvent réagir de différentes manicres avec I'eau oxygénée en fonction de leurs
structures chimiques. La réaction générale d'oxydation de l'eau oxygénée (H20:) par les

polyphénols peut étre représentée de la maniere suivante :
Polyphénol + H2O2 — Produits d'oxydation + Eau

Les produits d'oxydation dépendent de la structure du polyphénol impliqué dans la réaction.
Les polyphénols sont capables de réduire le peroxyde d’hydrogéne en produisant de I'eau, tandis
qu'eux-mémes sont oxydés. Cette réaction est souvent utilisée pour mesurer la capacité
antioxydante des polyphénols, car elle permet de quantifier la quantité d'eau oxygénée
consommeée en fonction de la concentration de polyphénols présents. Cependant, il convient de
noter que la réaction d'oxydation de peroxyde d’hydrogéne par les polyphénols peut varier en
fonction des conditions expérimentales, des concentrations de réactifs et des types de

polyphénols (Ak et Giil¢in, 2008).

» Mode opératoire

L’¢évaluation de I’effet scavenger sur le peroxyde d’hydrogene a été réalisé selon la
méthode rapportée par Kumar et al., (2007). 2 mL de chaque extrait a différentes
concentrations ont été additionnés a 1,2 mL d’une solution de H2O; (40 mM dans un tampon
phosphate a pH 7,4 et 0,1 M). Le blanc de I’échantillon a été préparé de la méme fagon en
remplagant la solution H>O» par le tampon phosphate. Apres 10 min d’incubation, la lecture a
été réalisée a 230 nm. L’acide gallique et 1’acide ascorbique ont été utilisés également comme
standard. Les Clso ont été calculées a partir des courbes a régression linéaire. Le pourcentage

d’inhibition du H>O; est calculé comme suit :

[ H202 (%) = [(Ao-A1)/Ao]x 100 ]

Avec :
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Ay : absorbance de H,0; ;
A1 : absorbance de I’echantillon

1.3.3.1.4 Propriété protectrice des extraits polyphénoliques contre la peroxydation
lipidique tissulaire

» Préparation d’homogénat du foie :

Apres le sacrifice des rats, les foies ont été soigneusement prélevés, rincés avec du Na
Cl a9 %o., pesés et additionnés a un tampon phosphate a raison de 10 % (w/v) apres le broyage
du foie a l'ultraturax T25 (Janke & Kunkel Gmbh & Co Kg; Ika Labortechnik Staufen
Germany) une centrifugation a 4000 rpm pendant 20 min et a 4 C° a été effectuée, le surnageant
obtenu a été récupéré et incubé pendant une heure dans de la glace et ensuite conservé a -20°C.

» Préparation de la solution pro-oxydante :

La solution pro-oxydante, inductrice de I’oxydation lipidique, a été constituée d’un
tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4) additionné de chlorure de fer a 100 mM et de H2022a 0,5 %
(Moukette et al., 2015).

» Induction de la peroxydation lipidique in-vitro

L’induction de la peroxydation lipidique a été effectuée selon la méthode décrite par
Gupta et Sharma, (2010), avec une légere modification. 0,2 mL des différents extraits a tester
ou des antioxydants de référence, (acide gallique et I’acide ascorbique), avec une concentration
de 50 pg/mL, ont été ajoutés a une solution constituée de 0,58 mL de tampon phosphate (0,1
M ; pH 7,4), de 0,2 mL d’homogénat de foie et de 0,02 mL de solution pro-oxydante. Le

mélange obtenu a été placé dans un bain- marie a 37°C et sous agitation pendant 1h.

> Dosage des teneurs en MDA
» Principe

L’¢évaluation des teneurs en MDA repose sur une méthode de dosage indirecte de
I’impact des radicaux libres. Elle mesure les substances issues de la lipopéroxydation réagissant
avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) (Figure 25). La réaction de dosage, décrite par Kohn et
Liversedge en 1944, précisée par Patton et Kurtz, (1951), repose sur la formation en milieu
acide et a chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA),

d'un pigment absorbant a 532 nm, extractible par les solvants organiques comme le butanol.
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La réaction colorée, observée avec l'acide thiobarbiturique, mesure non seulement le
malondialdéhyde préexistant, mais aussi le malondialdéhyde formé de manicre art factuelle par
décomposition thermique des peroxydes, et de ceux générés au cours méme de la réaction. Les

méthodes utilisées actuellement dérivent de celle de Yagi, (1976).

OH SH
Y CH, :{} 7/

Malondialdehyde 40
Thiobarbituric acid (MDA) Coloured product measured
(TBA) at(532nm)

Figure 25: Formation du complexe malondialdéhyde/ acide thiobarbiturique de couleur rose (Dahle et
al., 1962)

» Mode opératoire

L’évaluation des teneurs en MDA a été réalisée selon le protocole décrit par Yagi,
(1976). Un volume de 800 pL d'un mélange TBA a 0,375 % (p/v), TCA a 20 % (p/v), BHT a
0,01 % (v/v) et du HCL (IN) ont été ajoutés a 200 pL. du mélange réactionnel. Apres une
agitation de 2 min, ’ensemble a été incubé au bain marie a 100°C pendant 15 minutes. Durant
cette €tape, les fonctions aldéhydiques du dialdéhyde malonique (MDA) sont libérées par
I’hydrolyse acide a 100°C. Elles réagissent avec le TBA en formant un complexe coloré en rose
(MDA-TBA). Pour arréter la réaction, les tubes sont placés dans la glace, le complexe ainsi
formé est extrait avec 2 mL de butanol-1 pendant 2 minutes. Apres centrifugation a 4000
tours/minute pendant 10 minutes a 4°C (Sigma, 3K10, Laborzentrifugen, Allemagne), le
surnageant a été récolté et I'absorbance du chromogene rose obtenue a été mesurée a 532 nm
en utilisant le spectrophotomeétre (Shimadzu 1240, Japon). La concentration tissulaire de
malondialdéhyde (MDA) a été calculée a l'aide d'une courbe linéaire de 1,1, 3, 3-
tétra¢thoxypropane (TEP) (voir annexe III). Le pourcentage d’inhibition des MDA a été

déterminé selon la formule suivante :

Avec [ MDA (%) = [(Co-C1) ]

Co : la concentration en MDA sans protection ;
C1 : la concentration en MDA avec la protection
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1.3.3.2 Evaluation de ’activité antibactérienne

Les souches a leur arrivée ont été conservées a -20°C dans des tubes stériles contenant
10 mL glycérol a 50 %. Deux méthodes ont été effectuées pour évaluer Dactivité
antibactérienne des extraits : la méthode de diffusion sur gélose et la méthode de dilution sur

gélose dite méthode d’incorporation.
1.3.3.2.1 Préparation des précultures

A partir des milieux de conservation, un prélévement de chaque souches (Escherichia
coli ATCC 2592, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 11778 et
Staphylococcus aureus ATCC 33862) a été effectué a I’aide d’une anse en platine, ces dernieres
ont été¢ déposées dans 5 mL de bouillon nutritif et incubées a 37 °C pendant 24 h. Aprés ce
temps d’incubation, les souches bactériennes ont subi un repiquage par la méthode de stries en
milieu solide correspondant a chaque, ces ensemencements ont été suivis d’une incubation de

18 ha 37 °C et ce a fin d’obtenir des cultures jeunes.

1.3.3.2.2 Méthode de diffusion sur milieu gélosé

» Principe

Celle-ci consiste a déposer des disques imprégnés d’agent antibactérien a tester, a la
surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a
étudier. Dés ’application des disques, I’agent antibactérien se diffusent de maniere uniforme.
Apres incubation, les disques s’entourent de zones d’inhibition circulaires correspondantes a

une absence de culture de cellules bactériennes (Barry, 1985).

> Mode opératoire

A partir d’une culture jeune de 18 h d’incubation, une suspension bactérienne a été
préparée dans I’eau physiologique stérile (0,9 %). La turbidité de cette suspension a été
standardisée a 0,5 Mac Farland a 1’aide d’un spectrophotométre et a une longueur d’onde de
625 nm. La densité optique obtenue doit étre comprise entre 0,08 et 0,13 ce qui correspond a
une concentration de 108 UFC/mL. La suspension d'inoculum ainsi préparée a été¢ diluée au
1/10 dans de l'eau physiologique pour avoir une concentration de 10° UFC / mL (Andrews,
2001). L’inoculum ajusté a ¢ét¢ ensemencé a I’aide d’un écouvillon par la technique

d’écouvillonnage sur toute la surface des boites de Pétri contenant la gélose Mueller-Hinton
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(Parodonsia, Conda S A, Espagne). Apres cette étape les boites de Pétri ont été séchées a ’air
libre pendant 30 min, ensuite des disques de Whatman de 6 mm de diamétre imprégnés 20 pL.
de chaque extrait polyphénolique issus des plantes étudiées (utilisé a 250, 125, 62,5 et 31,25
mg/mL), ont été déposés a la surface de la gélose ensemencée. La lecture des boites a été faite
apres 24h d’incubation a une température de 37°C (Adesokan et al., 2007).

Des boites dites témoins positifs dans lesquelles sont mis des disques d’antibiotique
Tétracycline (30 pg/mL), Amikacine (30 pg/mL) et Erythromycine (15 pg/mL) et des témoins
négatifs contenant des disques imbibés de Diméthyl sulfoxyde (DMSO) pur (Sigma-Aldrich,
USA) ont été réalisées. L’activité antibactérienne a ét¢ déterminée en mesurant le diametre de

la zone d’inhibition autour de chaque disque. Ce test a ét¢ effectué en six répétitions.

1.3.3.2.3 Détermination de la CMI et la CMB par la méthode d’incorporation de gélose

» Principe

Cette technique consiste a ensemencer une gamme de concentration décroissante en extrait
par un inoculum standardisé. Apres incubation, I’observation de la gamme permet d’accéder a
la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration en
extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne visible. La concentration minimale
bactéricide (CMB), quant a elle, est définie comme la plus faible concentration qui détruit 99,9
% de la concentration cellulaire finale (Chebaibi et al., 2016).

» Mode opératoire

Une gamme de concentrations des extraits phénoliques issus des trois plantes :
cannelle, gingembre et armoise blanche, ont été préparées dans DMSO a 10 %. Les différents
extraits ainsi préparés ont été incorporées dans des milieux de Mueller-Hinton avec des
concentrations croissantes, maintenu en surfusion dans un bain marie thermostaté a 55°C. Le
contenu de chaque tube est immédiatement versé dans une boite de Pétri stérile apres une
agitation de 15 sec. Ensuite, 25 uL d’un inoculum de chaque bactéries standardisé a 0.5 Mac
Farland et diluée au 1/10, pour avoir une concentration de 10° UFC / mL (Andrews, 2001),
ont été¢ déposés sur les boites de gélose. Cette étape a €té suivie d’une incubation a 37°C
pendant 18 a 24 h. La CMI a été déterminée comme étant la plus faible concentration des
extraits capable d’ inhiber la croissance des bactéries testées (Alzahrani et al., 2012).

Apres 1’évaluation des activités biologiques de trois plantes médicinales, on a fait un
criblage entre ces matrices végétales pour effectuer I’expérimentation animale. Notre choix

repose sur 1’effet potentiel de I’activité antioxydante et antibactérienne de la cannelle et le

62



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODE

gingembre associ€s ou non aux probiotiques a fin d’évaluer leurs effets sur 1’obésité et ses
complications cardiométaboliques nutritionnellement induite chez le rat Wistar. De ce fait, on
a réalisé une caractérisation chimique des deux poudre la cannelle et le gingembre via la

technique headspace gas chromatography—mass spectrometry (HS-GC-MS).
1.4 Headspace gas chromatography—mass spectrometry (HS-GC-MS)

0,3 g d'échantillons de la cannelle et gingembre séchés et finement pulvérisé ont été
utilisés et analysés par chromatographie en phase gazeuse couplée a un systéme en espace libre.
Apres les processus d'optimisation, les conditions d'espace libre ont été déterminées comme
suit: Temps de cycle GC (min): 63; Volume d'échantillon (mL): 2,5; Temps d'incubation (min):
30; Température d'incubation (°C): 70; Température de la seringue (°C): 70. Aprés optimisation
des conditions opératoires, 1'analyse des composés volatiles a été réalisée par GC équipée d'une
colonne capillaire HP-5 MS (30 m x 0,25 pm x 250 um) 5977 (Agilent Technologies) avec un
détecteur de masse sélectif 7890B (Agilent Technologies) modele GC-MS. Un systéme
d'ionisation électronique avec une énergie d'ionisation de 70 eV a été utilisé pour la détection
de GC-MS. L'hélium était un gaz vecteur a un débit de 1 mL/min. La température de 'injecteur
et la ligne de transfert MS ont été réglées a 250 °C. La température de la colonne a été
initialement maintenue a 50 °C. pendant 2 min, puis progressivement augmenté a 200 °C a 6
°C/min et enfin porté a 250 °C a 10 °C / min. Les échantillons ont été injectés automatiquement
avec un rapport de division de 10:1. Les composants individuels ont été identifiés par des

bibliothéques électroniques (W10N14 et NIST14) (Kulak et al., 2020)

I.5 Etude in vivo : Effet de la poudre de la cannelle et de gingembre seule ou associée a
des bactéries probiotiques sur I’obésité et ses complications cardiométaboliques

I.5.1 Régime alimentaire administré aux rats

A fin d’évaluer I’effet préventif de cannelle et gingembre seule ou associée aux
probiotiques sur le désordre lipidique et métabolique associer a 1’obésité nutritionnellement
induite, les rats ont été soumis durant cette expérimentation soit au régime standard, soit au
régime hyper-gras ¢laboré et enrichi en 48% (p/p) graisse animale d’origine ovine (Tableau 7).
Au cours de cette période, la préparation des différents régimes a été réalisée une fois par
semaine au sein du laboratoire d’amélioration et valorisation des productions animales locales
de I’Université Ibn Khaldoun de Tiaret. Les ingrédients utilisés pour préparer chaque régime
ont été¢ fournis gracieusement par 1’Office National d’Aliment de Bétail (ONAB). La

composition des régimes figure dans le tableau ci-dessous. Tableau 7
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Tableau 7: Composition des régimes utilisés durant I’expérimentation selon Garait, (2006) modifié¢e

. Régime standard Régime hypergras
Ingrédients
(g/ 100g de régime) (g/100 g de régime)
Amidon de mais 42,1 2,6
Cellulose 11,8 9,4
Protéines 19 20
Matiére grasse 0 48
Glucide 33 3,5
Vitamine et sels minéraux 10,8 10,33
Huile végétale 8,05 6,17
Valeur énergétique
330,33 591,93

(Kcal/100g)

I.5.1.1 Concentrations des souches bénéfiques utilisées

Le mélange de probiotique, Lactibiane Tolérance® (PiLeJe, France), a été administré aux
rats sous une forme lyophilisée, incorporé dans I’aliment a une dose de 4 x10° UFC/kg

d’aliment.
I.5.1.2 Concentrations des poudres des plantes médicinales : cannelle, gingembre

La poudre de cannelle et du gingembre a été incorporée au régime alimentaire hyper-
gras a raison d’une concentration de 2 g par 100 g d’aliment. Cette concentration a été choisie
en se basant sur une étude préliminaire. Le choix de I’utilisation de la poudre de cannelle et de
gingembre dans cette étude s’explique principalement par leur abondance en polyphénols et en
fibres alimentaires ce qui leur confére un effet synergique bénéfique pour la santé comme

largement décrit par Naidu et al., (2016).
1.5.2 Suivie et traitement des animaux

D¢és leur réception, les rats de souche Wistar ont été répartis aléatoirement en 7 groupes
différents (7 rats par groupe), installés individuellement dans des cages et hébergés dans des
conditions favorables au sein de 1’animalerie du laboratoire d’autopsie clinique de I’Institut des
Sciences Vétérinaires (Université Ibn Khaldoun, Tiaret), ou régne une température constante
(24+/-2°C) et un éclairage qui varie selon un rythme circadien (cycle de lumiére/obscurité de
12h/12h). Ils ont eu acces a volonté a la nourriture et a la boisson. Aprés une durée

d’acclimatation de deux semaines, ces rats ont été nourris pendant 16 semaines et ad libitum
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avec un régime standard ou bien un régime hyper-gras, supplémenté ou non en plantes

médicinales, en probiotique ou bien en plantes médicinales associées aux probiotiques.

1.5.2.1 Identification des différents lots expérimentaux

Ainsi 7 lots expérimentaux ont été constitués (Figure 26).

Le premier lot (ST) a recu uniquement le régime standard (Tableau 7) celui-ci a servi de

témoin négatif

Les animaux du second (HG) ont été soumis a un régime hyper-gras « High Fat »,
régime enrichi en graisse animale d’origine ovine (48%)

Les rats du troisiéme lot (HGP) ont subi le méme régime cité précédemment.

Supplémenté en probiotiques « Lactibiane tolérance®

de 4 x 10° UFC/kg de régime.

» a raison d’une dose journaliére

Le quatrieme lot (HGG) a été constitué de rats traités par le régime précédemment cité,
le régime hyper-gras, supplémenté de 2 % de gingembre, (sous forme de poudre
incorporée au régime).

Les rats du cinquiéme lot (HGGP) ont été traités par le régime hyper-gras supplémenté

de 2 % de poudre de gingembre associée aux probiotiques « Lactibiane tolérance® »

Les rats du sixieéme lot (HGC) ont ét¢ soumis a un régime hyper-gras supplémenté de 2
% de cannelle, (sous forme de poudre incorporée au régime).
Les animaux du septieéme lot (HGCP) ont recu le régime hyper-gras additionné 2 % de

poudre de cannelle associée aux probiotiques « Lactibiane tolérance®™ ».
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Figure 26: Protocole du suivi des rats durant I’étude expérimentale
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Durant les 16 semaines de traitement, le comportement des rats, la mesure de la prise de
poids ainsi que la quantité de nourriture ingérée ont été observés.

Le protocole expérimental du suivie et I’entretien des rats a été réalisé selon les directives
du comité institutionnel de protection des animaux de l'enseignement supérieur et de la

recherche scientifique (Algérie) (Numéro d’accord 45/DGLPAG /DVA.SDA.14).
1.5.3 Prélévement et préparation du matériel biologique

» Prélévement sanguin
Les animaux, maintenus a jeun depuis 24 heures, ont ét¢ anesthésiés et sacrifiés. Le sang a
été prélevé par ponction intracardiaque et recueilli dans des tubes contenant de 1’héparine.
Apres une légere agitation, les tubes ont été centrifugés a 3000 tr/mn pendant 10 min. Le plasma
obtenu a été récupéré, aliquoté dans des tubes et conservés a -20°C pour les analyses
biologiques ultérieures (parametres biochimique et oxydatifs).
» Prélévement d’organe
Apres prélévement sanguin, le foie, cceur, riens, tissus adipeux, testicules et cerveau sont
soigneusement prélever et rincer avec 1’eau physiologique 0.9 % 3 fois, ensuite séchés, pesés
et conservés a -20 °C pour d’éventuelles explorations.
» Prélévent du foie pour I’étude histologiques
Avant la conservation du foie a -20 °C, des morceaux de ce dernier ont été prélevé et
directement fix¢ dans de formol & 10 %. La fixation a pour but essentiel d’assurer une
immobilisation des constituants cellulaires ou tissulaires dans un état aussi voisin que possible
de I’état vivant. Donc la fixation doit étre immédiate apres le prélévement, pour empécher une
putréfaction (par altération microbienne) et une autolyse (destructions tissulaires par les
enzymes qu’il contient). Les fragments du foie doivent étre totalement immergés dans la

solution du fixateur, aucun fragment ne doit flotter au-dessus de cette solution.

» Préparation d’homogénat d’organe pour la détermination des paramétres
oxydatifs

0,2 g d’organe (foie et coeur) a été placé dans 2 mL de PBS 1X PH de 7,4, puis broyé a

I’Ultra-Turax (T25, IKA, Allemagne). L’ensemble a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10

min. Le surnageant, qui constitue ’homogénat d’organe, a été récupéré et incubé pendant 1

heure dans la glace et conservé a -20°C en vue des différents dosages.

» Préléevement fécale pour I’étude microbiologique (Dysbiose intestinal)
Dans des conditions stériles, Le gros intestin des animaux a été prélevé, le contenu est

vidé dans solution NaCl 0.9% stérile.
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I.5.4 Etude des paramétres biochimiques
[.5.4.1 Détermination des teneurs en Triglycérides

» Principe

Le dosage des triglycérides sériques se fait par le biais d’'une méthode colorimétrique
enzymatique via le kit Biolabo. Les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en acides gras
grace a des lipases. Une suite de réactions a abouti a la formation du peroxyde d’hydrogéne qui
en présence de la peroxydase et d’un chromogene donne un compos¢ coloré. La concentration
en quinone est proportionnelle a la concentration totale en triglycérides présents dans
I’échantillon. La concentration en triglycérides est déterminée a une longueur d’onde de A= 500

nm (Trinder, 1969 ; Fossati et Prencipe, 1982).

Lipoprotéine lipase

Triglycéride Glycérol +Acide gras libre
Glycérokinase, Mg*™
Glycérol + ATP Glycérol-3-phosphate +ATP
Glycérol-3-phosphate oxydase
Glycérol-3-phosphate = Dihydroxyacétone phosphate+ H,0,
Peroxydase A
H,0,+ 4-chlorophénol+Amino-4-Antipyrine Quinonéimine rose + H,O

» Mode opératoire
10 puL de chaque échantillon ou de 1’étalon (concentration de 2g/L.) ont été préleves et
ensuite ajoutés a 1ml de la solution de travail, préparée en mélangeant les réactifs 1 et 2 fournis
par le kit Biolabo (Voir annexe VIII), ensuite une homogénéisation a été appliquée a
I’ensemble a I’aide d’un vortex, le mélange a subi une incubation de 10 minutes et a 37°C.
L’absorbance a été mesurée au spectrophotométre a 500 nm contre un blanc, les résultats sont

exprimés en g/L de triglycérides et calculés selon la formule suivante :

Triglycérides (g/L) (Densité optique de 1’échantillon/Densité

optique de I’étalon) X 2g/L.

1.5.4.2 Détermination des teneurs en glucose

» Principe
La teneur en glucose est déterminée par la méthode enzymatique et colorimétrique en
présence du glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en acide gluconique et peroxyde

d’hydrogene, ce dernier, en présence de peroxydase et de phénol, oxyde un chromogene (Le 4-
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amino-antipyrine) en couleur rose a structure quinone. La coloration obtenue est
proportionnelle a la concentration en glucose présente dans I’échantillon. La lecture se fait a
une longueur d’onde de 500 nm, ce dosage a été réalis¢ a 1’aide du kit Biosystems (Trinder,

1969).

Glucose oxydase
Glucose +%,0, + H,0 Acide gluconique + H,0,

Peroxydase
2H,0, + 4-Aminoantipyrine + Phénol Quinonéimine +4 H,0

» Mode opératoire

10 pL de chaque échantillon ont été prélevés et ensuite ajoutés a Iml de la solution de
travail, fournis par le kit (voir annexe VIII), ensuite I’ensemble a subi une homogénéisation a
I’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a ¢été¢ incubé pendant 10 minutes a 37°C.
L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotomeétre a 500 nm contre un blanc sans
glucose. Au cours de cette analyse un étalon a subi le méme traitement que 1’échantillon et ce
afin d’étre utilis¢é comme une référence pour la quantification des taux de glucose dans le
plasma, cet étalon a une concentration précise de glucose égale a (1g/L). La concentration du
glucose dans les échantillons est calculée selon la formule ci-apres. Les résultats sont exprimés

en g/L de glucose.

Glucose (g/L) = (Densité optique de I’échantillon/densité
optique de I’étalon) X 1 g/L.

1.5.4.3 Détermination des teneurs en cholestérol total

» Principe
Le cholestérol total est dosé par une méthode colorimétrique enzymatique en utilisant
le kit Biomaghreb et ce au niveau du plasma. Les esters de cholestérol sont hydrolysés par le
cholestérol estérase en cholestérol libre et en acides gras. Ce cholestérol libre produit et celui
préexistant sont oxydés par une enzyme cholestérol oxydase en A4 cholesterone et peroxyde
d’hydrogene. Ce dernier en présence de peroxydase, oxyde le chromogene en un composé de

couleur rouge. La densité optique du quinoneimine coloré¢ mesurée a 505 nm est directement
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proportionnelle a la quantité de cholestérol contenu dans 1’échantillon, et est exprimée en g/L

(Fasce et al., 1982).

Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + H,0 Cholestérol + Acide gras
Cholestérol oxydase
Cholestérol + 0O, Cholestéréne-4- one-3 + H,0,
Péroxydase
H,0,+ Phénol + Amino-4- antipyrine — — — — = — — = Quinoneimine rose

» Mode opératoire

La solution de travail a été préparée par le mélange des réactifs 1 et 2 fournis par le kit
(Voir annexe VIII). Pour la réalisation de ce test, 10 pL de chaque échantillon et de 1’étalon
ont été prélevés et ensuite ajoutés a ImL de la solution de travail, I’ensemble a subi une
homogénéisation a I’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a été incubé pendant 10 minutes
a37°C.

L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotométre a 505 nm contre un blanc ne
contenant que de ’eau distillée. Notons que 1’étalon a été utilisé afin de quantifier le taux du
cholestérol dans les échantillons, cet étalon contient une quantité précise de cholestérol qui est
de 2 g/L, ce dernier a subi les mémes conditions expérimentales que I’échantillon. Les résultats

sont exprimés en g/L de cholestérol et calculés selon la formule suivante :

Cholestérol (g/L) = (Densité optique de 1’échantillon /
Densité optique de 1’étalon) x 2 g/L.

1.5.4.4 Détermination des teneurs en HDL et LDL

» Principe
La lipoprotéine HDL du plasma est précipitée par le phosphotungstate en présence d'ions
de magnésium apres centrifugation a 4000 tr/min pendant 20 min, le surnageant récupéré
correspond aux HDL. La lecture se fait a une longueur d’onde A=505 nm. Les concentrations
en cholestérol des LDL plasmatiques sont déterminées selon la formule de (Friedewald et al.,

1972 ; Burstein et al., 1970):
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Chol. LDL= Chol. Total - (Chol. HDL + TG/5)

» Mode opératoire
Le dosage des HDL a été réalisé grace au kit Biomaghreb (Voir annexe VIII). 200 uL
de I’échantillon plasmatique ont été ajoutés a 20 uL de réactif issu de mélange de deux réactifs
(Rlet R2). Ensuite le mélange a été incubé pendant 10 min a température ambiante puis
centrifugé a 4000 tr/min pendant 10 min, le surnageant obtenu a été traité par la méme procédure

décrite pour le du cholestérol total. L’absorbance a été¢ mesurée a 500 nm.

1.5.4.5 Détermination de ’activité des transaminases plasmatiques

a. Dosage de l'activité de 1'alanine aminotransférase (ALAT)
» Principe
L'alanine aminotransférase (ALAT) est une transaminase connue sous le nom de
glutamate-pyruvate- transaminase (GPT). L'ALAT catalyse le transfert du groupe aminé de la
L-alanine vers l'a-cétoglutarate pour donne du L-glutamate et pyruvate. Le pyruvate est réduit
au lactate par lactate déshydrogénase (LDH) et NADH. La mesure du taux de diminution de
NADH, est spectrophotrométriquement proportionnelle a l'activité catalytique d’ASAT dans
I'échantillon. La lecture se fait par spectrophotométrie a une longueur d'onde A=505 nm

(Murray, 1984a).

ALAT (TGP)
Alanine + g-céfoglutarate : Glutamate + Pyruvate

Lactate déshydrogénase (LDH)
Pyruvate + NADH+H Lactate + NAD

b. Dosage de l'activité de l'Aspartate aminotransférase (ASAT)
L'Aspartate aminotransférase (ASAT) est une transaminase, également connue sous le
nom de glutamate-oxalo-acétate-transaminase (GOT). Elle catalyse le transfert du groupe
aminé du L-Aspartate vers l'a-cétoglutarate pour donne du L-glutamate et l'oxaloacétate.

L'oxaloacétate est réduit au Malate par Malate déshydrogénase (MDH).
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Le taux de diminution de NADH, mesurée spectrophotométriquement. Elle est
proportionnelle a 1’activité catalytique de ASAT catalyse dans L'échantillon. La lecture se fait

par spectrophotométrie a une longueur d'onde A=505nm (Murray et Kaplan, 1984b).

ASAT (TGO)
Aspartate + a-cétoglutarate Glutamate + Oxaloacétate

Malate déshydrogénase (MDH)
Oxaloacétate + NADH+H Malate + NAD*

» Mode opératoire

50uL de I’échantillon plasmatique a été ajouté a 500 pL de solution de travail, destinée soit
pour le dosage des ALAT ou ASAT, cette solution est issue d’un mélange de deux réactifs (R1et
R2) préparé selon le kit Biomaghreb. Le mélange réactionnel a été incubé dans une étuve a
37°C pendant 10 min. Aprés incubation la lecture de 1’absorbance s’effectue aprés chaque
minute pendant 3min a longueur d’onde de A=505 nm. Le résultat est exprimé par la derniere

absorbance.
1.5.4.6 Détermination des teneurs en urée

» Principe

La concentration en urée a ¢été déterminée selon la méthode enzymatique et
colorimétrique décrite par Talk et al., (1967) en utilisant le Kit Biolabo (Voir annexe VIII).
L'uréase catalyse I'hémolyse de 1'urée, présente dans 1'échantillon, en ions ammonium (NH3) et
en anhydride carbonique (CO3). Les ions ammonium forment ensuite avec le oxoglutarate un
complexe coloré bleu-vert par l'action du glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation
paralléle de la NADH+H a la NAD". L’intensité de la coloration est proportionnelle a la

concentration de 1’urée dans 1’échantillon, et elle est mesuré a 600 nm.

72



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODE

Uréase
Urée + H,0 2NH, + (0,

Glutamate déshydrogénase (GLDH)
2 NH; + Oxoglutarate + NADH+H Glutamate + H,0+ NAD*

» Mode opératoire
SuL de I’échantillon a été ajouté a ImL de la solution du travail, cette solution est issue
d’un mélange de deux réactifs (R1 et R2 fournis par le kit). Le mélange réactionnel a ét¢ incubé

a 37 °C pendant 5 min.

L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotomeétre a 600 nm contre un blanc
contenant uniquement que de 1’eau déminéralisée. Notons que 1’¢étalon a été utilisé afin de
quantifier le taux de 1’urée dans les échantillons, cet étalon contient une quantité précise de
I’urée qui est de 0.40 g/L, ce dernier a subi les mémes conditions expérimentales que

I’échantillon. Les résultats sont exprimés en g/L. de I'urée et calculés selon la formule suivante :

Urée (g/L) = (Densité optique de 1’échantillon/densité optique de
I’étalon) X 0.40 o/L.

1.5.4.7 Détermination des teneurs en acide urique

» Principe

Le dosage de I’acide urique a été réalisé par la méthode enzymatique colorimétrique en
utilisant le Kit Biolabo. L’acide urique est oxydé par I’uricase en allantoine, dioxyde de carbone
et peroxyde d'hydrogéne (2 H2O2) qui, sous l'influence de la peroxydase, du 4-aminophénazone
(4-AP), et du 2-4 dichlorophénol-sulfonate (DCPS), forme un composé rouge de quinonéimine

donné par les réactions suivantes :
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Uricase
Acide urique + 2 H,0 + O, Allantoine + 2H,0,+ CO,

Peroxydase
2H,0,+4-AP +2-4 DCPS Quinonéimine rouge + 4H,0

L’intensité de la coloration rouge formée est proportionnelle a la concentration de

I’acide urique dans 1’échantillon (Bernard, 1989 ; Tietz, 1999).

» Mode opératoire
25 pL de chaque échantillon ou de I’étalon (R3) (concentration de 100 mg/L) ont été
prélevés et ensuite ajoutés a 1 mL de la solution de travail, fournis par le kit Biolabo (Voir
annexe VIII), ensuite une homogénéisation a été appliquée a I’ensemble a 1’aide d’un vortex,
le mélange a subi une incubation de 5 minutes et a 25°C. L’absorbance a ét¢ mesurée au
spectrophotometre a 520 nm contre un blanc, les résultats sont exprimés en mg/L d’acide urique

et calculés selon la formule suivante :

Acide urique (mg/L) = (Densité optique de 1’échantillon/densité

optique de I’étalon) X 100 mg/L.

1.5.4.8 Détermination des teneurs en protéines totales plasmatique

» Principe

Les protéines totales ont ét¢ déterminés Selon méthode colorimétrique décrite par
Gornall et al., (1949) en utilisant le Kit Biolabo (Voir annexe VIII). Le réactif Biuret contient
du sodium potassium tartrate qui complexe les ions cuivriques et maintient leur solubilité en
solution alcaline. Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin, interagissent avec les liaisons
peptidiques des protéines formant un complexe bleu violet ou l'intensit¢ de la couleur est

proportionnelle a la quantité des protéines plasmatiques l'absorption est mesurée a 550 nm.

» Mode opératoire

Pour la réalisation de ce test, 20 uL de chaque échantillon plasmatique et de 1’étalon
(R2) ont été prélevés et ensuite ajoutés a 1ml de la solution de travail (réactif de Biuret R1),
I’ensemble a subi une homogénéisation a I’aide d’un vortex, le mélange ainsi obtenu a été

incubé pendant 10 minutes a température ambiante.
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L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotomeétre a 550 nm contre un blanc ne
contenant que de 1’eau déminéralisée et la solution de travail, Les résultats sont exprimés en

g/L de protéines et calculés selon la formule suivante :

Protéine totale (g/L) = (Densité optique de

I’échantillon/densité optique de 1’étalon) X 60 g/L.

I.5.5 Etude des parametres oxydatifs
I.5.5.1 Détermination du pouvoir antioxydant total par la technique FRAP

» Principe
La méthode FRAP développée par Benzie et Strain, (1996) est basée sur la réduction
d‘un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe (III)-TPTZ) 2] en un complexe tripyridyltriazine
ferreux [(Fe (I)-TPTZ) 2] par un antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité
du fer. Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue
intense apparait trés rapidement avec un maximum d‘absorption a 593 nm (Figure 27). Le
pouvoir réducteur est proportionnel a la formation de la couleur bleue, plus la couleur bleue est

intense, plus 1°échantillon peut étre considéré comme un bon réducteur.

. —————

+AH

Fe(III)- Fe(I)-TPTZ

Figure 27: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe tripyridyltriazine
ferrique Fe (II1)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Benzie et Strain, 1996).

» Mode opératoire
Ce test peut étre utilis¢é comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non
enzymatiques. Il est basé sur la mesure de la réduction par le plasma ou ’homogénat d’organe
et dans des conditions d’acidité (pH 3,6), d’une solution comprenant du tampon acétate, une
solution a base de 2,4,6 Tripyridyl-s-triasine (TPTZ), et un sel ferrique (FeCls, 6H>0), ce qui

provoque la formation du complexe TPTZ-Fe++, de couleur bleue. Une gamme étalon est
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obtenue a partir d’une solution mere de FeSO4, 7H,O a ImM (les courbes de la gamme

d’étalonnage figurent en Annexe III).

La solution FRAP est préparée a partir des trois solutions initiales : tampon acétate
(C2H3NaO, 3H,0 et C2H402) a pH 3,6, TPTZ a 10 mM et FeCls, 6H,0 a 20mM) et placée a
37°C pendant toute la durée de 1’analyse. 100 pL d’échantillons ou de la solution-gamme sont
ajoutés a 900 pL de la solution FRAP. La lecture des échantillons se fait aprés 30 minutes

d’incubation par spectrométrie a 593 nm.

1.5.5.2 Dosage de la vitamine C

» Principe
Le dosage de la vitamine C, décrit par Jagota et Dani, (1982) est bas¢ sur la réduction
de la vitamine C présente dans le plasma ou dans les tissus par le réactif de Folin Ciocalteu en
donnant une coloration bleue dont I’intensité de la coloration est proportionnelle a la

concentration en vitamine C. L’absorbance de la coloration est maximale a une longueur d’onde

de 760 nm.

» Mode opératoire
Ce test peut étre utilis¢é comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non

enzymatiques.

Afin de précipiter les protéines, 0,8 mL d’acide trichloroacétique a 10% ont été ajoutés
a 0,2 mL d'homogénat de tissu ou au plasma sanguin. Apres agitation vigoureuse et une
incubation de 5 minutes dans un bain de glace, les tubes ont été centrifugés a 3000 trs/min
pendant 5 minutes, ensuite 0,5 mL du surnageant ont été incubés en présence de 0,2 mL de
réactif de Folin Ciocalteu (IM) pendant 10 min a 37°C, apres cette durée la mesure de
I’absorbance, de la couleur bleue développée, a été réalisée a une longueur d'onde de 769 nm.
L'intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la teneur en vitamine C présente dans
I’échantillon. La concentration est exprimée en ug/mL et a été déterminée a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage obtenue grace a une solution mere d’acide ascorbique 100 ug/mL (La courbe de

la gamme d’étalonnage figure en annexe III).
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1.5.5.3 Oxydation des protéines (dosage des groupements Thiols)

» Principe

Lors de I’oxydation des protéines, les groupements SH sont oxydés et forment des ponts
disulfures S-S (Bulaj et al., 1998). En présence des groupements thiols de 1’échantillon, le pont
disulfure (S-S) contenu dans le réactif d’Ellman ou DTNB (5-5’ dithionitro benzoic acid) va
étre réduit et donner des dérivés thiols aromatiques [RNB (acide 5-thio (2-nitrobenzoique))]
colorés et possédant une absorbance entre 412 et 415 nm (Figure 28). La vitesse de la réaction
sera différente selon que le DTNB se trouve en présence de SH protéiques ou non protéiques.
Cette différence peut, dans certaines conditions de pH et de forme ionique, étre accentuée et

permettre ainsi la mesure des SH protéiques et celle des SH totaux (Ellman, 1959).
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Figure 28: Mécanisme réactionnel entre le DTNB et un groupement thiol (SH).

» Mode opératoire
750 uL de tampon phosphate (0,05 M) ont été ajoutés 250 uL du point de gamme
(préparée a partir d’une solution de N-Acétyl-Cystéine a 1 mM, ou d’échantillon, apres une
légere agitation 250 pL de réactif d’Ellman (4 %) ont été ajoutés, le mélange ainsi obtenu a été
vortexé et incubé pendant 15 min a température ambiante et a 1’abri de la lumiere. La lecture

des absorbances a été effectuée a A=412 nm.

1.5.5.4 Oxydation des lipides (le dosage des substances réagissant avec 1’acide
thiobarbiturique)

» Mode opératoire
Cette analyse a été réalisée sur plasma ou sur homogénat de tissus 800 pL d’un mélange
d’acide thiobarbiturique (TBA a 0,375 %) d’acide trichloracétique (TCA a 20 %), 2,6-di-tert-
butyl-4-méthylphénol (BHT a 0,01%) et chlorure d’hydrogéne (HCI a 1N) sont ajoutés a 200

uL d’échantillon. Aprés agitation de 2 min, le mélange est incubé au bain marie a 100°C
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pendant 15 minutes. Durant cette étape, les fonctions aldéhydiques du dialdéhyde malonique
(MDA) sont libérées par 1’hydrolyse acide a 100°C. Elles réagissent avec le TBA en formant
un complexe coloré en rose (MDA-TBA). Pour arréter la réaction, les tubes sont placés dans la
glace, le complexe ainsi formé est extrait par le butanol pendant 2 minutes.

Aprés centrifugation, la quantification du complexe est effectuée sur un
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 532 nm. La concentration en MDA plasmatique

ou tissulaire est calcul

I.5.6 Etude de la Stéatose Hépatique

Cette étude a pour but d’évaluer I’accumulation des lipides sous forme de triglycérides
au niveau hépatique en réponse a I’ingestion du régime hyper-gras. Les fragments du tissu
hépatique ont été lavés a NaCl (0,9%) pour éliminer 1’acide picrique, puis une déshydratation a
¢été obtenue par passage dans une série de bains d’alcool (éthanol) aux gradients ascendants :

70°, 96° et 100° avec une durée de 7h, 17h et 4h respectivement.

Les échantillons ont été ensuite clarifiés par passage dans deux bains de chloroforme (1¢
bain : 50 % chloroforme + 50 % alcool pendant 4h, 2°™ bain : chloroforme pur pendant 4h).
Cette clarification consiste en un remplacement du déshydratant par une substance miscible
avec la paraffine ce qui rend les échantillons plus transparents. Les spécimens ont été mis dans
des cassettes pour étre imprégnés a chaud par une paraffine de routine (dont le point de fusion
est de I’ordre de 54 a 56 °C), ensuite, la paraffine a été coulée au quart dans les moules en acier
inoxydable chauffés a 60°C et les fragments de tissus y ont été déposés. Apres solidification de
la paraffine, les blocs formés ont ét¢ congelés a - 20°C pour étre réduits en coupe
microscopiques d’épaisseur de 5 um grace a un microtome. Les coupes ont €té ensuite étalées
dans un bain marie d’histologie (a 50°C) puis collées sur des lames et séchées a température
ambiante jusqu’au moment de la coloration. La paraffine est hydrophobe tandis que les
colorants sont hydrophiles. C'est pourquoi la coloration des coupes comporte une étape de
déparaffinage et de réhydratation. Cette étape a été assurée par une succession de bains, d’abord
dans deux bains d’un solvant permettant 1’¢élimination de la paraffine (toluéne ou xylene) et ceci
durant 15 minutes a chaque bain puis une réhydratation par passage dans des bains d’alcools de
titre décroissant, de 100° jusqu’a 70° durant 5 minutes pour chaque bain. Apres cette
réhydratation, les coupes ont subi une coloration, le but est de renforcer le contraste et de rendre
plus évidents les différents constituants cellulaires et tissulaires. Au cours de cette coloration,

on a fait agir successivement un colorant nucléaire, 1’hématoxyline et un colorant
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cytoplasmique 1’¢éosine (la composition du colorant et leur préparation figure en annexe n° [X),

le processus de la coloration a suivi les étapes suivantes :

- Coloration avec I’hématoxyline de Harris pendant 25 minutes ;

- Ringage dans I’eau du robinet pendant 15 minutes ; réduction de la coloration du noyau
par trempage rapide (1-2 secondes) dans 1’acide chlorhydrique a 1% ;

- Lavage rapide a I’eau pour éliminer 1’exces d’acide ;

- Coloration a I’éosine pendant 15 minutes ;

- Lavage a I’eau pour €éliminer 1’exces de colorant ;

- Déshydratation dans 1’alcool a 70% pendant 10 minutes puis dans 1’alcool absolu
pendant 3 minutes ;

- Séchage des lames dans du papier buvard ;

- Clarification dans le xyléne pendant 15 minutes ;

Apres la coloration une goutte de résine de montage (Baume de Canada) a été déposée
sur la coupe, une lamelle a été appliquée de fagon a ce que la résine recouvre 1’ensemble de la
coupe. Lors de la manipulation, aucune bulle d’air ne doit s’insérer entre la lame et la lamelle.
La lecture a été réalisée a I’aide d’un microscope photonique tri-oculaire (Zeiss Primo Star)

couplé a une caméra de type AXIOCOMER C5S (Suvarna et al., 2018).

I.5.7 Recherche et dénombrement de quelques bactéries représentatives du microbiote
intestinal des rats Wistar sous les différents régimes expérimentaux

Au cours de cette étude nous avons recherché quelques bactéries impliquées dans le
développement 1’obésité induite par le régime hyper-gras, pour ce faire des analyses de routine
de la flore intestinale a été utilisées, ces dernieres se limitent aux germes cultivables. Elles sont
basées sur la recherche, I’identification et le comptage des germes au niveau fécal. Pour réaliser
ces analyses, 1g de fraiche a I’émission a été prélevée au début de 1’étude (prélevement a To)
et juste avant le sacrifice (prélévement a temps final Tr). Ces deux prélévements fécaux ont été
conservés dans 9 ml d’eau physiologique et dans des conditions stériles. Les principales
bactéries de la flore intestinale recherchées dans ces prélevements sont : Lactobacillus sp.,

Enterococcus sp., Escherichia coli.

1.5.7.1 Recherche et dénombrement d’Escherichia coli sur milieu Mac Conkey

Pour réaliser le dénombrement de cette bactérie,1 g de maticre fécale a été¢ dissoute dans
9 mL de I’eau physiologique a 0,9%. Cette solution a été homogénéisée a I’aide d’un vortex, et

laisser un bon moment pour précipiter. A partir de cette derniére, des dilutions décimales ont
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été préparées jusqu’a 10 ensuite pour chaque dilution, des étalements en surface ont été
réalisés sur la gélose de Mac Conkey (Parodonsia, Conda SA, Espagne). Les boites de Pétri
ainsi ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 24 h. Cette étape a été suivie par des
observations macroscopiques des colonies bactériennes basées sur I’étude des caracteéres
culturaux (aspect des colonies, couleur, taille, forme...). Un comptage, une identification
microscopique et biochimique, par le biais d’une galerie Api 20E, des colonies ont été réalisées
(Chang et al., 2012).
» Identification d’Escherichia coli par la galerie Api 20E (Biomerieux, France).

La galerie comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Au-dessous de
chaque tube, un signe indique la nature du test. Les microtubes sont ensemencés avec une
suspension bactérienne standardisée a 1’échelle de 0.5 Mc Farland. Les réactions produites au
cours de la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par
I’addition des réactifs. La galerie Api 20E permet d’effectuer les tests suivants : Ortho-
Nitrophenyl-B Galactosidase (ONPG), Activité Arginine Dihydrolase (ADH), Ornithine
Décarboxylase (ODC), Lysine Décarboxylase (LDC), Citrate de Simmons (CIT), production
d’hydrogene sulfuré par réduction de thiosulfate (H2S), synthése d’une uréase (URE), recherche
de la tryptophane désaminase (TDA), et du pouvoir indologene (IND), production de I’acétone
,vogue proskauer (VP), gélaténase(GEL), recherche des glucides : glucose (GLU) ,arabinose
(ARA) ,mannose (MAN), inositole (INO), Sorbitole (SOR), Rhamnose (RHA), saccharose
(SAC),mélioidose (MEL),amygdaline (AMY) ( voir Annexe VII)

1.5.7.2 Recherche et dénombrement des Enterococcus sp. sur milieu Bile Esculine Azide
« BEA »

Le dénombrement de cette bactérie s’effectue par étalement en surface sur la gélose de
BEA ensuite I’incubation a 37 °C pendant 24 h. L’identification a été réalisée par les tests

culturaux et microscopique.

1.5.7.3 Recherche et dénombrement de Lactobacillus sp. sur la gélose de Man Rogosa et
Sharpe « MRS »

La recherche de Lactobacillus consiste a ensemencer en profondeur la gélose de Man-
Rogosa-Sharpe (MRS) (Parodonsia, Conda SA, Espagne) a partir des dilutions décimales
préparées comme décrit précédemment. L’ensemencement en profondeur a été suivi d’une
incubation de 48 h et a 37°C (Liong et Shah, 2006). L’identification de ces bactéries a été

réalisée par les tests culturaux et microscopique.

80



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODE

1.5.7.4 Identification phénotypique des bactéries étudiées

L’identification bactérienne au cours de cette expérimentation a ¢été confirmée
physiologiquement et biochimiquement selon le manuel de Bergey de bactériologie

systématique, Procaryotes (Cullimore, 2000).
Caractéres morphologiques

- Examen macroscopique

La description des colonies obtenues sur milieu solide aprés incubation est effectuée a

l'aide d'observations macroscopiques (Taille, couleur, aspect, viscosité...).

- Examen microscopique

Il a été effectué sur un frottis bactérien préparé a partir des colonies en culture pure puis

fixé et coloré par la méthode de Gram (voir Annexe VI).

- Caracteres biochimiques

Les bactéries ont été identifiées par 1’étude des caractéres biochimiques. En effet, ces
derni¢éres sont capables d’effectuer une grande diversité de réactions biochimiques qui se
traduisent par la production d’enzymes (catalase) et par le type nutritionnel (fermentation ou

oxydation des sucres, ...).

> Test de catalase

- Principe

D'apres Larpent et Larpent-gourgaud, (1990), le test de catalase sert a démontrer si la
bactérie possede 1'enzyme de catalase servant a décomposer le peroxyde d'hydrogene (H20:)

en eau et en oxygene.

- Technique

Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie suspecte a été déposée
dans une goutte d’eau oxygénée sur une lame stérile. Le dégagement de bulles de gaz indique

la présence de la catalase (Hariri et al., 2009).

> Test oxydase

- Principe
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Ce test met en évidence la présence d'une cytochrome-oxydase qui oxyde le cytochrome
C réduit. Il consiste a mettre la capacité de la bactérie testée, a oxyder la forme réduite incolore
de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en leurs formes oxydées semi-quinoniques

rose-violacées (Delarras, 2014).

- Technique

Un disque d’oxydase a été imbibé par une goutte d’eau distillée stérile ensuite une partie
de colonie a été déposée sur le disque a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile. Une
coloration violette foncée apparait immédiatement sur le disque ou en quelque secondes (

Delarras, 2014).
» Test d’Ortho-Nitrophenyl-p Galactosidase (ONPG)
- Principe

L’ortho-Nitrophenyl-B-D galactosidase (ONPG) est un analogue structural du lactose. Ce
substrat synthétique incolore peut étre scindé en galactose et en orthonitrophénol en présence

d’une des enzymes appelées ONPG hydrolase ( Delarras, 2014).

- Technique

Deux a trois disques d’ONPG commerciales stériles ont été ajoutés a une suspension

bactérienne préparée dans I’eau physiologique stérile puis incubée a 37°C pendant 24h.
» Test Triple sugar Iron (TSI)
- Principe

Ce test est principalement utilis¢é pour la caractérisation biochimique des
Entérobactéries. Il permet de mettre en évidence en 24 h I’attaque du glucose et/ou saccharose

ainsi que la production d’hydrogene sulfuré et de gaz

- Technique

A partir des cultures pures, la pente du milieu a été ensemencée par des stries et le culot

par piqure a I’aide d’une anse stérile, ensuite ces tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 h.

» Milieu Mannitol
Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher

simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité bactérienne. Pour se faire, les souches

82



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODE

¢tudiées ont été¢ ensemencées dans le milieu par piqtlire centrale, et incubées a 30°C pendant 18
a 24h. Le virage au jaune du milieu indique la fermentation du mannitol et une diffusion dans

la gélose indique la mobilité des bactéries (Marchal et al., 1982).

» Test Urée-Indole
Le milieu Urée-Indole permet en 24h de réaliser deux tests biochimiques qui
interviennent dans ’identification des bactéries, il s’ agit du test uréase et indole. Ce test consiste

a ensemencer une colonie bactérienne a I’aide d’une anse en platine stérile dans le milieu urée-

indole, et I’incuber a 37C° pendant 24 h ( Delarras, 2014).

1.6  Analyse statistique

L’ensemble des résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + ES (Erreur
Standard). L’analyse statistique des données a été conduite en utilisant le logiciel STATISTICA
software (version 6.1, StatSoft, Tulsa, OK, USA). Pour I’étude in-Vitro les expériences ont été
répétées indépendamment 06 fois et la comparaison des moyennes a été effectuée via le test
ANOVA a un facteur et complétée par le test post-hoc Ducun. Dans le cas de 1’étude in-Vivo, la
comparaison des moyennes des sept groupes de rats a été réalisée via le test ANOVA & un
facteur, suivi du test post-hoc Tukey afin de classer et comparer les moyennes. Les différences
ont été considérées comme statistiquement significatives lorsque le p value est inferieur 0,05

dans I’ensemble des analyses statistiques. Les constations suivantes ont été retenues :

» Pour un P<0,05 la différence est significative (*)
» Pour un p<0,01 la différence est trés significative (**)

» Pour un p<0,001 la différence est hautement significative (***)
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Chapitre II: Résultats
II.1 Etude -I-In vitro : Evaluation des activités biologiques des plantes médicinales
II.1.1 Rendement d’extraction

Les rendements obtenus apres 1’extraction des composés phénoliques de C. zeylanicum
(cannelle), Z.officinale Roscoe (gingembre) et A. herba-alba Asso. (Armoise blanche), en
utilisant les trois solvants (méthanol, éthanol, eau) et dans les memes conditions experimenrales

sont représentés dans les figures ci-dissous. Ils sont exprimés en pourcentage massique.

1I.1.1.1 Rendement d’extraction de la cannelle

Les résultats des rendements d’extraction des composés phénoliques issus de la cannelle
en utilisant les trois solvants (méthanol, éthanol pur et eau) sont illustrés dans la figure29, ils
dévoilent que 1’extrait méthanolique de la cannelle (EMC) présente le rendement le plus élevé
évalué a 11,69 + 0,83 % par rapport a D’extrait éthanolique de la cannelle (EEC) avec un
pourcentage de 9,42 £+ 0,29 %, la différence constatée est significative. L’extraction aqueuse

(EAC) quant a elle dévoile le rendement le plus faible avec un pourcentage de 6,55 + 0,07 %.
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Figure 29: Rendement d’extraction des composés phénoliques de Cinnamomum zeylanicum
(Cannelle)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6).(*) Différence significative
EEC vs EMC et EAC ; (#) Différence significative EMC vs EAC ; EEC : extrait éthanolique de Cinnamomum
zeylanicum ; EMC : extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EAC : extrait aqueux de Cinnamomum
zeylanicum
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II.1.1.2 Rendement d’extraction du gingembre

Les résultats des rendements d’extraction des composés phénoliques du gingembre en
utilisant les mémes solvants précédemment cités, sont représentés dans la figure30. On constate
que I’extrait aqueux issu du gingembre enregistre le rendement le plus €élevé estimé a (15,30 +
0,40 %) en comparaison avec les rendements des extraits éthanolique (EEG) et méthanolique
(EMG), on note respectivement 5,73 + 0,33 % et 7,65 = 0,20 %, la différence remarquée est

hautement significative avec un p < 0,001.
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Figure 30: Rendement d’extraction des composés phénoliques de Zingiber officinale (Gingembre)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
EEGvs EMG et EAG ; (#) Différence significative EMG vs EAG ; EEG : extrait éthanolique de Zingiber officinale;
EMG : extrait méthanolique de Zingiber officinale ; EAG : extrait aqueux de Zingiber officinale

11.1.1.3 Rendement d’extraction d’armoise blanche

La figure 31 ci-dessous présente les rendements d’extraction des composés phénoliques
issus d’armoise blanche (Artemisia herba alba Asso). Le meilleur rendement obtenu a été
constaté avec I’extrait aqueux d’armoise blanche (EAA) a 1'égard de celui-ci est de 1’ordre
del2,14 + 0,20 %. Ce dernier est différent de maniére hautement significative (p<0,001) en
opposition aux deux autres extraits a savoir méthanolique et éthanolique (EMA, EEA) avec des

rendements de 6,75 £ 0, 36 % et 7,89 + 0,31 %, respectivement.
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Figure 31: Rendement d’extraction des composés phénoliques d’Artemisia herba alba Asso. (Armoise
blanche)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
EEA vs EMA et EAA ; (#) Différence significative EMA vs EAA ; EEA : extrait éthanolique d’Artemisia herba-
alba Asso ; EMA : extrait méthanolique d’Artemisia herba-alba Asso ; EAA : extrait aqueux d’Artemisia herba-
alba Asso.

En résumé et en comparant les différents extraits issus des trois plantes, C. zeylanicum
(cannelle) présente le rendement d’extraction le plus élevé en utilisant le méthanol et I’éthanol
comme solvant d’extraction. La différence enregistrée est hautement significative (P < 0,001)
en comparaison aux extractions méthanoliques et éthanoliques de Zingiber officinale
(Gingembre) et Artemisia herba-alba (Armoise blanche). Toutefois une meilleure extraction
aqueuse a été constatée en utilisant avec Z. officinale (EAG) avec une différence hautement
significative par rapport aux extraits aqueux d’A4. herba-alba (EAA) et de C. zeylanicum (EAC)
on note 15,30 £+ 0,4 % versus 12,14 £ 0,2 %, 6,55 + 0,07 % respectivement.

II.1.2 Quantification des composés phénoliques

L’analyse quantitative des composés phénoliques totaux (PT) et des flavonoides des
différents extraits issus de C. zeylanicum, Z. officinale et A. herba-alba Asso, en utilisant la
technique de macération avec des solvants différents (éthanol, méthanol absolu et 1’eau
distillée), a mener a des résultats tres différents. Les teneurs en composés phénoliques et en

flavonoides varient considérablement entre les trois plantes et d’un solvant a I’autre.
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I1.1.2.1 Dosage des polyphénols totaux et flavonoides de la cannelle

Les résultats de la quantification des polyphénols et flavonoides de la cannelle sont
illustrés dans la figure32. On constate que les deux extraits éthanolique et méthanolique issus
de la cannelle (EEC ; EMC) présentent des teneurs relativement similaires (855,89 + 4,14 et
825,30 £ 36,02 mg EAG/g de MS, respectivement), ces teneurs sont supérieures a celle
observée avec I’extrait aqueux (EAC)celui enregistre une teneur de 737,13 + 20,26 mg EAQ/ g
de MS. Cependant, des résultats de la quantification des flavonoides il en ressort que I’extrait
¢thanolique de la cannelle (EEC) donne une teneur en flavonoides supérieure a celle obtenue
avec les deux extraits méthanolique et aqueux (EMC et EAC) avec des quantités de 35,67 +
2.09 versus 13,40 £ 1,44 et 14,09 + 0,51mg EQ/g de MS respectivement, cette divergence est

hautement significative avec un P< 0,0001.
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Figure 32: Teneur en composés phénoliques totaux (A) et flavonoides (B)de Cinnamomum
zeylanicum (cannelle)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
EEC Vs EAC ; (#) Différence significative EMC Vs EAC ; EEC : extrait éthanolique de Cinnamomum zeylanicum ;
EMC : extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EAC : extrait aqueux de Cinnamomum zeylanicum

I1.1.2.2 Dosage des polyphénols totaux et flavonoides du gingembre

Les résultats de la quantification des polyphénols et des flavonoides concernant le
gingembre sont présentés dans la figure 33. De ces résultats, on constate que 1’extraction
éthanolique du gingembre (EEG) donne une meilleure teneur en polyphénols totaux d’ordre de

576,46 £ 6,02 mg EAQ/ g de MS celle-ci est hautement significativement supérieure a I’extrait
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méthanolique de gingembre (EMG) avec une teneur de 274,19 = 10,96 mg EAQ/ g de MS, et a
celle de I’extrait aqueux EAG on note de 119,45 + 1,18 mg EAQ/ g de MS. Néanmoins, nous
remarquons une différence hautement significative entre ’EMG vs ’EAG avec un P value de

0,0001.

Aussi, il apparait clairement dans la figure ci-dessous que la teneur en flavonoides la
plus ¢élevée est obtenue avec EMG soit une teneur de 57,26 + 1,55 mg EQ/ g de MS, cette
derniere est hautement significative par rapport ’EEG de 39,90 + 0,58 mg EQ/g de MS et de
I’EEA avec une teneur de 31,06 + 1,64 mg EQ/g de MS. Les différences constatées sont

hautement significatives.
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Figure 33: Teneur en composés phénoliques totaux (A) et flavonoides (B) de Zingiber officinale
(gingembre)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
EEG vs EMG et EAG ; (#) Différence significative EMG vs EAG ; EEG : extrait éthanolique de Zingiber officinale
; EMG : extrait méthanolique de Zingiber officinale ; EAG : extrait aqueux de Zingiber officinale

I1.1.2.3 Dosage des polyphénols et flavonoides totaux d’armoise blanche

Les résultats des teneurs en composés phénoliques prévenant de 1’armoise blanche tels
qu’illustrés dans la figure34, démontrent que 1’extrait méthanolique (EMA) enregistre grande
valeur la plus élevée, atteignant 154,06 + 1,70 mg EAG/g de MS. La méme tendance est
observée pour la teneur totale en flavonoides totaux avec une teneur enregistrée a 47,97 + 0,32
mg EQ/g de MS, les différences constatées entre ces teneurs et celles de 1’extrait éthanolique

absolu (EEA) et I’extrait aqueux ’EAA sont hautement significative (P < 0,001). En effet,
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I’EEA enregistre une quantit¢ en polyphénols en flavonoides de 1’ordre de 118,98 + 2,31 et
18,22 £ 0,31 mg EQ/g de MS, respectivement. En revanche, ’'EAA présente une teneur
relativement faible en polyphénol par rapport aux deux extraits alcooliques précédemment
mentionnés, on note une valeur de (52,44 £ 0,99 mg EAG/g de MS) et une quantité¢ de
flavonoides totaux de 31,86 + 0,80 mg EQ/g de MS. Ces variations de teneur sont hautement

significatives par rapport aux deux extraits précédemment cités avec un P <0,001.
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Figure 34: Teneur en composés phénoliques totaux(A) et flavonoides (B) de Artemisia herba alba
Asso (armoise blanc)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
EEA vs EMA et EAA ; (#) Différence significative EMA vs EAA ; EEA : extrait éthanolique d’Artemisia herba-
alba Asso ; EMA : extrait méthanolique d’Artemisia herba-alba Asso ; EAA : extrait aqueux d’Artemisia herba-
alba Asso.

Sur la base de I’ensemble des résultats mentionnés antérieurement nous pouvons
conclure que les extraits les plus riches en polyphénols totaux sont ceux issus de C. zeylanicum
en comparaison avec les deux autres plantes Z. officinale Roscoe et A. herba-alba Asso. En
effet, une différence hautement significative est observée entre les différents extraits
¢thanoliques, a savoir I’extrait éthanolique de cannelle (EEC) versus 1’extrait éthanolique du
gingembre (EEG) et de I’armoise blanche (EEA). Les valeurs du P sont dans 1’ordre 0,0001,
0,00008. De plus, les concentrations en polyphénols et en flavonoides de 1’extrait méthanolique
de la cannelle est significativement supérieur par rapport aux deux autres extraits méthanoliques

du gingembre et de I’armoise blanche avec un P de 0,0001 et 0,00008, respectivement.

D’autre part et d’apres les résultats de 1’analyse comparative des teneurs en polyphénols

et en flavonoides des trois solvants utilisés pour les trois plantes, il a été observé que I’éthanol
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est le solvant qui permet d’obtenir une meilleure extraction avec les teneurs les plus €élevées en
polyphénols et flavonoides. Une différence a été constaté entre I’EEC versus EMC et entre EEG
versus EMG avec des valeurs de P 0,0001 et 0,0001 dans I’ordre. Ceci indique que cette
différence est statistiquement hautement significative entre ces deux solvants. Par contre,
I’extraction aqueuse avec les trois plantes représente fréquemment la plus faible teneur en
polyphénols totaux. Aussi, les résultats de la quantification des flavonoides totaux montrent que
I’extraction méthanolique de gingembre (EMG) possede la teneur la plus élevée en flavonoides
totaux par rapport a I’extrait méthanolique de la cannelle (EMC) et de 1’armoise blanche
(EMA). En revanche, on remarque une différence hautement significative entre 1’extrait
méthanolique d’armoise blanche et de la cannelle avec des teneurs de 47,97 = 0,32 et 13,40
1,44 mg EQ/g de MS, respectivement. Une différence significative de la teneur en flavonoides
a signalé entre ’EEG et I’EEC avec un p de 0,03. Cependant, une différence hautement
significative a enregistré de I’EEA en comparaison avec I’EEC (P de 0,0001) et ’'EEG (P de
0,00008).

Relativement, 1’extraction aqueuse est hautement significativement (P < 0,001) donne
une faible teneur en flavonoides pour la cannelle en comparaison avec le gingembre et I’armoise
blanche. Toutefois, aucune différence significative n’a été constatée entre I’extrait aqueux du
gingembre (EAG) et d’armoise blanche (EAA) avec un P de 0,61. Cela suggere que ’utilisation
du solvant organique tel que 1’éthanol est plus efficace pour extraire les polyphénols et les

flavonoides des plantes utilisées dans cette étude que 1’extraction aqueuse.

I1.1.3 Evaluation des activités biologiques
I1.1.3.1 Evaluation des activités antioxydantes

I1 est bien établi que I'activité antioxydante des extraits de plantes est attribuable a leurs
composants polyphénoliques dotés de propriétés redox. Ces compos€s agissent en tant que
donneurs d'atomes d'hydrogeéne ou d'électrons ce qui leur permet ainsi de neutraliser les
radicaux libres, la désactivation de I'oxygene singulet et/ou la décomposition des peroxydes
(Stoilova et al., 2007). Ils ont la capacité de retarder ou d'inhiber 1'étape d'initiation ou
d'interrompre I'étape de propagation de la peroxydation lipidique, réduisant ainsi la formation
et ’accumulation des produits de décomposition et les dommages moléculaires oxydatifs au
niveau des cellules (Giilgin, 2011 ; Bellik et al., 2013). Dans de nombreuses études 1’activité

biologique elle-méme étroitement liées aux propriétés antioxydantes et souvent attribuées a la
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quantité et la qualité¢ des composés polyphénoliques présents dans le matériel végétal (Tohma

et al., 2017 ; Luca et al., 2020).

I1 a été constaté en se basant sur des recherches bibliographiques, que la caractérisation
du potentiel antioxydant d’une substance et/ou des extraits phénoliques ne peuvent pas se baser
et se limiter uniquement a une seule méthode et ce en raison de la complexité des processus
d’oxydation. Il est donc nécessaire de combiner plusieurs tests complémentaires. C’est pour
cette raison que la présente étude s’intéresse a quatre méthodes différentes d’évaluation du
potentiel antioxydant, a savoir :la mesure du pouvoir réducteur de fer (FRAP), la capacité de
piéger le radical libre DPPH", l'activité de scavenger de H>O» et 1’activité anti-péroxydation
lipidique (TBARS). Les différents tests ont ét¢ menés avec des standards, des antioxydants de
référence, (I’acide gallique, la quercétine et 1’acide ascorbique) ainsi que et les différents
extraits phénoliques issus des trois plantes étudiées : C. zeylanicum (cannelle), Z. officinale

(gingembre)et A. herba-alba Asso (armoise blanche).

I1.1.3.1.1 Pouvoir réducteur de fer (Ferric Reducing Antioxydant Power)
11.1.3.1.1.1 Pouvoir réducteur de fer des extraits de la cannelle

Les résultats concernant ’activité réductrice des extraits de cannelle, et des antioxydants
de références sont illustrés dans la figure35. On constate que le pouvoir réducteur d’EMC est
supérieur de maniere significative a celui enregistré avec EEC et EAC. On note des CEso de
I’ordre de 120,48 + 7,34, 130,99+ 16,71 et 275,82 + 37,21 ug/mL, respectivement. Néanmoins,
cette capacité réductrice du fer reste faible par rapport a celle des antioxydants standards
(I’acide gallique, quercétine et 1’acide ascorbique). Ces derniers enregistrent une capacité
réductrice ¢élevée de maniere hautement significative (p < 0,001) par rapport aux extraits. Un
classement basé sur le potentiel réducteur (du plus puissant vers le plus faible) a été établit
comme suit : Acide gallique (CEso= 25,24 + 1,19 ug/mlL) ; Quercétine (CEsp= 32,12 + 2,01
ug/mlL), I’acide ascorbique (CEso= 56,55 + 1,91 ug/mL), ’EMC (120,48 £+ 7,34 ug/mL), ’EEC
(130,99 £ 16,71 ug/mL) et 'EAC (275,82 + 37,21 ug/mlL).
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Figure 35: Pouvoir réducteur des extraits de Cinnamomum zeylanicum (A) et de 1’acide gallique, de la
quercétine et de 'acide ascorbique (B) exprimé en CEs

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
Ac gallique vs Quercétine et Ac ascorbique ; ($) Différence significative Quercétine vs Ac ascorbique ; (#)
Différence significative vs EEC et EMC ; (*) Différence significative EMC Vs EAC ; EEC : extrait éthanolique
de Cinnamomum zeylanicum ; EMC : extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EAC : extrait aqueux
de Cinnamomum zeylanicum

I1.1.3.1.1.2 Pouvoir réducteur de fer des extraits du gingembre

Le pouvoir réducteur de différents extraits phénoliques de Z. officinale (gingembre) :
extrait ¢éthanolique (EEG), extrait méthanolique (EMG), I’extrait aqueux (EAG) et les

antioxydants standards sont représentés dans la figure 36.

L’ensemble de ces résultats, indiquent que 1’extrait éthanolique (EEG) présente une
activité antioxydante, refletée par la capacité reductrice du fer, plus élevée et trés significative
en I’opposant aux extraits méthanolique (EMG) et aqueux (EAG) et ce avec des concentrations
inhibitrice de ’ordre de 134,75 £ 4,12 ug/mL ; 377,68 + 34,57 ug/mL ; 1324,09+ 162,10 ug/ml
respectivement. Néanmoins, ce pouvoir de réduction du fer est largement faible par rapport au
pouvoir réducteur des substances antioxydantes standards. Ceci est constaté par le biais de leurs
CEso citées précédemment. L’acide gallique présente un fort pouvoir réducteur
comparativement a nos extraits de gingembre et des autres antioxydants de références compte

tenu de sa faible CEso.
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Figure 36: Pouvoir réducteur des extraits de Zingiber officinale (A) et de ’acide gallique de la
quercétine et de 1'acide ascorbique(B)exprimé en CEso

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
Ac gallique vs Quercétine et Ac ascorbique ; ($) Différence significative Quercétine vs Ac ascorbique ; (#)
Différence significative EEG vs EMG ; () Différence significative EMG vs EAG ; EEG : extrait éthanolique de
Zingiber officinale ; EMG : extrait méthanolique de Zingiber officinale ; EAG : extrait aqueux de Zingiber
officinale

11.1.3.1.1.3 Pouvoir réducteur de fer des extraits d’armoise blanche

La mesure du pouvoir réducteur de trois extraits issus d’armoise blanche est illustrée ci-
dessous dans la figure 37. Ces résultats indiquent que les deux extraits méthanolique (EMA) et
¢thanolique (EEA) exercent une capacit¢ de réduction du fer identiques celles-ci sont
représentées par des CEso de 249,88 £+ 6,07 et 261,59 + 8,55 ug/mL, respectivement.
Néanmoins, I’extrait aqueux d’armoise blanche montre une activité antioxydante la plus faible
en ’opposant aux deux extraits (EMA et EEA) avec une CEso de 532,34 + 2,52 ug/mlL, la
différence constatée est hautement significative. Ces capacités restent toujours inférieures a
celles obtenues avec les antioxydants de référence 1’acide gallique, quercétine et acide

ascorbique avec des CEso de 25,24 + 1,19, 32,12 + 2,01 et 56,55 £+ 1,91 ug/mL, respectivement.
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Figure 37: Pouvoir réducteur des extraits d’Artemisia herba alba Asso. (A) et de I’acide gallique de la
quercétine et de I'acide ascorbique(B) exprimé en CEsg

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
Ac gallique vs Quercétine et Ac ascorbique ; ($) Différence significative Quercétine vs Ac ascorbique ; (#)
Différence significative EEA vs EMA et EAA ; (*) Différence significative EMA vs EAA ; EEA : extrait éthanolique
d’Artemisia herba-alba Asso ; EMA : extrait méthanolique d’Artemisia herba-alba Asso ; EAA : extrait aqueux
d’Artemisia herba-alba Asso.

D’aprés les résultats décrite ci-dessus, on conclure que la cannelle posséde un pouvoir
réducteur de fer le plus puissant par rapport les deux plantes médicinales a savoir : le gingembre
et ’armoise blanche sur les trois extraits ; sachant que ’extrait éthanolique de la cannelle
possede une capacité réductrice de fer identique a celle du gingembre sans aucune différence
significative. Néanmoins, une différence significative (p<0,01) est observée en comparant
I’EEC et EEA. Il va de méme pour ’EMC et ’EAC, ils possedent les plus faibles CEso ce qui
signifie une forte capacité de réduire le fer en comparaison avec I’extrait méthanolique et

aqueux du gingembre et de I’armoise blanche.

11.1.3.1.2 Evaluation de la capacité de piéger le radical libre DPPHe (2,2-diphenyl-
Ipicrylhydrazil)

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration,
on a établi les profils d’activité antiradicalaire présentés ci-dessous et exprimés sous forme de
Clso (ng/mL) on rappelle que la Clso représente la quantité de la substance nécessaire a
I’inhibition de la moiti¢ de la quantité initiale de radicaux présents en I’occurrence le DPPH-.

En effet, la Clso est inversement liée a la capacité antioxydante d'un composé, plus cette valeur
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est basse, plus l'activité antioxydante est grande. Ces valeurs ont été¢ déterminées graphiquement

par la régression exponentielle des extraits et des solutions standards.

11.1.3.1.2.1 Activité antiradicalaire des extraits de la cannelle

L’activité antioxydante des différents extraits de cannelle évaluée par le biais du
piégeage du radical libre DPPHe, a été¢ évaluée dans les mémes conditions que celles des
antioxydants standards (acide gallique, Quercétine et acide ascorbique). Ces résultats sont
exprimés en concentration inhibitrice a 50% (Clso). La figures 38 illustrent les différentes Clso
obtenues. On constate que le potentiel antiradicalaire d’EMC est supérieur de manicre
significative a celui enregistré avec EEC et EAC. On note des Clso de 1’ordre de 11,31 + 1,07
ug/mL versus 32,55 + 0,47 et 35,63 = 1,69 ug/mL, respectivement. L’activité antiradicalaire
des substances antioxydantes standards est supérieure a celle obtenu par les extraits de la
cannelle, avec des concentrations inhibitrices suivantes : 1,82 £ 0,17 ug/mL pour 1’acide

gallique, 5,03 + 0,66 ug/mL pour la quercétine et 5,34 + 0,18 ug/mL pour 1’acide ascorbique.
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Figure 38: Activité antiradicalaire du radical DPPHe* de différents extraits de Cinnamomum
zeylanicum(A), de I’acide gallique de la quercétine et de l'acide ascorbique (B) exprimer en Clso

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne = Erreur standard (n = 6). (*) Différence significative Ac
gallique vs Quercétine et Ac ascorbique ; (#) Différence significative EEC vs EMC ;(*) Différence significative
EMC vs EAC; EEC: extrait éthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EMC : extrait méthanolique de
Cinnamomum zeylanicum ; EAC : extrait aqueux de Cinnamomum zeylanicum
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I1.1.3.1.2.2 Activité antiradicalaire du gingembre

La figure 39 indique les résultats de piégeage du radicale DPPH" des extraits de Z.

officinale (gingembre) ainsi que les antioxydants standards exprimés en Clso. D’aprés les
résultats obtenus, I’ EMG représente I’extrait le plus actif avec une Clso de I’ordre de 29,60 +
1,60 ug/mL, les deux autres extraits, éthanolique et aqueux, montrent une activité
significativement inférieure a celle de ’EMG avec des concentrations évaluées a 49,64 + 1,31
ug/mL et a 96,49 £+ 0,76 ug/mL respectivement. Toutefois, ce pouvoir reste significtaivement
inferieur a celui constaté avec les antioxydants de référence (voir figure 39). Ces derniers
montrent une activité antiradicalaire puissante appréciée par des Clso de ’ordre de 1,82 + 0,17
ug/mL ; 5,03 = 0,66 ug/mlL et 5,34 £ 0,18 ug/mL pour Acide gallique, Quercetine et I’acide

ascorbique de maniére respective.
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Figure 39: Activité antiradicalaire du radical DPPHe* de différents extraits de Zingiber officinale (A),
de I’acide gallique, de la quercétine et de 'acide ascorbique (B) exprimer en Clsg

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) Différence significative
Ac gallique vs Quercétine et Ac ascorbique ; (#) Différence significative EEG vs EMG et EAG ; (%) Différence
significative EMG vs EAG ; EEG : extrait éthanolique de Zingiber officinale ; EMG : extrait méthanolique de
Zingiber officinale ; EAG : extrait aqueux de Zingiber officinale

11.1.3.1.2.3 Activité antiradicalaire d’armoise blanche

L’¢évaluation de I’activité antiradicalaire des extraits de I’armoise blanche est indiquée
dans la figure40. A la lumiére de ces résultats on constate que 1’extrait méthanolique (EMA)
représente I’activité la plus puissante par rapport les deux extraits éthanolique et aqueux (EEA

et EAA) et ce avec une Clso significativement faible (34,71 = 0,97 versus 53,29 + 1,89 et
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97,65 £+ 3,42 % ug/mL, respectivement). L’ activité de piégeage des extraits issus de cette
plante reste relativement faible comparablement avec les antioxydants de référence a savoir
I’acide gallique, quercétine et I’acide ascorbique, on note des Clso de I’ordre - 1,82 = 0,17 ;

5,03 £ 0,66 et 5,34 £+ 0,18 ug/mlL respectivement.
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Figure 40: Activité antiradicalaire du radical DPPHe de différents extraits d’ Artemisia herba alba
Asso. (A), de I’acide gallique de la quercétine et de I'acide ascorbique (B) exprimer en Clso

(Les valeurs sont exprimées en tant que moyenne £ SD avec n = 6). (*) Différence significative Ac gallique vs
Quercétine et Ac ascorbique ; (#) Différence significative EEA vs EMA et EAA ; () Différence significative EMA
vs EAA ; EEA : extrait éthanolique d’Artemisia herba-alba Asso ; EMA : extrait méthanolique d’Artemisia herba-
albaAsso ; EAA : extrait aqueux d’Artemisia herba-alba Asso.

L’activité antiradicalaire des plantes étudiées précédemment a savoir la cannelle le
gingembre et I’armoise blanche, indique que I’extrait méthanolique issu de ces dernieres
présente I’activité de piégeage du radicale libre DPPHe la plus puissante par rapport aux extraits
éthanolique et aqueux. Avec une différence hautement significative. Parmi les trois plantes, la
cannelle que ce soit ’EMC, I’EEC ou EAC, reste la plante la plus puissante en termes de
piégeage du radical DPPHe, le gingembre suit ensuite avec ses extraits (EMG, EEG et EAG).
Enfin, ’armoise blanche présente la capacité la plus faible a éliminer le radical DPPHe, que ce

soit avec ’EMA, I’EEA ou I’EAA.

I1.1.3.1.3 Capacité de neutralisation du péroxyde d’hydrogéne (H202)

Le peroxyde d'hydrogene H>O»> est une espece d'oxygene réactif non radicalaire qui
traverse facilement les membranes cellulaires par diffusion et peut réagir avec les métaux de

transition lorsqu’il se trouve dans les cellules en générant des radicaux hydroxyles (HO")(Abele-
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Oeschger et al., 1997 ; Da Rosa et al., 2008).A des concentrations ¢levées, ces radicaux
induisent la peroxydation des lipides et des protéines, affectant l'intégrité cellulaire (Abele-
Oeschger et al., 1997 ; Hao et al., 2016).C’est pour cette raison, I'exploration du comportement
de nos extraits en présence de I’H>0O> demeure d'un grand intérét. Les résultats de 1’effet
scavenger de ’H>Oszsontexprimés en pourcentage d’inhibition del’H>O»(Clso). Les valeurs de
la Clso ont été¢ déterminées graphiquement par la régression linéaraire des extraits et des

solutions standards.

I1.1.3.1.3.1 Capacité de neutralisation du péroxyde d’hydrogéne (H202) des extraits de la
cannelle

La figure 41 illustre la concentration d’inhibition du péroxyde d’hydrogene (H202) par
le biais de différents extraits de C. zeylanicum et les antioxydants de références. Les résultats
dévoilent que I’extrait EEC présente le potentiel neutralisant de H>O»> le plus puissant avec une
Clso de 21,87 £ 0,40 ug/mL ; cette activité présente une différence hautement significative par
rapport ’EMC et I’EAC,ces derniers donnentdes Clso de I"ordre de 32,40 + 0,93 ug/mL et
115,85 + 1,97 ug/mL, respectivement. Toutefois , la capacité neutralisatante de ces extraits
phénoliques issus de la cannelle resent significativement faible par rapport aux antioxydants
standards on note pour I’acide gallique enregistre une Clso de 3,7 + 0,03 ug/mL et 1’acide
ascorbique une Clso de 11,31 + 0,80 ug/mlL.
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Figure 41: Activité piégeante du peroxyde d'hydrogene (H,O») de différents extraits de Cinnamomum
zeylanicum (A), de I’acide gallique et de 'acide ascorbique(B)exprimer en Clsg

(Les valeurs sont exprimées en tant que moyenne = SD avec n = 6). (*) Différence significative Ac gallique vs Ac
ascorbique ; (#) Différence significative EEC vs EMC et EAC ; () Différence significative EMC vs EAC ; EEC :
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extrait éthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EMC : extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum ;
EAC : extrait aqueux de Cinnamomum zeylanicum

I1.1.3.1.3.2 Capacité de Neutralisation du péroxyde d’hydrogéne (H202) du gingembre

La figure suivante représente les concentrations inhibitrices 50 (Clso) du péroxyde
d’hydrogene pour les différents extraits de gingembre ainsi que les antioxydants standards
(acide gallique et I’acide ascorbique). Elle indique que ’EEG posséde une activité de
neutralisation trés puissante vis-a-vis du H>O»> celle-ci est supérieure de manicére hautement
significative a celle observée avec ’EMG et ’EAG. Les valeurs des Clso sont respectivement :
63,18 £+ 7,96 versus 82,87 + 4,93 et 169,68 + 8,84 ug/mL dans I’ordre. Il conveint de noter que
I’ensembles de ces valeurs restent significativement faible en comparaison aveccellesdes
antioxydants de références , a savoirl’acide gallique et I’acide ascorbique des Clso sont de 3,7

+ 0,03 et 11,31 = 0,80 pg/mL, respectivement.
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Figure 42: Activité de piégeante du peroxyde d'hydrogene (H20>) de différents extraits de Zingiber
officinale (A), de I’acide gallique et de l'acide ascorbique (B)exprimée en Clso

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne * erreur standard avec n=6. (*) Différence significative
Ac gallique vs Ac ascorbique ; (#) Différence significative EEG vs EMG et EAG ; (%) Différence significative EMG
vs EAG ; EEG : extrait éthanolique de Zingiber officinale ; EMG : extrait méthanolique de Zingiber officinale ;
EAG : extrait aqueux de Zingiber officinale
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I1.1.3.1.3.3 Capacité de Neutralisation du péroxyde d’hydrogéne (H202) des extraits
d’armoise blanche

Les résultats de 1’activité de neutralisation du H>O» par les différents extraits issus
d’Artemisia herba-alba Asso sont représentés dans la figure 43. On constate que |’extrait
¢thanolique (EEA) dévoile une forte capacité de neutraliser le H>O2 avec une Clso évaluée a
96,54 £ 1,65 ug/mL ce qui différe de mani¢re hautement singificative de 1’extrait méthanolique
(EMA) qui possede une Clso de 128,41 = 1,40 ug/mL. Tandis que, I’extrait aqueux (EAA) se
caraterise par une faible activité de neutralisation du H>O>, la Clsoobservée avec cet extrait est
de 187,08 + 7,95 ng/mL, ce dernierprésente une différence hautement significative par rapport
aux deux extraits EEA et EMA. De plus, I’efficacité des extraits issus de 1’armoise blanche est
significativement inferieure aux standards qui affichent des Clso de ’ordre de: 3,7 + 0,03

ug/mL et 11,31 = 0,80 ug/mL respectivement pour 1’acide gallique et 1’acide ascorbique.
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Figure 43: Activité de piégeante du peroxyde d'hydrogéne (H.O») de différents extraits d’Artemisia
herba alba Asso. (A), de ’acide gallique et de 1'acide ascorbique (B) exprimer en Clso

(Les valeurs sont exprimées en tant que moyenne £ SD avec n = 6). (*) Différence significative Ac gallique vs Ac
ascorbique ; (#) Différence significative EEA vs EMA et EAA, (*) Différence significative EMA vs EAA ; EEA :
extrait éthanolique d’Artemisia herba-alba Asso; EMA : extrait méthanolique d’Artemisia herba-albaAsso ;
EAA : extrait aqueux d’Artemisia herba-alba Asso.

Il apparait clairement d’aprés nos résultats que 1’extraction alcoolique en utilisant
¢thanol comme solvant possede une activité de neutralisation du H»>O: la plus puissante en
comparaison avec les deux extraits méthanolique et aqueux cette constatation s’applique aux
trois plantes étudiées (cannelle, gingembre et armoise blanche). Les trois extraits issus de la

cannelle (EEC, EMC et EAC) présentent 1’activité la plus forte suivie par les extraits du
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gingembre qui présente une activit¢ de neutralisationduH>Ozapproximativement moyenne,

L’armoise blanche quant a elle indique la plus faible activité de neutralisation du H>O».

11.1.3.1.4 Propriété protectrice des extraits polyphénoliques contre la peroxydation
lipidique tissulaire

I1.1.3.1.4.1 Activité anti-peroxydation lipidique des extraits de la cannelle

La figure44 illustre 1’effet protecteur de trois extraits phénoliques de Cinnamomum
zeylanicum et les antioxydants de référence (acide gallique et acide ascorbique), contre la
peroxydation lipidique. Celle-ci est évaluée par le biais du taux des MDA et le pourcentage
d’inhibition de la peroxydation lipidique. Les résultats montrent une augmentation hautement
significative (P= 0,00002) de la teneur des MDA avec le stress (témoin positif) une teneur de
136,76 + 1,85 umol/g de tissus en comparaison avec le taux des MDA™ sans stress (témoin

négatif) un taux de 36,53 + 0,89 umol/g de tissus.
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Figure 44: Effet protecteur des extraits de Cinnamomum zeylanicum et les antioxydants de référence
contre la peroxydation lipidique exprimés en MDA pmol/g de tissus

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) AcG vs EEC, EMC et
EAC (#) AcA vs EEC, EMC et EMC (¢) EEC vs EMC et EAC (8) EMC vs EAC ; EEC : extrait éthanolique de
Cinnamomum zeylanicum ; EMC : extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EAC : extrait aqueux de
Cinnamomum zeylanicum ; AcG : acide gallique ; AcA : acide ascorbique ; MDA : témoin négatif (sans stress) ;
MDA* : témoin positif (avec stress)

En revanche, une meilleure protection contre la peroxydation lipidique a été constatée
avec les substances antioxydantes de références (I’acide gallique et I’acide ascorbique), on note

une teneur des MDA d’ordre de 37,05 + 0,46 et de 42,48 + 0,64 umol /g de tissus
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respectivement, ces teneurs proches a celle obtenue avec le témoin négatif (sans stress), donc
’utilisation des antioxydants de références comme un agent protecteur et inhibiteur de
I’oxydation des lipides donne une réduction des produits finaux de la peroxydation (MDA) vers
les 72,97 £ 0,36 % pour I’acide gallique et de 69,01 + 0,47 % pour ’acide ascorbique voir
Tableau 8.

Cependant, notre investigation fait apparaitre le potentiel inhibiteur des extraits
phénoliques de C. zeylanicum qui ont enregistré une diminution hautement significative des
teneurs de produits finaux de la peroxydation lipidique (P<0,001) par rapport le témoin positif
(avec le stress), on note une teneur faible des MDA dans le groupe protégé avec 1’extrait
¢thanolique (EEC) de 51,46 = 2,76 umol/g de tissus par rapport I’extrait méthanolique (EMC)
qui enregistre un taux de 57,68 + 2,76 umol/g de tissus (P = 0,03). Néanmoins, le potentiel
protecteur de I’extrait aqueux (EAC) est hautement significativement faible en comparaison
avec les deux extraits précédemment cités on trouve une quantité des MDA de 79,27 + 3,66
umol/g de tissus (Figure 44). Toutefois, nos extraits exercent une protection importante vis-a-
vis I’oxydation des lipidique avec une réduction d’ordre de 62,43 = 2,05%, 57,82 £ 1,20% et
42,03 £+ 2,68 % pour ’EEC, EMC et EAC, respectivement (Tableau 8).

Tableau 8: Activité anti-péroxydation lipidique exprimée en pourcentage d’inhibition (PI %) de
différents extraits phénoliques de Cinnamomum zeylanicum et les antioxydants de références

Substances testés Pourcentage d’inhibition des MDA (%)
Acide gallique 72,90 £ 0,36
Acide ascorbique 68,93 +£ 0,51
EMC 57,82 +1,20%°
EEC 62,43 +£2,05%b¢
EAC 42,03 £2,68% b d-¢

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne=x erreur standard avec (n=6) avec les lettres différentes (a, b,
¢, d, e) indiquent des différences significatives (p<0,05) ; EEC : extrait éthanolique de Cinnamomum zeylanicum
s EMC : extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EAC : extrait aqueux de Cinnamomum zeylanicum

I1.1.3.1.4.2 Activité anti-peroxydation lipidique du gingembre

La figure ci-dessous (n°45) représente I’activité protectrice des extraits de gingembre et

les antioxydants standards contre la peroxydation des lipides, exprimée par la teneur des MDA.
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Figure 45: Effet protecteur des extraits de Zingiber officinale et les antioxydants de références contre
la peroxydation lipidique exprimés en MDA umol/g de tissus.

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) AcG vs EEG, EMG et
EAG ; (#) AcAvs EEG, EMG et EMG ; (*) EEG vs EAG ; (8) EMG vs EAG ; EEG : extrait éthanolique de Zingiber
officinale ; EMG : extrait méthanolique de Zingiber officinale ; EAG : extrait aqueux de Zingiber officinale ;
AcG : acide gallique ; AcA : acide ascorbique ; MDA : témoin négatif (sans stress) ; MDA™ : témoin positif (avec
stress)

Les résultats d’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits phénoliques de Z. officinale
contre la peroxydation lipidique induite par les dommages oxydatifs (Figure 45), indiquent une
diminution hautement significative par rapport le groupe trait¢ MDA™ avec du stress (témoin
positif), on trouve des quantités faibles des produits finaux d’oxydation lipidiques (MDA) avec
les extraits éthanolique et méthanolique de gingembre de 62,72 + 4,34 et 63,02 = 3,24 umol/g
de tissus, respectivement versus le témoin MDA" de 136,76 + 1,58 umol/g de tissus ; cependant
cette diminution de quantité des MDA associée a une inhibition de la peroxydation avec un
pourcentage de 56,08 + 2,82 % pour 'EEG et de 53,91 + 2,36 % pour 'EMG (Tableau 9).
Néanmoins, 1’effet inhibiteur de D’extrait aqueux de gingembre (EAG) est hautement
significativement faible par rapport aux celles obtenus avec les extraits éthanolique et
méthanolique (P de 0,00006 et 0,0001) on note une teneur des MDA ¢était de 82,79 & 2,30umol/g
de tissus et une inhibition de 39,68 + 1,46 %.

Toutefois, les trois extraits de Z. officinale exercent un potentiel protecteur et inhibiteur
de la peroxydation lipidique faible avec une différence hautement significative (P < 0,001) par
rapport aux effets des antioxydants standards 1’acide gallique et 1’acide ascorbique avec une

inhibition de 72,97 + 0,36 % pour I’acide gallique et de 69,01 + 0,47 % pour 1’acide ascorbique,
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respectivement par rapport aux extraits: une inhibition de 56,08 + 2,82 % pour I’EEG, de 53,91
+ 2,36 % pour TEMG et de 39,68 + 1,46 % pour I’extrait aqueux(Tableau 9).

Tableau 9: Activité anti-peroxydation lipidique exprimée en pourcentage d’inhibition (PI %) de
différents extraits phénoliques de Zingiber officinale et les antioxydants de références

Substances testés Pourcentage d’inhibition des MDA (%)
Acide gallique 72,90 = 0,36
Acide ascorbique 68,93 £0,51
EMG 53,91 +£2,36>°
EEG 56,08 +2,82%°
EAG 39,68 + 1,46 ¢

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne=x erreur standard avec (n=6) avec les lettres différentes (a,
b, ¢, e) indiquent des différences significatives (p<0,05) ; EEG : extrait éthanolique de Zingiber officinale ;
EMG : extrait méthanolique de Zingiber officinale ; EAG : extrait aqueux de Zingiber officinale

I1.1.3.1.4.3 Activité anti-peroxydation lipidique d’armoise blanche

Les résultats d’activité protectrice des extraits d’A4. herba-alba contre la peroxydation

lipidique, illustrés dans la figure 46 exprimés en teneur des MDA.
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Figure 46: Effet protecteur des extraits d’Artemisia herba alba Asso.et les antioxydants de références
contre la peroxydation lipidique exprimés en MDA pumol/g de tissus.

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6). (*) AcG vs EEA, EMA et
FEAA ; (#) AcA vs EEA, EMA et EAA ; (*) EEA vs EMA et EAA ; ($) EMA vs EAA ; EEA . extrait éthanolique
d’Artemisia herba-alba ; EMA : extrait méthanolique d’Artemisia herba-alba ; EAA : extrait aqueux de
d’Artemisia herba-alba ; AcG : acide gallique ; AcA : acide ascorbique ; MDA : témoin négatif (sans stress) ;
MDA™ : témoin positif (avec stress).
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Les résultats ont montré qu’approximativement tous les échantillons testés d’A. herba-
alba, ont hautement significativement (P<0,001) exercent une activité inhibitrice contre la
peroxydation des lipides induite par le FeCls et H>O,. La figure ci-dessus montre une meilleure
efficacité d’extrait méthanolique d’A4. herba-alba (EMA) qui diminue le taux des MDA vers les
66,97 + 3,61 umol/g de tissus, cette efficacité qui engendre une inhibition de la peroxydation
lipidique de 51,02 + 2,64 % par rapport le témoin positif MDA™ (avec du stress) un taux de
136,76 = 1,85 umol/g de tissus avec une différence hautement significative (P= 0,00005).
Cependant, une faible protection a été observée en tenant ’extrait éthanolique (EEA) avec une
teneur de 76,19 + 3,02 umol/ g de tissus ct 1’extrait aqueux (EAA) qui donne une quantité des
MDA de 81,79 £ 2,30 umol/g de tissus, le pourcentage d’inhibition de ces deux extraits était
de 47,14 + 3,20 % et 40,19 £ 1,68 %, respectivement.

Cependant, les trois extraits de A. herba alba Asso. exercent un potentiel protecteur et
inhibiteur de la peroxydation lipidique faible avec une différence hautement significative (P <
0,001) par rapport aux effets des antioxydants standards 1’acide gallique et I’acide ascorbique
avec une inhibition de 72,97 + 0,36 % pour ’acide gallique et de 69,01 = 0,47 % pour 1’acide

ascorbique, respectivement tableau ci-dessus.

Tableau 10: Activité anti-peroxydation lipidique exprimée en pourcentage d’inhibition (PI %) de
différents extraits phénoliques de Artemisia herba alba Asso et les antioxydants de références

Substances testés Pourcentage d’inhibition des MDA (%)
Acide gallique 72,90 £ 0,36
Acide ascorbique 68,93 £0,51
EMA 51,02 + 2,64%°
EEA 47,14 +3,20%°
EAA 40,19 + 1,68% > ¢

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne=x erreur standard avec (n=6) avec les lettres différentes (a,
b, ¢, d, e) indiquent des différences significatives (p<0,05) ; EEA : extrait éthanolique d’Artemisia herba-alba
Asso ; EMA : extrait méthanolique d’Artemisia herba-albaAsso ; EAA : extrait aqueux d’Artemisia herba-alba
Asso.

De méme, d’apres la présentation des résultats évoqués précédemment nous avant
confirmé que I’activité antioxydante de la cannelle puissante par rapport aux deux plantes
gingembre et armoise blanche et ceux indiqués par une meilleure protection de la péroxydation
lipidique avec les trois extraits (EEC, EMC et EAC), le gingembre signale une bonne protection

vis-a-vis 1’oxydation lipidique mais reste significativement faible en comparaison avec la
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cannelle. Toutefois, ’armoise blanche représente la plus faible activité¢ anti-péroxydation

lipidique de trois extraits en comparaison avec la cannelle et le gingembre.

11.1.3.2 Evaluation de ’activité antibactérienne

Nous avons étudié in vitro 1’effet antimicrobien des extraits phénoliques de trois plantes
médicinales par deux méthodes : Celle de diffusion des disques et celle d’incorporation en

milieu solide Muller-Hinton (MH).

11.1.3.2.1 Evaluation de P’activité antibactérienne de la cannelle

a. Mise en évidence de I’activité antibactérienne par diffusion sur gélose
Les résultats du test de la sensibilité bactérienne aux extraits phénoliques (éthanol,
méthanol et aqueux) de C. zeylanicum sont regroupés dans le Tableau 11. La solubilisation de
I’ensemble des extraits pour la préparation des différentes concentrations a été réalisée dans le
DMSO a 10 %, un test antibactérien de ce solvant contre les germes a été réalisé pour assurer
qu’il n’a aucun effet antibactérien.

Ces résultats indiquent que les trois extraits exercent un effet inhibiteur sur la croissance
de I’ensemble des souches étudiées : E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, et B. cereus. Les
diamétres des zones d’inhibition sont situés entre 7,70 + 0,54 et 18,06 £ 1,07 mm pour EEC,
entre 7,30+ 0,33 et 15,14 = 0,78 mm pour ’EMC et entre 6,67 £+ 0,09 et 13,76 + 0,28 mm pour
I’EAC de ce fait c’est I’extrait qui exerce [’activité antibactérienne la plus faible en
comparaison les deux extraits (éthanolique et méthanolique).

L’effet inhibiteur observé est reflét¢ par la diminution des diamétres des zones
d’inhibition qui en corrélation avec la concentration de 1’extrait appliqué (EEC ou EMC ou
EAC). Parallelement, des disques d’antibiotique de la Tétracycline (30ug/disque), de
I’ Amikacine (30 pg/disque) et Erythromycine (15 pg/disque) ont été utilisés pour étudier le
comportement de ces souches bactériennes vis-a-vis ces antibiotiques. Les résultats obtenus
dévoilent que I’ Amikacine exerce un effet inhibiteur sur I’ensemble des souches, les diametres
des zones d’inhibition sont situés entre 21,10 + 0,41 et 26,45 + 0,20 mm. 11 va de méme pour
la Tétracycline, celui-ci inhibe toutes les cultures bactériennes des souches testées, les
diametres obtenus sont compris entre 10,91 = 0,47 et 16,5 = 0,31 mm. Sachant que
Erythromycine celui-ci inhibe seulement E. coli et S. aureus avec des diameétres des zones
d’inhibition de 15,07 + 0,61 et 21,11 = 0,49 mm, respectivement. Cependant, n’exerce aucune

inhibition contre P. aeruginosa et B. cereus.
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Tableau 11: Diamétres des zones d’inhibition en (mm) de trois extraits de Cinnamomum zeylanicum
(mg/ml) vis-a-vis des souches bactériennes étudiées.

Diameétre des zones d'inhibition (mm)

Extraits Bactéries

EMC (mg/ml) E. coli P. aeruginosa B. cereus S. aureus

250 12,95 £ 0,33 13,18 £ 0,56 15,14 £0,78 14,75+ 0,14

125 11,18+ 0,18 10,82 + 0,52 11,67 £ 0,54 11,55+ 0,30

62,5 9,82 +0,28 9,34 +0,22 8,40+ 0,23 9,22 +0,26

31,25 7,30 £ 0,33 7,56 +£0,31 7,38 +0,15 7,44 + 0,30

EEC (mg/ml)

250 14,32+ 0,41° 14,86 + 0,46° 18,06 + 1,07° 15,77 £ 0,39®
125 11,90+ 0,192 11,66 + 0,42 13,90 + 0,36 13,45+ 0,17°
62,5 10,38 £ 0,32 9,96 + 0,25 11,62 + 0,442 12,02 £ 0,19¢

31,25 7,70 £ 0,54 8,27 +£0,28? 8,83+0,512 8,37+0,57

EAC (mg/ml)

250 10,51 + 0,24° 9,61 +£0,22° 13,76 £ 0,28 13,40+ 0,15°

125 9,08 £0,31°¢ 8,56 +0,13° 9,72 +£0,27° 9,84 £0,26°

62,5 7,68 £0,21°¢ 7,74 £0,18°¢ 7,83 £0,25 8,14+0,13°

31,25 7,04 £ 0,59 6,67 +0,09? 6,73 £0,09 7,34 +0,07

Antibiotiques (ug/disque)

Tetracycline(30ug/disque) 15,30 + 0,45 11,08 + 0,47 10,91 + 0,47 16,45+ 0,31
Amikacine (30ug/disque) 24,07 £ 0,45 21,27 +0,21 21,10+ 0,41 26,95+ 0,20
Erythromycine (15 ug/disque) 15,07+ 0,61 - - 21,11 £0,49

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyennex Erreur standard de six essais indépendants (n= 6) ; Les
moyennes portant des lettres différentes (a, b, ¢) indiquent des différences significatives (p<0,05) par rapport
I’EMC ; EMC : Extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EEC : Extrait éthanolique de Cinnamomum

zeylanicum ; EAC : Extrait aqueux de Cinnamomum zeylanicum.

b. Concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB)

Les résultats d’estimation des CMI et CMB par la méthode d’incorporation sont
indiqués dans le Tableau 12. Ces résultats montrent que les trois extraits de C. zeylanicum
possedent des activités antibactériennes différentes. L’effet le plus puissant d’EEC a été observé
contre B. cereus et S. aureus avec des CMI de 2 et 3 mg/mL, respectivement suivie par E. coli
et P. aeruginosa avec une CMI de 4 mg/mL, des CMB identiques ont été enregistrées avec cet
extrait sont de 12 mg/mL pour B. cereus et E. coli, de 15 mg/mL pour P. aeruginosa et une

faible CMB a été obtenue contre S. aureus ¢était de 10 mg/ mL.
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Cependant, I’ensemble des souches sont tres sensible vis-a-vis 1’extrait méthanolique de
la cannelle (EMC) avec des CMI de 5 ef 6 mg/mL, et des CMB d’ordre de 16 mg/ mL pour B.
cereus et S. aureus et de 18 et 20 mg/ mL pour E. coli et P. aeruginosa, respectivement. Par
contre, I’extrait aqueux (EAC) exerce une activité antibactérienne trés faible en comparaison
avec les deux extraits précédemment cités, des CMI ¢élevées sont entre 40 et 56 mg/mL pour
I’ensemble des souches. Parallelement, des CMB sont les mémes valeurs des CMI pour S.

aureus et B. cereus, alors que pour E. coli et P. aeruginosa ont été non déterminées.

Tableau 12: Concentrations minimales inhibitrice et bactéricide des extraits de Cinnamomum
zeylanicum vis-a-vis des souches bactériennes testées.

EEC EMC EAC
Souches (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
E. coli 4 12 5 18 48 Nd
P. aeruginosa 4 15 6 20 56 Nd
B. cereus 2 12 6 16 44 44
S. aureus 3 10 5 16 40 40

EEC : extrait éthanolique de Cinnamomum zeylanicum ; EMC : extrait méthanolique de Cinnamomum
zeylanicum ; EAC : extrait aqueux de Cinnamomum zeylanicum

I1.1.3.2.2 Evaluation de ’activité antibactérienne du gingembre

a. Mise en évidence de I’activité antibactérienne par diffusion sur gélose

Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne des extraits de Z. officinale montrent
un effet inhibiteur des extraits qui réagissent de manicres positive et distincte sur la croissance
de toutes les souches bactériennes testés (E. coli, P. aeruginosa, B. cereus, S. aureus), comme
I’indique le Tableau 13. L’effet des composés phénoliques des deux plantes différe d’une souche
a une autre et d’un extrait a un autre. On remarque que le taux d’inhibition augmente avec
I’augmentation des concentrations des extraits méthanolique de Z. officinale (effet dose-
dépendant). Les diamétres de zone d’inhibition sont situés entre 7,90 + 0,58 et 17,62 + 0,76 mm
pour I’EEG, entre 7,17 + 0,26 et 17,14 = 0,003 mm pour I’EMG, ces deux extraits exercent des
effets inhibiteurs similaires, cependant ’EAG enregistre des diametres des zones d’inhibition
inférieur a celui trouver avec ’EEG et ’EMG qui sont situés entre 6,80 + 0,17 et 15,26 + 0,79

mm.
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Tableau 13: Diamétre des zones d’inhibition en (mm) des extraits de Zingiber officinale (mg/ml) vis-
a-vis des souches bactériennes ¢étudiées

Diamétre des Zones d’inhibition (mm)

Extraits Bactéries

EMG (mg/ml) E. coli P. aeruginosa B. cereus S. aureus

250 11,04 £0,28 12,65 £ 0,29 17,14 £ 0,003 12,65+ 0,41

125 9,14+ 0,24 10,72 £ 0,19 13,23+ 0,04 10,03 £ 0,23

62,5 8,01 £0,28 8,45 +0,24 9,98 £0,29 8,53 +0,41

31,25 7,17+0,26 7,53 £0,33 7,91 +0,38 7,73 £ 0,46

EEG (mg/mi)

250 13,09 + 0,009¢ 14,48 + 0,35° 17,07 £ 0,82 17,62 +0,76°
125 12,04 £ 0,14¢ 11,80+ 0,13° 13,28+ 0,07 14,01 £ 0,62°¢
62,5 9,93+ 0,33 10,34+ 0,12¢ 12,58 £0,13¢ 10,63 + 0,28°¢

31,25 7,90+ 0,58 818+0,22 9,56 £ 0,55 9,18 £0,26%

EAG (mg/mi)

250 10,29 £ 0,222 11,94 £ 0,35 13,14 + 0,44° 15,26 +£0,79°
125 8,89+ 0,15 10,78 + 0,34 11,41 +0,37° 11,56 +£0,38*

62,5 7,89 + 0,08 8,90+0,19 10,08 £ 0,36 9,14 +£0,24

31,25 6,80 + 0,17 7,58+ 0,20 8,58 £ 0,34 8,23+0,23

Antibiotiques(ug/disque)

Tetracycline(30ug/disque) 15,30 + 0,45 11,08 + 0,47 10,91 + 0,47 16,45+ 0,31
Amikacine (30ug/disque) 24,07 £ 0,45 21,27 0,21 21,10 0,41 26,95 + 0,20
Erythromycine (15 ug/disque) 15,07 +£0,61 - - 21,11+ 0,49

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyennex Erreur standard de six essais indépendants (n= 6) ; Les
moyennes portant des lettres différentes (a, b, c) indiquent des différences significatives (p<0,05) par rapport
I’EMG ; EMG : Extrait méthanolique de Zingiber officinale Roscoe ; EEG : Extrait méthanolique de Zingiber
officinale Roscoe ; EAG : Extrait aqueux de Zingiber officinale Roscoe.

b. Concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB)

En termes des CMI et CMB par la méthode d’incorporation en milieu solide Muller
Hinton sont représenter dans le Tableau 14, les extraits phénoliques de Zingiber officinale
(gingembre) entrainent des spectres de sensibilité bactérienne différents. L'effet inhibiteur le
plus puissant d’EEG a été observé contre S. aureus avec une CMI et CMB de 4 ef 12 mg/mL,
respectivement ; suivie par B. cereus avec une CMI de 11 mg/mL et une CMB de 18 mg/mL ;
les bactéries a Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa) sont plus résistantes que les bactéries a

Gram positif (B. cereus et S. aureus), on a enregistré des valeurs de CMI et CMB sont semblable
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comme suite une CMI de 12mg/mL pour E. coli et P. aeruginosa et des CMB d’ordre de 20 et

22 mg/mL pour E. coli et P. aeruginosa, respectivement.

Tableau 14: Concentrations minimales inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) des extraits de Zingiber
officinale vis-a-vis des souches bactériennes testées

EEG EMG EAG
Souches (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
E. coli 10 20 12 20 100 Nd
P. aeruginosa 11 22 12 22 120 Nd
B. cereus 7 12 11 18 100 Nd
S. aureus 4 12 8 16 90 Nd

EEG : extrait éthanolique de Zingiber officinale Roscoe ; EMG : extrait méthanolique de Zingiber officinale

Roscoe ; EAG : extrait aqueux de Zingiber officinale

11.1.3.2.3 Evaluation de P’activité antibactérienne d’armoise blanche

a. Mise en évidence de I’activité antibactérienne par diffusion sur gélose

Les résultats du test concernant la sensibilité antibactérienne aux extraits phénoliques
(méthanol, éthanol et aqueux) d’A4. herba alba Asso sont regroupés dans (Tableau 15). L’activité
antimicrobienne observée apres traitement des souches par les extraits phénoliques différe
d’une souche a une autre et d’un extrait a un autre. En effet, les extraits réagissent de maniere
positive et distincte sur les quatre souches bactériennes. L’effet inhibiteur observé est dose-
dépendant (Tableau 15) montre clairement la diminution du diamétre des zones d’inhibition
correspondant a une diminution de la concentration de D’extrait appliqué (éthanolique,
méthanolique ou aqueux), et ce pour toutes les souches. Le résultat obtenu a mis en évidence
que les extraits éthanolique et méthanolique ont un effet inhibiteur supérieur par rapport a
I’extrait aqueux sur la croissance de toutes les bactéries testées (E. coli, P. aeruginosa, B. cereus,
S. aureus), on pense que cette supé€riorité d’effet inhibiteur due essentiellement a la richesse ces
deux extraits en composés bioactives principalement les polyphénols et les flavonoides. Les
diametres des zones d'inhibition variaient de 16,89 a 7,41 mm pour l'extrait éthanolique et de
14,78 a 6,39 mm pour l'extrait méthanolique, en effet le diamétre d’extrait aqueux de 11,93 a
6,17 mm. Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait

aun autre. La variation de ’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs
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compositions chimiques. Tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches
microbiennes testées ce qui confirme que la plante d’A. herba-alba Asso est douée de propriétés

antimicrobiennes.

Tableau 15: Diamétres des zones d’inhibition en (mm) des extraits d’Artemisia herba-alba Asso.
(mg/ml) vis-a-vis des souches bactériennes étudiées

Diameétre des zones d’inhibition

Extraits Bactéries

EMA (mg/mi) E. coli P. aeruginosa B. cereus S. aureus

250 11,95 +0,23 11,76 £ 0,32 14,78 = 0,50 14,01 £ 0,61
125 9,94 + 0,26 1021+ 0,22 11,90 = 0,32 11,58 £0,19
62,5 8,23 £0,41 9,01 £0,16 9,59 + 0,23 10,48 £0,28

31,25 6,39 + 0,08 8,15+0,13 7,81 +0,24 8,44 +0,21

EEA (mg/mi)

250 13,56 £ 0,5¢ 13,92 £ 0,40° 16,89+ 0,77¢ 15,63 £ 0,402

125 11,54+ 0,20° 11,98 £ 0,21° 13,77 £ 0,49¢ 11,88 £ 0,35

62,5 10,02 £ 0,36° 10,52+ 0,45° 11,51+ 0,23 9,23 +£0,18°

31,25 7,54+ 0,18 8,80+ 0,53 918+0,57% 7,41 +0,31°

EAA (mg/ml)

250 10,53 £ 0,25 10,18 = 0,32° 11,93 £ 0,44° 11,20 £ 0,28°

125 8,43+0,17¢ 8,31 £0,09° 9,65 + 0,55° 8,72 £0,25°¢

62,5 6,87 £0,19% 7,63 +0,19° 7,86 + 0,24° 7,70 £0,16°

31,25 6,17+ 0,05 6,54 £0,14° 7,15+0,32 6,50 £ 0,09°¢

Antibiotiques(ug/disque)

Tetracycline(30ug/disque) 15,30 £ 0,45 11,08 £ 0,47 10,91 + 0,47 16,45 + 0,31
Amikacine (30ug/disque) 24,07 £ 0,45 21,27+ 0,21 21,10+ 0,41 26,95+ 0,20
Erythromycine(15ug/disque) 15,07+ 0,61 - - 21,11 +£0,49

Les valeurs sont exprimées sous forme de moyennex Erreur standard de six essais indépendants (n= 6) ; Les
moyennes portant des lettres différentes (a, b, c) indiquent des difféerences significatives (p<0,05) par rapport
I’EMA ; EMA : Extrait méthanolique de Artemisia herba alba ; EEA : Extrait éthanolique de Artemisia herba alba
s EAA : Extrait aqueux de Artemisia herba alba.

b. Concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB)
Les résultats des mesures des diametres d’inhibition montrent que 1’extrait éthanolique
d’armoise blanche a une activité antibactérienne puissante en comparaison avec les deux autres
extraits, en inhibant la croissance des germes bactériens selon une relation dose-dépendante.

Cela nous a permis de déterminer les différents parametres antibactériens a savoir la CMI et
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CMB. Les résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration
minimale bactéricide (CMB) évalués par la méthode d’incorporation en milieu solide suggerent
que les trois extraits d’armoise blanche exercent des degrés différents d'activité antibactérienne
(Tableau 16).

Ces résultats montrent que le taux d’inhibition augmente avec la concentration des
extraits, et que la concentration minimale inhibitrice et bactéricide sont inversement
proportionnelles avec I’efficacité antibactérienne des extraits. En effet, nos résultats dévoilent
un effet antibactérien puissant de ’EEA avec des CMI et CMB ordre de : 6 et 14 mg/ml vis-a-
vis S. aureus et de 8 et 16 mg/ml contre B. cereus, ces deux souches a Gram positif sont plus
sensibles par rapport aux deux souches a Gram négatif'testées, on a enregistré une CMI et CMB
d’EEA vis-a-vis E. coli de 10 et 15 mg/ml, cependant contre P. aeruginosa était de 10 et 22
mg/ml.

En revanche les valeurs de la CMI et CMB d’extrait méthanolique d’A4. herba alba
(EMA) était moins efficace par rapport & ’EEA, on note une CMI d’ordre croissant pour : S.
aureus de 14 mg/ml<B. cereus de 15 mg/mI<E. coli de 16 mg/miI<P. aeruginosa de 18 mg/ml.
Toutefois les CMB d’EMA pour : S. aureus de 18 mg/ml <B. cereus de 20 mg/miI<E. coli de
24 mg/ml<P. aeruginosa de 25,5 mg/ml. Selon les résultats on remarque que 1’extrait aqueux
d’armoise blanche (EAA) exerce une faible d’efficacité antibactérienne vis-a-vis les souches
testées avec des CMI d’ordre de 75 mg/ml pour S. aureus, 80 mg/ml pour B. cereus et E. coli
et 90 mg/ml pour P. aeruginosa.

Tableau 16: Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des extraits de A.
herba alba Asso vis-a-vis des souches bactériennes testées

EEA EMA EAA
Souches (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
E. coli 10 15 10 24 80 Nd
P. aeruginosa 10 22 10 24 90 Nd
B. cereus 8 14 8 20 40 Nd
S. aureus 6 16 6 16 75 Nd

EEA : extrait éthanolique de Artemisia herba alba Asso. ; EMA : extrait méthanolique de Artemisia herba alba
Asso. ; EAA : extrait aqueux de Artemisia herba alba Asso.
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I1.1.4 Caractérisation chimique des poudres de cannelle et de gingembre par HS-GC-MS
I1.1.4.1 Caractérisation chimique de la poudre de cannelle

Vingt et un composés volatils ont été caractérisés dans la cannelle en poudre. Les divers
composés identifiés sont répertoriés dans le tableau numéro 1. Les deux principaux constituants
sont le (E)-cinnamaldéhyde (38.59 %) et 1'a-copaéne (32.43 %). Cependant, les composés
présents en faible quantité comprennent l'a-pinéne (1.59 %), le y-cadinene (1.12 %), 1'a-
murolene (3.60 %) et I'a-cadineéne (4.24 %). D'autres molécules se trouvent a 1'état de trace,
telles que le cinnamaldéhyde (0.56 %), le 1,8-cinéole (0.31 %), le B-copaeéne (0.99 %) et le
longifoléne, avec une teneur de 0.81 %, comme indiqué dans le tableau ci-dessous. La majorité
des constituants aromatiques de la cannelle sont des terpenes (15), suivis par des aldéhydes (3),
des alcools (2) et un ester. Les résultats de la caractérisation de la cannelle obtenus au cours de
cette étude différent de ceux signalés par Wang et al., (2009). Ces chercheurs ont identifié 21

composés, dont 10 alcools, 4 aldéhydes, 2 alcénes, 2 cétones, ainsi qu'un ester et un sulfure.

Tableau 17: Composants chimiques volatils identifiés de la cannelle par analyse HS-SPME/GC-MS

N° TR (min) Composés % Type Formule

1 2.256 Ethanol 2.02 Alcool CzHsO
2 2.631 Ethanol 1.42 Alcool C2HesO
3 3.515 Acétate éthyle 1.38 Esters C4Hs02
4 10.675 a-pinéne 1.59 Monoterpenes CioHis

5 11.223 Comphene 0.78 Monoterpénes CioHise

6 11.590 Benzaldéhyde 0.68 Aldéhydes CsHsO

7 12.117 B-pinéne 0.39 Monoterpénes CioHis

8 13.727 Limonéne 0.38 Monoterpenes CioHis

9 13.831 1,8-cineole 0.312 Monoterpénes Ci10H1s0
10 17.286 Cinnamaldéhyde (7) 0.56 Aldéhydes CoHsO
11 21.038 (E)cinnamaldéhyde  38.59 Aldéhydes CoHs0
12 23.837 a-copaeéne 32.43 Sesquiterpenes CisHza
13 24.175 Longifolene 0.81 Sesquiterpenes CisHo4
14 24.339 [-copaéne 0.99 Sesquiterpenes CisHza
15 24.740 Isosativéne 0.43 Sesquiterpenes CisHo4
16 24.982 B-caryophylleéne 0.76 Sesquiterpenes CisHo4
17 25.420 Coumarine 0.33 Benzopyrénes CoHeO2
18 25.93 a-humuléne 0.33 Sesquiterpenes CisHo4
19 26.510 y- cadinéne 1.12 Sesquiterpenes CisHaa
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20 27.144 a-muroléne 3.60 Sesquiterpenes CisHza

21 27.757 a-cadinéne 4.24 Sesquiterpenes CisHoa

TR : temps de rétention en min

I1.1.4.2 Caractérisation chimique de la poudre de gingembre

Vingt-neuf constituants volatils ont ét¢ détectés dans la poudre de gingembre (Tableau
18). Les principaux composants du gingembre incluent le camphéne (36,15%), le limonene
(18,45%), 'a-pinene (14,84%), ainsi que d'autres molécules présentes en petites quantités telles
que le 1,8-cinéole (6,51%), le f-myrcene (3,83%), 1'a-curcumene (2,45%), le B-pinene (1,64%),
l'a-thujéne (1,44%), le B-bisaboléne (1,01%), et d'autres molécules présentes a 1'état de traces.
Nos résultats présentent des similitudes 1égeres avec ceux trouvés par Yu et al., (2022). Dans
leur étude, ces chercheurs ont identifié quarante-sept composants volatils dans des échantillons
de poudre de gingembre provenant de différentes variétés et origines géographiques. Ils ont
détecté (31) terpenes, (4) aldéhydes, (4) alcools, (3) cétones, (3) hydrocarbures gras et (1) ester
parmi les principaux constituants contribuant a la saveur du gingembre. Le zingibérene et le -
phellandréne sont les plus abondants, et les teneurs en a-pinéne, camphéne, a-curcumene, -
bisabololéne, B-sesquiphellandréne et p-myrcéne représentent ¢galement une grande

proportion.

Tableau 18: Composants chimiques volatils identifiés de gingembre par analyse HS-SPME/GC-MS

° TR (min) Composés % Type Formule
1 6.823 Hexanol 0.274 Alcohol CsH140
2 9.719 Heptanol 0.146 Alcohol C7H160
3 10.413 a-Thujene 1.446 Monoterpenes  CioHis
4 10.848 a-Pinene 14.842 Monoterpenes  CioHis
5 11.405 Camphene 36.152 Monoterpenes  CioHie
6 11.758 O-Cymene 0.092 Monoterpenes  CioHi4
7 12.142 B-Pinene 1.643 Monoterpenes  CioHis
8 12.423 B-Methyl-5-heptazone 0.281 Aldehydes CsHis0
9 12.576 B-Myrcene 3.835 Monoterpenes  CioHie
10 12.988 3-Carene 0.878 Monoterpenes  CioHie
11 13.655 p-Cymene 0.254 Monoterpenes  CioHi4
12 13.875 Limonene 18.455 Monoterpenes  CioHie
13 13.936 1,8-Cineole 6.519 Monoterpenes  CioHisO
14  14.668 y-Terpinene 0.085 Monoterpenes  CioHise
15 15582 Terpinolene 0.553 Monoterpenes  CioHie
16 15810 p-Cymene-8-ol 0.263 Alcohol C12H1602
17  15.888 Linalool 0.313 Alcohol Ci1oH180
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18 16.372 Borneol-iso 0.181 Monoterpenes  CioHisO
19 17.320 Camphor 0.118 Monoterpenes CioHi60
20 17.940 Borneol 0.728 Monoterpenes CioHisO
21 18.634 a-Terpineol 0.243 Monoterpenes CioHisO
22 23.531 a-Citral 0.210 Aldehydes C10H160
23 23.765 a-a-Copaene 0.324 Sesquiterpenes CisHos

24 24.151 Longifolene 0.202 Sesquiterpenes CisHos

25 24442 Cis-a- Bergamotene 0.110 Sesquiterpenes  CisHoq
26 26.626 a-Curcumene 2.459 Sesquiterpenes  CisHoa»
27 26934 Trans-a-Bergamotene 0.255 Sesquiterpenes  CisHos4
28 27.215 (E)-B-Famesene 0.146 Sesquiterpenes  CisHoq
29 27.303 B-Bisabolene 1.016 Sesquiterpenes  CisHo4

TR : temps de rétention en min
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I1.2 Etude -II- In-vivo : Stratégies préventives de plantes médicinales en association a
des probiotiques contre I’obésité et ses complications

Cette section d’étude se compose de deux volets distincts. Le premier volet vise a valider
I’effet perturbateur d’un régime hyper-gras contenant 48 % de graisse selon la description de
Garait et al. (2005). 11 s’intéresse particulierement a 1’évaluation des impacts de ce régime sur
les parameétres anthropométriques, 1I’induction d’une dysbiose intestinale ainsi les troubles

métaboliques associés a 1’obésité et ses conséquences cardiométaboliques.

I1.2.1 Evaluation de 'impact du régime hyper-gras associ¢ ou non aux probiotiques sur
le désordre cardio-métabolique et le microbiote intestinal des rats Wistar

11.2.1.1 Impact du régime hyper-gras associé ou non aux probiotiques sur I’évolution du
poids corporel et le gain du poids des rats Wistar

Les rats utilisés au cours de cette étude ont des poids initiaux et homogene de 236,04 +
2,11 g, ces derniers regoivent pendant 16 semaines trois régimes différent, soit le régime
Standard (ST), le régime hyper-gras (HG) ou le régime hyper gras additionné de probiotique
(HGP). Le suivi régulier (chaque semaine) de 1’évolution du poids corporel (PC) chez les trois
lots de rats, a permis de dresser les courbes représentatives de 1’évolution du poids corporel

ainsi que d’évaluer le gain pondéral absolu durant cette période de traitement (Figure 47).
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Figure 47: Evolution du poids corporel et le gain de poids des rats sous le régime hyper-gras, seul ou
associé aux probiotiques, pendant 16 semaines d’expérimentation

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec n=7). (*) Différence significative
ST vs HG et HGP ;(#) Différence significative HG vs HGP. ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe
hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques
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Les résultats relatifs aux poids corporels indiquent une différence significative entre le
groupe de rats nourris au régime hyper-gras (HG) et le groupe sous régime standards (ST). En
effet, au terme de 1’étude, les rats du groupe (HG)présentaient un poids final de 439,28 + 16,36
g ce dernier est significativement supérieur a celui des rats composant le groupe ST avec un
poids final de 387,33 + 11,17g. Les résultats révelent aussi que 1’administration de bactéries
probiotiques entraine une réduction significative de la masse corporelle des rats sous régime
hyper-gras avec un poids final de 394,71 + 8,25 g.

Parall¢lement, a la fin du traitement on note un taux du gain de la masse corporelle de
90,93 + 4,37 % pour les rats du groupe HG et de 58,6 + 5,24 %pour le groupe témoins (ST).
L’incorporation des probiotiques au régime riche en graisse (HGP) a significativement réduit le
pourcentage du gain pondéral des rats de 71,52+ 3,86 % par rapport aux rats du groupe HG

cette réduction est statistiquement significative.

11.2.1.2 Evaluation de la quantité de la nourriture ingérée et I’apport calorique des rats
sous régime hyper-gras associé ou non aux probiotiques

La quantité de la nourriture ingérée et ’apport calorique des rats aprés 16 semaines

d’experimentation sont présentés dans la Figure 48.
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Figure 48: Nourriture ingérée (g) et Apport énergétique (Kcal) des rats sous le régime hyper-gras, seul
ou associé aux probiotiques, durant les 16 semaines d’expérimentation.

(Les resultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec n=7). (*) Différence significative

ST vs HG et HGP. ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-
gras +probiotiques

Au cours de cette expérimentation, les rats des deux groupes HG, HGP ont consommé

350,03 £ 13,72 et 331,88 £+ 13,98 kcal/semaine respectivement en termes d’apport énergétique.
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Ces valeurs sont significativement supérieures a celles observées chez les rats soumis au régime
standard (298,29 + 5,98 kcal/semaine) et ce malgré que les rats des groupes HG et HGP
présentent une quantité de nourriture ingérée significativement inférieure a celle des rats du
groupe ST, en effet on constate une valeur de 47,06 + 0,59 g et de 48,81 + 2,05 g contre 72,55
+ 1,54 g, respectivement. Cette différence est due au fait que le régime hyper-gras est plus

calorique qu’un régime riche en glucide ou en protéines

11.2.1.3 Impact des régimes hyper-gras associée ou non aux probiotiques sur le poids des
organes

Apres 16 semaines d’expérimentation, le poids des organes chez trois groupes est illustré
dans le Tableau 19, aucune variation significative n’a été observée dans le poids des organes
entre les trois groupes expérimentaux, a I’exception du tissu adipeux. En effet, les rats soumis
au régime hyper-gras posseédent une masse de tissu adipeux évaluée a 21,36 + 0,84 g celle-ci
est nettement supérieure a celle des rats ayant recus le régime standard (6,67 £+ 0,93 g), le taux
d’augmentation de la masse graisseuse est estimé a 227,30 %. Toutefois, 1’incorporation des
probiotiques au régime hyper-gras induit une diminution significative du poids de ce tissus par
rapport au groupe hyper-gras et ce avec une masse évaluée al0,03 £+ 1,03 g soit une réduction

estimée a 53,02 %.

Tableau 19: Poids des différents organes, des rats sous régime hyper-gras seul ou associée au
probiotiques, prélevés (g) apres 16 semaines d’expérimentation

Groupes expérimentaux

Organes (g) ST HG HGP

Ceeur 1,06 + 0,04 1,08 + 0,05 1,03+ 0,01
Foie 10,11 £0,59 10,94 +0,92 10,27 + 0,41
T. adipeux 6,67 +0,93 21,36 +0,84¢ 10,03 + 1,03*¢
Riens 2,31+0,07 2,28+0,10 1,98 + 0,06
Cerveau 1,67 + 0,04 1,46 + 0,09 1,64+ 0,05
Testicules 3,77+0,14 5,81 +0,48¢ 3,26+0,07¢

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes £ erreur standard ; avec (n=7),; (*P<0,05; ®P<0,01 ;
P<0,001) différence significative par rapport au groupe ST, (“P<0,05; *P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG ; ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP :
rats du groupe hyper-gras +probiotiques
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I1.2.1.4 Impact du régime hyper-gras associée ou non aux probiotiques sur les paramétres
biochimiques

11.2.1.4.1 Teneurs plasmatiques en glucose

Les résultats d’évaluation de I’'impact des régimes expérimentaux (HG et HGP), apres 16
semaines d’expérimentation, sur les parametres biochimiques au niveau sérique montrent une
augmentation hautement signOificative des teneurs en glucose chez les rats recevant le régime
HG en comparaison aux rats nourris par le régime standard (ST). On note 0,93 + 0,04 vs 0,32
+ 0,01 g/L, respectivement. L’incorporation des bactéries bénéfiques au régime hyper-gras,
induit une réduction du taux du glucose de 10,57 %. Cependant, cette réduction demeure non

significative voir la figure 49.
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Figure 49: Teneur plasmatique en glucose des rats sous le régime hyper-gras, seul ou associé aux
probiotiques apres 16 semaines d’expérimentation en g/L

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes =+ erreur standard ; avec n=7). (***) Différence significative
STvs HG et HGP. ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-
gras +probiotiques

I1.2.1.4.2 Teneur plasmatique en triglycéride, cholestérols total, HDL et LDL

La figure 50 illustre I’'impact du régime hyper-gras associ¢ ou non aux bactéries
probiotiques sur le profil lipidique des rats Wistar apres 16 semaines de traitement. Les résultats
obtenus indiquent une augmentation hautement significative des teneurs en triglycérides et
cholestérol totale chez les rats recevant le régime HG en comparaison aux rats témoins (ST).
On note 1,41 = 0,09 vs 0,39 + 0,03 g/L e t1,41 = 0,09 vs 0,39 = 0,03 g/L respectivement, Celle-
ci est reflétée par une hausse de 264,54 % pour la teneur en triglycéride et de 159,11 % pour la

teneur en cholestérol total par rapport au groupe témoin. L’addition des bactéries bénéfiques au
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régime hyper-gras (HGP), induit une réduction significative du taux des triglycérides (26,03 %)
et du cholestérol total (43,27 %) et ce par rapport au groupe HG.

Une augmentation hautement significative est constatée dans les taux plasmatiques des
C-LDL rats sous régimes hyper-gras en comparaison avec les rats témoins, on note
respectivement, des teneurs de 1,22 = 0,06 vs 0,10 = 0,01 g/L. Cependant, I’ajout des
probiotiques au régime hyper-gras (HGP) induit une diminution significative de la teneur en C-
LDL évaluée a 48,57 %, par rapport au groupe de rat nourris le régime HG.

Aussi, les résultats présentés dans la figure 50 exhibent une diminution hautement
significative des taux plasmatiques des fractions lipoprotéiques C-HDL chez les groupes de rats
recevant un régime hyper-gras incorporé ou non en probiotique (HG et HGP) en opposant ces

derniers au le groupe de rats nourris avec le régime standard (ST), on note respectivement des

teneurs de I’ordre de 0,14 £ 0,02 et 0,20 £ 0,02 versus 0,40 = 0,02 g/L (Figure 57).
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Figure 50: Profil lipidique en triglycéride, cholestérols total, HDL et LDL des rats sous le régime
hyper-gras, seul ou associé aux probiotiques aprés 16 semaines d’expérimentation en g/L.

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes * erreur standard ; avec n=7). (***) Différence significative
STvs HG et HGP. (###) Différence significative HG vs HGP. ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe
hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques

11.2.1.4.3 Impact des régimes hyper-gras associé ou non aux probiotiques sur les lésions
hépatiques évaluées par les taux des transaminases (ASAT et ALAT)

L’activité enzymatique des ASAT et ALAT subissent une variation chez les rats soumis au
régime hyper-gras(HG) (Tableau 20), on constate une augmentation de 138 %pour les ASAT

et de 117%pour les ALAT, cette augmentation est hautement significative en comparaison avec
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le groupe standard (ST).Cependant, le régime hyper-gras supplémenté en probiotiques induit
une diminution significative de 1’activité enzymatique des ASAT et des ALAT cette dernicre est

évaluée a 25,66 % et a 17,18 %respectivement et ce par rapport au groupe (HG).

11.2.1.4.4 Impact du régime hyper-gras associé ou non aux probiotiques sur les taux en
acide urique, urée et protéine totale

Apres 16 semaines d’expérimentation une augmentation significative en acide urique
est constatée chez les rats sous régime HG on note 38,55 + 0,48 mg/L, par rapport au groupe
de rats traités par le régime ST (14,12 + 0,14 mg/L). Cette élévation est accompagnée d’une
augmentation accrue de la concentration en urée celle-ci est estimée a 337,64 %chez les rats du
groupe HG en opposition aux rats du groupe ST (Tableau 20). Il va de méme pour le taux des
protéines une forte teneur est constatée chez les rats groupe (HG) par rapport au groupe (ST),
on a enregistré une teneur de 5,66 = 0,39 contre 3,87 = 0,22 g/L, respectivement. Par contre
I’incorporation des probiotiques au régime HG induit une diminution hautement significative
par rapport au groupe de rats nourris uniquement par le régime HG, en effet, les résultats
obtenus dévoilent des teneurs en acide urique de 29,72 + 1,40 vs 38,55 + 0,48 mg/L, en urée de
1,63 = 0,11 vs 2,45 £ 0,08 g/Let en protéine totale de 4,55 £ 0,22 vs 5,66 + 0,39 g/L.

Tableau 20: Activités enzymatiques (UI/L) des ASAT et ALAT, Acide urique (mg/L), urée (g/L) et
protéine totale (g/L) des rats sous le régime hyper-gras, seul ou associé aux probiotiques aprés 16
semaines d’expérimentation

Groupes expérimentaux

Paramétres

ST HG HGP
ASAT(UIL) 48,02 + 2,95 114,37 43,19 85.02 +1,87C¢
ALAT(UI/L) 46,86 1,96 101,85 +3,85¢ 86,92 5,08 ¢
Acide urique(mg/L) 14,12 740,14 38,55 40,48¢ 29,72 1,40 ¢
Urée (g/L) 0,51 20,03 2,45 £0,08¢ 1,6320,11¢°¢
Protéine (g/L) 3,87 20,22 5,66 10,398 4,55 7+0,22¢

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=7); (*P<0,05; BP<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe ST ; (“P<0,05; ®P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG ; ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP :
rats du groupe hyper-gras +probiotiques
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I1.2.1.5 Impact du régime hyper-gras associé ou non aux probiotiques sur les parameétres
oxydatifs aux niveaux plasmatique et tissulaire

I1.2.1.5.1 Evaluation du pouvoir réducteur total au niveau plasmatique et tissulaire

Les résultats du pouvoir réducteur représentés dans la figure 51 démontrent I’influence
négative du régime hyper-gras sur le pouvoir réducteur évalué par la technique FRAP, tant au
niveau plasmatique qu’au niveau tissulaires. En effet, les rats alimentés avec le régime hyper-
gras (HG) présentent un pouvoir réducteur plasmatique et tissulaire nettement inférieur a celui
des rats soumis au régime standard (ST), avec des valeurs de 300,01 £+ 9,52 versus 443,34 +
17,47 umol/L pour le plasma. De méme, on observe une diminution significative du pouvoir
réducteur hépatique de (863,33 £ 63,49 versus 2169,8 + 50,28 umol/g de tissus) et cardiaque
(715,98 + 59,59 versus 1575,83 + 91,63 umol/g de tissus), respectivement. L’addition des
bactéries probiotiques au régime hyper-gras conduit a une amélioration significative du pouvoir
réducteur de ce groupe. Les résultats dévoilent une augmentation de 14,83 % au niveau
plasmatique ainsi qu’une augmentation de 52,59 %au niveau hépatique et de 85,92 % au niveau

cardiaque, par rapport aux rats nourris au régime HG, démontrant ainsi I’impact positif des

probiotiques.
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Figure 51:Pouvoir réducteur total au niveau plasmatique (umol/L) (A), et tissulaire (umol/g de tissus)
(B) des rats sous le régime hyper-gras, seul ou associé aux probiotiques apres 16 semaines
d’expérimentation.

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes = erreur standard ; avec n=7). (***) Différence significative
ST vs HG et HGP. (###) Différence significative HG vs HGP. ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe
hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques
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11.2.1.5.2 Impact des régimes expérimentaux sur la teneur en vitamine C plasmatique et
tissulaire

De maniére similaire le régime hyper-gras a des répercussions négatives sur les teneurs
plasmatique et tissulaire en vitamine C. On note, que les teneurs plasmatiques en vitamine C
varient énormément entre les trois lots de rats. Une différence hautement significative est
constatée entre le groupe HG et le groupe ST dont les plus faibles valeurs sont observées chez
les rats du groupe HG (24,96 + 3,11 ug/L versus 62,71 + 3,36 ug/L, respectivement).

L’ajout des probiotiques au régime hyper-gras augmente d’une manicre significative la

concentration en vitamine C de 50,64 %, la teneur de cette derniére est évaluée a 37,61 + 1,67

ug/L.

Tableau 21:Teneurs plasmatique (ng/L), et tissulaires (ug/g de tissus) en vitamine C des rats sous le
régime hyper-gras, seul ou associé aux probiotiques aprés 16 semaines d’experimentation

Groupes expérimentaux

Parameétres

ST HG HGP
Teneur plasmatique en Vit C ¢, 5, , 5 5¢ 24,96 +311€ 37.61 + 1,67Cb
(ng/L)
Teneur hépatiqueen Vit C 34, 50 1000 16426+ 2144 369,01 = 26,60°
(ng/g tissus)

Teneur cardiaque en Vit C

. 257,07 £ 8,23 78,84 + 7,88¢ 161,02 + 7,82C¢
(ng/g tissus)

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=7); (*P<0,05; BP<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe ST ; (“P<0,05; *P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG ; ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP :
rats du groupe hyper-gras +probiotiques

I1.2.1.5.3 Evaluation de I’oxydation des protéines (les groupements thiols) au niveau
plasmatique et tissulaire

Les résultats des teneurs plasmatiques en protéines a groupement thiols (SH), présentés
dans la figure 52 révelent une différence hautement significative entre les deux groupes ST et
HG dont la plus faible valeur est observée chez le groupe HG, ce régime induit une oxydation
des protéines appréciée par une réduction de30,44 % des protéines a groupement SH au niveau
plasmatique, cependant ce taux est rehaussés de 14,83 % chez les rats soumis au régime-hyper-
gras incorpor¢ de probiotique (342,08 = 12,82 versus 392,80 + 30,31 umol/L).

Parallélement, les résultats des dosages des groupements SH au niveau hépatique apres
16 semaines de traitement par les différents régimes, révélent une réduction hautement

significative des teneurs hépatiques en protéines oxydées chez le groupe HG (652,65 + 16,72
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umol/g de tissu) en opposition avec le groupe ST (1271,72 £ 36,85 umol/g de tissu). Aussi une
protection de ces groupements contre 1’oxydation engendrée par le régime HG est constatée
chez les rats du groupe HGP, une teneur de (980,84 + 24,25 umol/g de tissu) est enregistrée
Voir figure n °50.La méme variation est observée au niveau cardiaque, celle-ci est marquée par
une teneur hautement significative des protéines SH dans le groupe HGP en comparaison avec
le groupe HG, on note 872,47 + 26,62 versus 408 + 24,26 umol/g de tissu, cependant les rats
du groupe ST présentent une teneur cardiaque de ces groupements estimée a (1025,49 + 27,25
umol/g de tissus), cette derniére est supérieure a celle obtenue chez les deux groupes

précédemment cités (HG et HGP).
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Figure 52:0Oxydation protéique plasmatique (umol/L) (A) et tissulaire (umol/g de tissus) (B), des rats
sous le régime hyper-gras, seul ou associ¢ aux probiotiques apres 16 semaines d’expérimentation.

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes =+ erreur standard ; avec n=7). (***) Différence significative
ST vs HG et HGP. (###) Différence significative HG vs HGP, HGG et HGGP. ST : rats du groupe standards ; HG :
rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques

11.2.1.5.4 Evaluation de I’oxydation lipidique au niveau plasmatique et tissulaire

Les résultats d’évaluation de 1’oxydation lipidique pour les trois groupes expérimentaux
sont indiqués dans la figuren©53, ils indiquent que le régime HG ¢élaboré au cours de cette étude
génere une oxydation lipidique estimée par le dosage des malondialdéhyde (MDA).Apres 16
semaines de traitement on observe une €lévation des taux des MDA plasmatiques de maniere
hautement significative évaluée a 190,57 % chez le groupe HG en opposition au groupe ST, on

note des teneurs de 9,11 £ 0,40 versus 3,13 + 0,30 umol/L.
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Cependant, I’incorporation des bactéries probiotiques au régime hyper-gras (HGP)
induit une protection vis-a-vis de 1’oxydation lipidique provoque par la forte teneur en graisse
celle-ci est appréciée par une réduction significative de 39,33 % du taux des MDA plasmatiques
en opposition a celui enregistré avec les rats du groupe HG, en effet les teneurs sont de 5,52 +
0,55 versus 9,11 £ 0,40 umol/L. De maniére identique, les résultats des taux des MDA
tissulaires obtenus apreés 16 semaines d’incorporation montrent une diminution hautement
significative de ce paramétre chez les rats constituant le groupe HGP, vis-a-vis des rats
composant le groupe HG. On enregistre une réduction hépatique de 23,88 % et cardiaque de

29,44 % chez le groupe HGP versus le groupe HG.
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Figure 53: Oxydation lipidique (MDA) plasmatique (umol/L) (A) et tissulaires (umol/ g de tissus) (B)
des rats sous le régime hyper-gras, seul ou associé¢ aux probiotiques apres 16 semaines
d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes =+ erreur standard ; avec n=7). (***) Différence significative
ST vs HG et HGP. (###) Différence significative HG vs HGP, HGG et HGGP. ST : rats du groupe standards ; HG :
rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques

I1.2.1.6 Impact du régime hypergras associé ou non au probiotiques sur le développement
d’une stéatose hépatique

Apres le sacrifice des rats constituant lesdifférents groupes, un examen macroscopique
du tissu hépatique a été effectué. Aucune lésion macroscopique du foie n’a été observée chez
les rats des groupes ST et HGP. Par contre, celui des rats du groupe HG présente une 1égére

hypertrophie avec des multiples foyers de coloration jaunatres.
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A I’examen microscopique, les coupes histologiques du foie des rats du groupe ST
démontrent un aspect et une architecture normale (Figure 54a), par contre, le parenchyme
hépatique des rats du groupe HG présente une stéatose microvésiculaire modérée (Figure 52 b).
Une réduction importante du nombre et de la taille des vacuoles lipidiques est constatée chez

les rats du groupe hyper-gras supplémenté en probiotique (figure 54. c).
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Figure 54: Observation microscopique (X40) des coupes histologiques des foies de rats Wistar sous
régime hyper-gras associé ou non aux probiotiques aprés 16 semaines de traitements.

a) Foie des rats du groupe standard (fleches noir) ; b) foie des rats du groupe nourris au régime hyper-gras,
présence un grand nombre de vacuoles lipidique (fleches rouge) ; c¢) foies des rats nourris au régime hyper-gras
supplémenté en probiotiques, diminution du nombre des vacuoles lipidique (fleches vert).

11.2.1.7 Effets du régime HG associée ou non aux probiotiques sur la composition du
microbiote intestinal

Afin d’évaluer I'impact du régime hyperlipidique et la supplémentation en probiotiques
sur la composition du microbiote intestinal. Nous avons isol¢, identifi¢ et dénombré, chez les
trois groupes expérimentaux, certaines bactéries a Gram négatif « Escherichia coli » et a Gram

positif « Lactobacillus sp. et Enterococcus sp. » et ceci au niveau fécal. L’identification au cours
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de ce protocole expérimentale a ¢été basée sur [’appréciation des caractéristiques

morphologiques, et certains caractéres biochimiques

Les résultats d’identification basé sur les tests morphologique et biochimiques sont
représentés dans le Tableau 22. L’examen macroscopique sur milieu Mac Conkey révele des
colonies roses entourées d’un halo opaque di a la précipitation des sels biliaires, celui des
bactéries cultivées sur milieu BEA montrent des petites colonies incolores, entourées d’un halo
noir. L’ observation macroscopique effectuée sur milieu MRS, a révél¢é 1’apparition des colonies

blanchatres (voir annexe n° VIII).

Cependant, I’observation microscopique des bactéries cultivées sur le milieu Mac Conkey
nous laisse a percevoir une forme coccobacille et elles révelent une coloration Gram négative.
Cependant, les bactéries isolées sur milieu BEA et MRS sont des coques et bacilles Gram

positif, respectivement (Figure 55).
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Figure 55: Observation microscopique des bactéries recherchées sur Mac Conkey (a), sur BEA(b) et

sur MRS (c)

Dés I’apparition des colonies sur le milieu de culture, les bactéries ont été soumises a
des tests biochimiques réalisés soit a I’aide des galeries Api : Api 20E, pour E. coli, soit par

les tests (Catalase, Oxydase, ONPG, Mannitol Mobilité, Urée Indole, TSI).

Les résultats des tests biochimiques sur la galerie API 20E indiquent que la bactérie isolée
possede les enzymes B-galactosidase (ONPG™), Lysine décarboxylase (LDC™"), Ornithine
décarboxylase (ODCY), mais elle dépourvue de I’Uréase (URE"), Tryptophane désaminase et
Thiosulfate réductase (production de H2S), ainsi cette espece utilise le glucose et I’arabinose
dans son métabolisme, par contre elle n’utilise pas le citrate (CIT") comme unique source de

carbone et d’énergie, également elle est capable de produire I’indole. L’ensemble de ces tests
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confirme I’espece d’E. coli. L’interprétation de ces résultats a été réalisée a 1’aide d’un logiciel

d’identification “UPBM* (lab.upbm.org/identifieur/galerie.php) voir annexe n° VII.

En outre, les résultats d’identification biochimique des bactéries isolées sur MRS et BEA
ne possedent pas 1’enzyme catalase, oxydase, ONPG mais elles sont pourvues d’une uréase

Tableau 22.

L’ensembles des résultats concernant les caractéres morphologiques, biochimiques des
bactéries isolées sur MRS et BEA confirment les caractéres d’identifications phénotypiques de
Lactobacillus et Enterococcus respectivement, ceci sont identiques aux caractéristiques de
I’identification décrites dans le manuel de Bergey de la bactériologie systématique (Kandler et

Weiss, 1986) et Procaryotes (Knauf et al., 1992).

Tableau 22: Caractéres macroscopiques, microscopiques et biochimiques des bactéries isolées de la
maticre fécale des rats traités par probiotiques et nourris un régime hyper-gras

Mac Conkey BEA MRS

Colonies roses Petites colonies . R
Colonies blanchatres

Macroscopique entourées d’un halo  incolores d’un halo L .
. légérement allongées
opaque halo noir
) . Bacilles a Gram Coques a Gram Bacilles a Gram

Microscopique R o .
négatif positif positif

Catalase + - -

Oxydase - - -

ONPG + - -

Mannitol + + +

Mobilité + - -

TSI + NR NR

Urée - - +

Indole + - -

(+) : Test positif'; (-) : Test négatif ; (NR) : Test non réalisé

11.2.1.7.1 Dénombrement d’Escherichia coli sur le milieu Mac Conkey et Enterococcus sp.
sur le milieu BEA

Les résultats de dénombrement d’E. coli et Enterococcus sp. a To dans la maticre fécale

ne révelent aucune différence significative entre les trois groupes, on note une charge
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bactérienne d’E.coli de 3,91 £ 0,03 ; 4,15 % 0,05 et 4,12 + 0,03 log19 UFC/g pour le groupe ST,
HG et HGP, respectivement et une charge bactérienne d’ Enterococcus sp.de 3,75 = 0,10 logio
UFC/g pour le groupe ST3,67 + 0,13 logio UFC/g pour le groupe HG et 3,55 + 0,23 logio
UFC/g pour le groupe HGP.

Cependant, a Tr les résultats de dénombrement d’E.coli et Enterococcus sp. Au niveau
de la matiere fécale des rats du groupe HG révelent une augmentation évaluée a 22,65%et a
17,26 % pour les deux bactéries de maniére respective et par rapport au groupe de rats nourris
au régime standard (ST) la différence constatée est significative. Aussi, au cours de cette
expérimentation une réduction de 15,16% du nombre d’E. coli et de 13,51% du nombre
d’Enterococcus sp. a été constatée apres 1’administration de probiotiques aux rats de groupe

HGP en comparaison avec le groupe HG (Figure 56).
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Figure 56: Dénombrement de E. coli et Enterococcus sp. chez des rats sous le régime hyper-gras, seul
ou associé aux probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation.

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + errveur standard ; avec n=7. (***) Différence significative
ST vs HG. (###) Différence significative HG vs HGP. ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe hyper-
gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques

11.2.1.7.2 Dénombrement des Lactobacillus sp. sur le milieu MRS

Le dénombrement de Lactobacillus sp. au début de I’expérimentation (To) n’enregistre
aucune différence significative entre les trois groupes expérimentaux. Cependant Apres 16
semaines de traitement, les résultats de la numération de Lactobacillus sp. chez les rats du
groupe HG, présentent une diminution significative en comparaison avec celle des rats du

groupe témoin (2,62 £ 0,04 vs 3,31 £0,03 log10:UFC/g).
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L’incorporation des bactéries bénéfiques au régime hyperlipidique (HGP) provoque une
augmentation significative dans le nombre de Lactobacillus sp. avec un pourcentage de 26,76

% et ce par rapport aux groupe HG (Figure 57).
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Figure 57: Dénombrement de Lactobacillus sp. des rats sous le régime hyper-gras, seul ou associé¢ aux
probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=7). (***) Différence significative
ST vs HG. (###) Différence significative HG vs HGP. ST : rats du groupe standards ; HG : rats du groupe hyper-
gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques

I1.2.2 Stratégie préventive basée sur I’association des plantes médicinales et probiotiques

11.2.2.1 Evaluation de D’effet préventif de la cannelle (Cinnamomum zeylanicum),
combinée ou non aux probiotiques vis-a-vis des cadio-complications associées a
I’obésité nutritionnellement induite

11.2.2.1.1 Effet sur I’évolution poids corporel et le gain du poids

Les résultats relatifs a la variation du poids corporel et I’évaluation du gain du poids
durant I’experimentation sont présentés dans la figure 58. L’incorporation de la cannelle au
régime HG, influence le poids des rats de maniere significative celui-ci est nettement inférieur
aux poids des rats sous régime HG. En effet, a la fin de I’expérimentation, on note un poids
final de 390,35 £ 14,71g pour le groupe HGC vs 439,28 + 16,36 g pour le groupe HG. De plus,
I’effet combiné cannelle/probiotique induit une perte de poids significativement différente par
rapport au groupe HG associé aux probiotiques avec des gains de poids de 132 + 18,56 et 164,5

+ 8,44 g respectivement.
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Figure 58:Evolution du poids corporel et le gain de poids des rats nourris un régime HG supplémenté
de la poudre de cannelle combinée ou non aux probiotiques pendant 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec n=7). (#) Différence significative
HG vs HGP, HGC et HGCP. HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ;
HGC : rats du groupe hyper-gras+cannelle ; HGCP : rats du hyper-gras +cannelle+ probiotiques

11.2.2.1.2 Effet sur la prise alimentaire et I’apport calorique

La présente figure ci-dessous (n°59) ne montre aucune différence significative de
I’apport calorique entre les quatre groupes HG, HGP, HGC et HGCP. De méme, aucune
différence significative entre la nourriture consommée durant les 16 semaines

d’expérimentation n’est constatée chez les rats des groupes HG, HGP, HGC et HGCP.

Aussi, on constate que la supplémentation de la cannelle seule au régime hyper-gras
(HGC) ne provoque aucune variation dans ’apport calorique (334,96 + 10,13kcal/semaine vs
350,03 £ 13,72 kcal/semaine). 11 va de méme pour les deux groupes de rats recevant le régime
hyper-gras additionné de cannelle associée aux probiotiques (HGCP) et le groupe hyper-gras
supplémenté en probiotiques seuls (HGP) (337,59 + 11,64 kcal/semaine vs 331,88 + 13,98

kcal/semaine).
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Figure 59: Nourriture ingérée (g) et Apport énergétique (Kcal) des différents groupes de rats nourris
au régime HG supplémenté de la poudre de cannelle combinée ou non aux probiotiques durant les 16
semaines d’expérimentation

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes * erreur standard ; avec (n=7). HG : rats du groupe hyper-
gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HGC : rats du groupe hyper-gras+cannelle ; HGCP :
rats du hyper-gras +cannelle+ probiotiques

11.2.2.1.3 Effet sur le poids des organes

Le poids des organes chez les quatre groupes obtenus aprés 16 semaines
d’expérimentation, est présenté dans le Tableau 23. Aucune variation significative n’est
observée dans le poids du cceur et du foie entre les quatre groupes d’expérimentation. En
revanche, le régime HG provoque une hypertrophie importante et hautement significative du
tissus adipeux des rats, avec un poids évalué a 21,36 + 0,84 g. L’incorporation de la cannelle
seule induit une réduction hautement significative de 62,6% de la masse du tissu adipeux par

rapport au groupe HG et ce avec des poids respectifs de7,98 +£0,97 g et 21,36 + 0,84 g.

De manicre similaire, la co-administration cannelle/probiotiques entraine une réduction
de la masse adipeuse chez rats recevant le régime HGP. Les résultats dévoilent une diminution

treés significative estimée a 49.4 %.

Aucune différence significative n’est observée concernant le poids des cerveaux des
différents groupes, a I’exception des rats du groupe HG qui se diffeérent significativement des
rats du groupe HG. Concernant le poids des reins une différence significative est constatée entre

les rats des deux groupe HGC et HGCP, on note 2,21 = 0,12 vs 1,88 + 0,04 g. Aussi, une
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augmentation hautement significative des poids des testicules des rats du groupes HG par

rapport aux autres groupes (HGP, HGC et HGCP) est constatée, voir Tableau 23.

Tableau 23: Poids des différents organes des rats sous régime hyper-gras supplémenté de la poudre de
cannelle combinée ou non aux probiotiques sur le poids des différents organes prélevés (g) apres 16
semaines d’expérimentation

Groupes expérimentaux

Organes (g)

HG HGP HGC HGCP
Ceeur 1,08 £ 0,05 1,03 £0,01 1,14 £0,05 1,04 £0,06
Foie 10,94 £ 0,92 10,27+ 0,41 10,83 £ 0,61 10,43 + 0,51
T. adipeux 21,36 + 0,84 10,03 +1,03€ 7,98 +0,97¢:° 5,07 +0,92%4
Cerveau 1,46 £ 0,09 1,64 + 0,05 1,70 + 0,084 1,66 + 0,07
Riens 2,28+0,1 1,98 + 0,06 2,21+0,12 1,88 + 0,044
Testicules 5,81 +0,48 3,26 £ 0,07€ 3,41 £0,07¢ 3.21+0,17

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=7); (*P<0,05; 8P<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe ST ; (“P<0,05; ®P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG ; ; (“P<0,05 ; °P<0,01 ; 7P<0,001) différence significative par rapport au
groupe HGC; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HCG : rats du
groupe hyper-gras+cannelle ; HGCP : rats du hyper-gras +cannelle + probiotiques.

11.2.2.1.4 Effetdela cannelle (Cinnamomum zeylanicum) associée ou non aux probiotiques
sur les paramétres biochimiques plasmatiques

11.2.2.1.4.1 Effet sur les teneurs plasmatiques en glucose

L’administration de la poudre de cannelle entraine une diminution significative de la
glycémie des rats sous régime HG, estimé a 52,28 %. L’effet combiné de la
cannelle/probiotiques (HGCP) provoque une baisse hautement significative de la glycémie des
rats, réduisant celle-ci de 73,27 % par rapport au groupe de rats recevant le régime HGP.
Toutefois, cette combinaison a des répercussions positives sur le taux de la glycémie, indiquant
une teneur significativement inférieure de 49,92 % par rapport a celle observée chez les rats du

groupe HGC (Figure 60).
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Figure 60:Tencur plasmatique en glucose, en g/, chez les différents groupes de rats recevant le
régime HG supplémenté de la poudre de la cannelle combinée ou non aux probiotiques apres 16
semaines de d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec n=7). (#) Différence significative
HG vs HGC. (*) Différence significative HGP vs HGCP. (*) Différence significative HGC vs HGCP. HG : rats du
groupe hyper-gras; HGP : rats du groupe hyper-gras ~probiotiques; HGC : rats du groupe hyper-
gras+cannelle ; HGCP : rats du hyper-gras +cannelle+ probiotiques

11.2.2.1.4.2 Effet sur le profil lipidique plasmatique : triglycéride, cholestérol total, HDL
et LDL

Une influence significative sur le profil lipidique des rats est remarquée lors de
I’incorporation de la cannelle dans les régimes expérimentaux qu’ils soient additionnés ou non
aux probiotiques. En effet, elle induit une réduction des taux des triglycérides, cholestérol total
et le C-LDL de 70,25 %, 62,58 % et 93,25 % respectivement, ainsi que |’augmentation
significative des taux du C-HDL de 176,9 %chez le groupe HGC et de maniere significative en
comparaison avec le groupe HG. De maniere similaire, le profil lipidique plasmatique du
groupe HGCP présente une diminution significative des triglycérides (63,38%), de cholestérol
total (40,15 %) et de C-LDL (89,10 %), ainsi qu’une augmentation significative de C-HDL
(88,32%) versus le groupe de rats soumis au régime hyper-gras additionné de probiotiques
uniquement (HGP). Il convient de noter qu’aucune différence significative n’a été révélée entre

le groupe HGC et HGCP sur les parametres précédemment étudiés (voir figure 61).
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Figure 61: Profil lipidique en triglycéride, cholestérol total, HDL et LDL en g/L chez les différents
groupes de rats nourris un régime HG supplémenté de la poudre de cannelle combinée ou non aux
probiotiques apres 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGC. () Différence significative HGP vs HGGP. (*) Différence significative HGC vs HGCP. HG : rats du
groupe hyper-gras; HGP : rats du groupe hyper-gras ~probiotiques; HGC : rats du groupe hyper-
gras+cannelle ; HGCP : rats du hyper-gras +cannelle+ probiotiques

11.2.2.1.4.3 Effet sur les lésions hépatiques évalués par les taux des transaminases (ASAT
et ALAT)

Une diminution significative de 30 % et 22,9 % des ASAT et ALAT, respectivement, est
réveélée chez les rats soumis a un régime hyper-gras incorporé de cannelle par rapport au groupe
HG. Egalement la co-administration cannelle/probiotique améliore significativement 1’activité
de ces enzymes hépatiques avec une diminution de 38 % et 9 % en comparaison aux groupes

HGP (Tableau 24).

11.2.2.1.4.4 Effet sur le taux en acide urique, urée et protéine totale au niveau
plasmatique

La supplémentation de la cannelle en poudre au régime hyper-gras induit une diminution
des teneurs sériques de 1’acide urique, urée et protéine totale on note une diminution de 54 %,
54,73 % et 24,61 % respectivement versus le groupe HG. La méme constatation est décelée
avec le traitement cannelle/probiotiques, ce dernier va diminuer la teneur en acide urique, urée
et protéine totale de 32%, 38 % et 31 %, dans I’ordre, et ce par rapport au groupe HGP (Tableau
24).
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Tableau 24: Activités enzymatiques (UI/L) des ASAT et ALAT, Acide urique (mg/L), urée (g/L) et
protéine totale (g/L) chez les différents groupes de rats nourris un régime HG supplémenté de la poudre
de cannelle combinée ou non aux probiotiques aprés 16 semaines d’expérimentation

Groupes expérimentaux

Paramétres

HG HGP HGC HGCP
ASAT(UI/mL) 114,36 + 3,18 85,01 +1,87¢ 79,03 + 3,03¢ 52,5+2,65%F
ALAT(UI/mL) 101,85 + 3,85 86,91 + 5,084 78,52 £ 2,678 78,75 + 3,868
Acide urique (mg/L) 38,55 +£0,47 29,71 £ 1,40° 17,71 £0,65%¢ 20,15+ 0,79°
Urée (g/L) 2,44 + 0,08 1,63 +£0,10¢ 1,11+ 0,03%¢ 1 +0,08°¢
Protéine totale (g/L) 5,75+ 0,39 4,54+ 0,20 434 +0,288 3,14+0,31°

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes £ erreur standard ; avec (n=7), (AP<0,05; 2P<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe ST ; (“P<0,05; ®P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG ; (“P<0,05 ; ¢P<0,01 ; /P<0,001) différence significative par rapport au
groupe HGC; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotique ; HGC : rats du
groupe hyper-gras+cannelle ; HGCP : rats du groupe hyper-gras~+cannelle+probiotique.

11.2.2.1.5 Effet de la cannelle (Cinnamomum zeylanicum) associée ou non aux probiotiques
sur les paramétres oxydatifs au niveau plasmatique et tissulaire

11.2.2.1.5.1 Effet sur le pouvoir réducteur total au niveau plasmatique et tissulaire

Les résultats du pouvoir réducteur total sont représentés dans la figure 62. Ces derniers
dévoilent que ce paramétre augmente significativement lors de I’administration de la cannelle
seule ou combinée aux probiotiques celui-ci est évalué a 39,86 % par rapport au groupe HG et

al3,34 % par rapport au groupe HGP, respectivement.

Egalement, elle augmente le pouvoir réducteur tissulaire d’une maniere hautement
significative on constate une hausse de 160 %au niveau hépatique et de 156 % au niveau
cardiaque en comparaison avec le groupe HG. L’association cannelle/probiotique est capable
d’améliorer significativement le pouvoir réducteur hépatique ainsi que cardiaque des rats par
rapport au groupe HGP, avec une ¢lévation de 49 % et 43 %, respectivement (Figure 62).
Néanmoins, aucune différence significative n’a été appréciée entre les deux groupes

expérimentaux (HGC et HGCP).
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Figure 62:Pouvoir réducteur total au niveau plasmatique (umol/L) (A), et tissulaire (umol/g de tissus)
(B) des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté de la poudre de cannelle combinée ou non aux
probiotiques apres 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP, HGC et HGCP. (*) Différence significative HGP vs HGCP. (*) Différence significative HGC vs HGCP.
HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HGC : rats du groupe hyper-
gras+cannelle ; HGCP : rats du hyper-gras + cannelle+ probiotiques

11.2.2.1.5.2 Impact sur la teneur en vitamine C plasmatique et tissulaire

Une augmentation significative des taux de la vitamine C plasmatique et tissulaire est
constatée chez les rats ingérant le régime riche en graisse supplémenté de cannelle seule ou
associée aux probiotiques (HGC et HGCP) voir Tableau 25. Chez les rats du groupe HGC la
concentration en vitamine C plasmatique est de (48.38 = 2.45 ug/L), hépatique est de (483.26
+ 33.31 ug/g) et cardiaque est de (330.75 £ 9.06 ug/g) ces dernieres sont significativement

supérieures a celles des rats du groupe HG.

Chez les rats du groupe HGCP la teneur en vitamine C plasmatique est augmentée de
manicre significative par rapport au groupe HGP, on note une teneur de 49,38 + 2,51
versus37,61 + 1,67 ug/L. La méme constatation est décelée au niveau tissulaire, la co-
administration cannelle/probiotiques provoque une augmentation significative de la teneur de
la vitamine C avec un pourcentage de 65.23 %au niveau hépatique et de 93.24 % au niveau

cardiaque et ceux par rapport le groupe HGP.
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Tableau 25: Teneurs plasmatique (ug/L), et tissulaires (ug/g de tissus) en vitamine C des rats nourris
par le régime HG supplémenté en poudre de cannelle combiné ou non aux probiotiques apres 16
semaines d’experimentation

Groupes expérimentaux
HG HGP HGC HGCP

Parametres

Teneur plasmatique en Vit C

249 +3,1 37,6 + 1,64 48,3 +2,45Ca 49,9 +251°
(ug/L)

Teneur hépatique en Vit C

. 1642 +21,4 369,01 £26,06¢ 4832 +33,3¢ 609,7 &+ 31,4%°¢
(ug/g tissus)

Teneur cardiaque en Vit C

. 78,8+ 7,8 161,02 = 7,8¢ 330,7+9,06%¢  311,1 £11,4°
(ug/g tissus)

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes £ erreur standard ; avec (n=7), (AP<0,05; 2P<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe HG ; (“P<0,05; ®P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HGP ; (“P<0,05 ; ¢P<0,01 ;’P<0,001) différence significative par rapport au
groupe HGC; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotique ; HGC : rats du
groupe hyper-gras+cannelle ; HGCP : rats du groupe hyper-gras~+cannelle+probiotique.

11.2.2.1.5.3 Effet sur ’oxydation des protéines (groupement thiols) plasmatique et
tissulaire

Les résultats de I’évaluation de 1’oxydation des protéines au niveau plasmatique
indiquent que I’ajout de cannelle et de probiotiques dans les régimes expérimentaux induit une
augmentation significative des groupements thiols (SH) cette derniére est évaluée a 37,78 % et
16,22 % pour les groupes HGC et HGCP, respectivement versus les groupes HG et HGP (Figure
63).

De méme, au niveau tissulaire 1’addition de la cannelle seule ou bien combinée aux
bactéries probiotiques offre une protection hautement significative contre 1’oxydation protéique
générée par le régime HG, ceci est indiqué par une amélioration apportée sur le taux des
groupement SH au niveau hépatique, ce qui se traduit par une augmentation de 99 % pour le
groupe HGC etde 23,5 %  pour le groupe HGCP au niveau hépatique, et ceux par rapport

aux deux groupes HG et HGP, respectivement.

Par ailleurs, une meilleure protection vis-a-vis de I’oxydation protéique est observée au
niveau cardiaque chez le groupe HGC, elle est évaluée a 194 %en comparaison au groupe HG.
Parallelement, 1’association cannelle/probiotique (HGCP) montre une augmentation
significative de 40 % des groupements thiols au niveau cardiaque versus le groupe HGP. Ceci
indique un effet protecteur de la supplémentation de la cannelle seule ou combinée aux

probiotiques vis-a-vis des altérations oxydatives protéiques.
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Figure 63:0xydation protéique plasmatique (umol/L) (A) et tissulaire (umol/g de tissus) (B), des rats
sous le régime hyper-gras, supplémenté de la poudre de cannelle combinée ou non aux probiotiques
apres 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGC. (*) Différence significative HGP vs HGCP. HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du
groupe hyper-gras +probiotiques ; HGC : rats du groupe hyper-gras+cannelle; HGCP : rats du hyper-gras
+cannelle+ probiotiques.

11.2.2.1.5.4 Effet sur de I’oxydation lipidique au niveau plasmatique et tissulaire

Les résultats d’appréciation des teneurs en TBARS sont indiqués dans la Figure ci-
dessous. On constate chez les deux groupes de rats HGC et HGCP, une réduction significative
de 59 % et de 40 % des taux de MDA plasmatique, et de 60 % et 52 % de la teneur en MDA
hépatique, alors qu’au niveau cardiaque cette réduction est de 62 % et de 56 % et ce on les

comparant aux deux groupes HG et HGP.
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Figure 64:0xydation lipidique (MDA) plasmatique (umol/L) (A) et tissulaires (umol/ g de tissus) (B)
des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté de la poudre de cannelle combinée ou non aux
probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGC. (*) Différence significative HGP vs HGCP. (*) Différence significative HGC vs HGCP. HG : rats
du groupe hyper-gras,; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotique; HGC : rats du groupe hyper-
gras+cannelle ; HGCP : rats du groupe hyper-gras~+cannelle+probiotique.

11.2.2.1.6 Effet contre la stéatose hépatique

L’examen macroscopique du foie des rats recevant le traitement la poudre de cannelle

et probiotique (HGC et HGCP) a montré I’absence des 1ésions hépatiques.

Par ailleurs, I’examen microscopique des foies des rats des deux groupes HGC et HGCP,
montre des coupes histologiques normales avec absence des gouttelettes lipidiques (Figure 65¢

et d) et ce en comparaison avec celui de groupe HG et HGP (Figure 65 a et b).
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Figure 65: Observation microscopique (X40) des sections histologiques des foies des rats traités par la
cannelle combinée ou non aux probiotiques aprés 16 semaines de traitement

a) foie des rats du groupe nourris au régime hyper-gras, présence un grand nombre de vacuoles lipidique (fleches
rouge) ; b) foies des rats nourris au régime hyper-gras supplémenté en probiotiques, diminution du nombre des
vacuoles lipidique (fleches vert) ; c¢) foie des rats du groupe HGC ; d) foie des rats du groupe HGCP une forte
diminution du nombre des vacuoles lipidique (fleches noir)

11.2.2.1.7 Effet sur le déséquilibre du microbiote intestinale

Afin d’estimer I’impact de cette plante associée ou non aux probiotiques sur la
composition du microbiote intestinal, nous avons isol¢, identifi¢ et dénombré, chez les quatre
groupes expérimentaux (HG, HGP, HGC et HGCP), certaines bactéries a Gram négatif et a
Gram positif et ceci au niveau fécal. L’identification au cours de ce protocole expérimentale a

été basée sur I’appréciation des caractéristiques morphologiques et biochimiques.
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11.2.2.1.7.1 Isolement, identification et dénombrement des entérobactéries sur milieu
Mac Conkey

L’examen macroscopique sur milieu Mac Conkey révele des colonies roses entourées
d’un halo opaque di a la précipitation des sels biliaires (annexe n° VIII). Cependant,
I’observation microscopique révele des cellules bactériennes sous forme de coccobacille et elle

dévoile une coloration Gram négative figure 66.

Figure 66: Observation microscopique (100X) des bactéries isolées sur Mac Conkey issues du
contenu fécal

L’identification de ces bactéries a été effectuée par le biais de la galerie I’ Api « Api 20
E ». Les résultats obtenus indiquent que la bactérie isolée possede les enzymes -galactosidase
(ONPG"), Lysine décarboxylase (LDC"), Ornithine décarboxylase (ODCY), mais elle est
dépourvue de I’Uréase (URE"), Tryptophane désaminase et Thiosulfate réductase (production
de H»S), cette bactérie peut utiliser le glucose et I'arabinose au cours de son métabolisme, par
contre elle n'utilise pas le citrate (CIT-) comme seule source de carbone et d'énergie mais elle
est également capable de produire de l'indole. L’ensemble de ces tests confirme que les

bactéries isolées sur Mac Conkey sont des especes d’E. coli (annexe n° VII).

Les résultats de dénombrement d’E. coli a Ty dans la matiere fécale ne révelent aucune
différence significative entre les quatre groupes HG, HGP, HGC et HGCP. En outre, les résultats
apres 16 semaines d’expérimentation (Tr) dévoilent une réduction significative de 19,43 % du
nombre d’E.coli chez les groupes ayant recu le régime HG incorporé de la poudre de cannelle
(HGC), et ceux en comparaison avec le groupe de rats sous régime HG. D’autre part une
réduction de 13,29 % du nombre d’E. coli est constaté chez les rats du groupe HGCP par rapport
au groupe de rats HGP (Figure 67)
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Figure 67: Dénombrement d’E. coli chez des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté de la
cannelle combinée ou non aux probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGC. (*) Différence significative HGP vs HGCP. (*) Différence significative HGC vs HGCP. HG : rats
du groupe hyper-gras; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HGC : rats du groupe hyper-
gras+cannelle ; HGCP : rats du groupe hyper-gras+ cannelle+ probiotiques.

11.2.2.1.7.2 Isolement, identification et dénombrement des bactéries a Gram positif sur
milieu BEA

Les bactéries isolées sur milieu BEA sont de petites tailles sans couleur, entourées d’un
halo noir (voir annexe n°® VIII). Par contre I’observation microscopique de ces bactéries indique

des cellules bactériennes sous forme de coque avec une coloration a Gram positif (Figure 68).

Figure 68: Observation microscopique (100X) des bactéries isolées sur BEA issues du contenu fécal

De plus, I’identification biochimique des bactéries isolées sur BEA montre que ces
derniéres sont caractérisées par une absence de la catalase, de I’oxydase, de ’ONPG et de

l'uréase Tableau 26. Les résultats concernant les caractéristiques morphologiques et
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biochimiques des bactéries isolées sur BEA sont en faveur de I'identification phénotypique du
genre Enterococcus sp. Les caractéristiques de cette identification est basée sur celles décrites
dans le manuel de Bergey de la bactériologie systématique (Kandler et Weiss, 1986) et dans

Procaryotes (Knauf et al., 1992).

Le dénombrement au niveau fécal de la bactérie présumée Enterococcus sp. a To
n’enregistre aucune différence significative entre les quatre lots de rats cités précédemment.
Cependant, aprés 16 semaines d’expérimentation on constate une réduction significative de la
charge bactérienne estimée a 22,72 % chez les groupes ayant recu le régime HG incorporé de
la poudre de cannelle (HGC), et ceux en comparaison avec le groupe HG. Aussi respectivement
une diminution de 11,23 % a ¢été distingué chez les rats du groupe hyper-gras cannelle

/probiotiques (HGCP) par rapport le groupe HGP (Figure 69).
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Figure 69:Dénombrement d’ Enterococcus sp. chez des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté de
la poudre de cannelle combinée ou non aux probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGC. () Différence significative HGP vs HGCP. (*) Différence significative HGC vs HGCP. HG : rats
du groupe hyper-gras,; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques; HGC : rats du groupe hyper-
gras+cannelle ; HGCP : rats du groupe hyper-gras+ cannelle+ probiotiques.

11.2.2.1.7.3 Isolement, identification et dénombrement des bactéries a Gram positif sur
milieu MRS

L’observation macroscopique réalisée sur les colonies bactériennes obtenues sur MRS
met en évidence des colonies de forme circulaires, moyennes, avec une surface lisse plus ou

moins bombées de couleur blanchatre (voir annexe n° VIII). L’examen microscopique laisse a
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percevoir la présence de cellules bactériennes de forme bacillaire, isolées ou disposées en amas

(Figure 70).

Figure 70: Observation microscopique (100X) des bactéries isolées sur MRS issues du contenu fécal

Les résultats des caractéristiques biochimiques des bactéries isolées sur MRS indiquent

que ces derniéres ne possedent pas de catalase, d’oxydase, d’ONPG mais elles contiennent

'uréase.

Les résultats concernant les caractéristiques morphologiques et biochimiques des

bactéries isolées sur MRS confirment ['identification phénotypique du genre Lactobacillus

sp., les critéres d’identification utilisés au cours de cette identification sont décrites dans le

manuel de Bergey de la bactériologie systématique (Kandler et Weiss, 1986) et dans

Procaryotes (Knauf et al., 1992).

Tableau 26: Caractéres macroscopiques, microscopiques et biochimiques des germes isolés de la
maticre fécale des rats sous régime hypergras traités par la cannelle associée ou non aux probiotiques

Mac Conkey BEA MRS
Colonies roses Petites colonies Colonies blanchatres
Macroscopique entourées d’'un hdlo  incolores d’un halo  1égérement
opaque noir allongées
. . Bacilles a Gram Coques a Gram Bacilles a Gram
Microscopique L . .
négatif positif positif
Catalase + - -
Oxydase - - -
ONPG + - -
Mannitol + + +
Mobilité + - -
TSI + NR NR
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Urée - -

Indole + - -

(+): Test positif ; (-) : Test négatif ; (NR) : Test non réalisé

Les résultats de dénombrement de Lactobacillus sp. a To indiquent aucune différence
significative entre les lots de rats (HG, HGC, HGP, HGCP) la numération apres 16 semaines de
consommation des différents régimes expérimentaux dévoile un accroissement significatif du
nombre de Lactobacillus sp. chez les rats constituant le groupe HGC en comparaison avec le

groupe HG cette élévation est estimée a 32,54 %.

La co-administration cannelle/probiotique rehausse de maniére hautement significative
de la charge de Lactobacillus sp en comparaison avec le groupe HGP, on note une augmentation
de 10,58 %. 11 va de méme pour le groupe de rat ayant regu le traitement cannelle/probiotique,
en effet une augmentation de 5 % par rapport au groupe HGC est constatée, néanmoins, celle-

ci reste non significative (Figure 71).
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Figure 71:Dénombrement de Lactobacillus sp. chez des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté
de la poudre de cannelle combinée ou non aux probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimes sous forme de moyennes + errveur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGC. (*) Différence significative HGP vs HGCP. (*) Différence significative HGC vs HGCP. HG : rats
du groupe hyper-gras; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques; HGG : rats du groupe hyper-
gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre+ probiotiques ; HGC : rats du groupe hyper-
gras+cannelle ; HGCP : rats du groupe hyper-gras+ cannelle+ probiotiques.
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11.2.2.2 Evaluation de I’effet préventif de gingembre (Zingiber officinale), combinée ou
non aux probiotiques vis-a-vis des cadio-complications associées a 1’obésité
nutritionnellement induite

11.2.2.2.1 Effet sur I’évolution poids corporel et le gain du poids

Au terme de I’étude le traitement basé sur [’utilisation du régime hyper-gras
supplémenté en poudre de gingembre (HGG) et du régime hyper gars supplémenté en poudre
de gingembre associée aux probiotiques (HGGP), réduit la masse corporelle des rats de maniére
significative en comparaison avec celle des rats constituant le groupe HG. Ces animaux atteints
un poids final de 432,28 + 16,36 g contre un poids final de 352,92+ 11,79 g et 377,21 £ 9,18 g
pour le groupe HGG et HGGP respectivement. Néanmoins aucune variation significative entre
ces deux derniers groupes n’est décelée. Parallelement, les résultats concernant le taux du gain
de poids obtenus apres 16 semaines de traitement, indiquent que la plus faible valeur est de
47,94 £ 5,83 % celle-ci est enregistré avec le groupe HGG. Cependant le groupe de rats sous

régime HGGP, présentent un taux de gain de poids évalué a 60,62 =+ 6,62 % (figure ci-dessous).
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Figure 72: Evolution du poids corporel et le gain de poids des rats nourris par le régime HG
supplément de la poudre de gingembre combiné ou non aux probiotiques pendant 16 semaines
d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes =+ erveur standard avec n=7). (*) Différence significative HG
vs HG, HGP, HGG et HGGP. (#) Différence significative HG vs HGP et HGG. HG : rats du groupe hyper-gras ;
HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HGG : rats du groupe hyper-gras+gingembre ; HGGP : rats du
hyper-gras +gingembre+ probiotiques
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11.2.2.2.2 Effet sur la prise alimentaire et ’apport calorique

Au cours de la présente expérimentation, les quatre groupes de rats sous régime HG,
HGP, HGG ou sous régime HGGP ont un apport énergétique de 350,03 + 13,72 kcal/semaine,
de331,88 + 13,98 kcal/semaine, de318,92 + 8,95 kcal/semaine et de 324,32 + 18,92
kcal/semaine, respectivement. Aucune différence significative n’est notée entre ces quatre
groupes. Il va de méme pour la nourriture ingérée, cependant ils présentent une quantité de
nourriture ingérée significativement inférieure en comparaison a celle des rats constituant le
groupe (ST), on note 47,06 + 0,59 g, 48,81 + 2,05 g, 44,28 + 1,66 et 47,70 £+ 2,78g Versus 72,55

+ 1.54 g, respectivement voir Figure 73.
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Figure 73: Nourriture ingérée (g) et Apport énergétique (Kcal) des rats nourris par le régime HG
supplémenté de la poudre de gingembre combiné ou non aux probiotiques durant les 16 semaines
d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGG. HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HGG : rats du groupe
hyper-gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembres et probiotiques

11.2.2.2.3 Effet sur le poids des organes

Apres 16 semaines d’expérimentation, le poids des organes chez les quatre groupes est
présenté dans le Tableau 27. Aucune variation significative du poids du cceur n’est constatée
entre les différents groupes expérimentaux. Cependant, le poids du foie des rats du groupe HGG
(8,97 £ 0,41g) et les rats du groupe HGGP (9,75 £0,42 g) est significativement inférieur a celui
des rats du groupe HG (10,94 + 0,92 g). Bien que cette différence demeure non significative.
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Le groupe de rats nourris au régime hyper-gras additionn¢ de la poudre de gingembre (HGQG)
présente une diminution estimée 71,61 % du poids de tissus adipeux cette diminution est
hautement significative en comparaison avec le groupe de rats qui recois le régime hyper-gras
(HG) on note 6,06 + 0,76 g vs 21,36 = 0,84 g respectivement. De méme, la combinaison
gingembre/probiotique (HGGP) diminuer d’une fagon hautement significative le poids du tissu
adipeux des rats avec un pourcentage de 22,2 %en comparaison avec le groupe HG supplémenté
en probiotiques (7,08 = 0,51g vs 10,03 + 1,03 g). Le poids des reins des rats du groupe HGG et
HGGP est significativement inferieure a celui du groupe HG (1,86 = 0,05g et 1,82 £ 0,19 g vs
2,28 £ 0,10 g). En revanche, aucune différence n’est constatée entre le groupe HG et HGP.
Aucune variation significative n’est observée pour le poids du cerveau de différents groupes, a
I’exception des rats HG qui présentent au terme de 1’étude un poids significativement different
de celui des rats HGGP (1,46 £ 0,09 g versus 1,71 £+ 0,03 g). Aussi Une augmentation hautement
significative de la masse des testicules des rats du groupes HG est constatée par rapport aux rats

des autres groupes (HGP, HGG et HGGP) voir Tableau 27.

Tableau 27: Poids des différents organes, des rats sous régime hyper-gras supplémenté du gingembre
associé¢ ou non aux probiotiques seul ou associée au probiotiques, prélevés (g) aprés 16 semaines
d’expérimentation

Groupes expérimentaux

Organes (g)
HG HGP HGG HGGP

Cceeur 1,08 0,05 1,03+ 0,01 0,98 0,01 1,04 +0,03
Foie 10,94 £ 0,92 10,27+ 0,41 8,97 £0,41* 9,75 +0,42
T. adipeux 21,36 + 0,84 10,03 +1,03¢ 6,06 +0,76¢ 7,80+ 0,51
Cerveau 1,46 + 0,09 1,64 + 0,05 1,66 + 0,06 1,71 £0,034
Riens 2,28+0,1 1,98 + 0,06 1,86 + 0,054 1,82 +0,194
Testicules 5,81 +0,48 3,26 +0,07¢ 3,18 +£0,14€ 3,65 + 0,06€

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes *+ erreur standard ; avec (n=7); (*P<0,05; BP<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe ST, (“P<0,05; P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG ; (“P<0,05 ; °P<0,01 ; 'P<0,001) différence significative par rapport au
groupe HGG ;HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HGG : rats du
groupe hyper-gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre+ probiotiques.

11.2.2.2.4 Effet sur les paramétres biochimiques plasmatiques
11.2.2.2.4.1 Effet sur les teneurs plasmatiques en glucose

La supplémentation de la poudre du gingembre seule ou bien combinée aux probiotiques

(HGG et HGGP) provoque une diminution hautement significative estimée a 53,27 % pour le
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groupe HGG vs HG, et une réduction de 78,40 % pour le groupe HGGP vs HGP. De plus, une
réduction significative est évaluée a 58.67 % chez rats constituant le groupe HGGP versus les

rats du groupe HGG. (Figure 74).

Glucose mHG  EHGP
120 - EHGG EHGGP
H#Hi#
1,00 - r \
T o0 .
0,80 - T
.
> 0,60 -
**k*
| —— |
0,40 -
0,20 - D
0,00 T T T )
HG HGP HGG HGGP

Figure 74: Teneur plasmatique en glucose des rats nourris par le régime HG supplémenté de la poudre
de gingembre combiné ou non aux probiotiques apres 16 semaines d’expérimentation en g/L

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGG. (*) Différence significative HGP vs HGGP. (*) Différence significative HGG vs HGGP. HG : rats du
groupe hyper-gras; HGP : rats du groupe hyper-gras -+probiotiques; HGG : rats du groupe hyper-
gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre+ probiotiques

11.2.2.2.4.2 Effet sur le profil lipidique plasmatique : triglycéride, cholestérol total, HDL
et LDL

Comme cité¢ précédemment dans le premier volet de cette partie de 1’é¢tude la
consommation quotidienne d’un régime riche en lipide pendant 16 semaines entraine une
perturbation lipidique du profil lipidique des rats Wistar ceci se traduit par une élévation des
taux plasmatique du cholestérol total, des triglycérides et les fraction lipoprotéines C-LDL ainsi
que par une diminution hautement significative des taux plasmatiques des fractions
lipoprotéiques en C-HDL, cette perturbation est légérement restaurée par 1’addition des

probiotiques au régime HG comme le montre la Figure 75.

Toutefois, I’incorporation de gingembre seul ou bien associ¢ aux probiotiques (HGG et
HGGP) provoque une diminution hautement significative au niveau plasmatique de la teneur
en triglycérides avec un pourcentage de 67,77 % pour le groupe HGG en opposition au groupe

HG et de 63,35 % pour le groupe HGGP en opposition avec le groupe HGP.
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La méme constatation est obtenue, une diminution hautement significative du taux de
cholestérol évaluée a 66,26 % est enregistré pour le groupe HGG et de 37,21 % pour le groupe
HGGP par rapport les deux groupes HG et HGP, respectivement (Figure 75).

Toutefois, I’incorporation du gingembre dans les régimes expérimentaux additionnés ou
non en probiotiques (HGG et HGGP), influence de mani¢re hautement significative la teneur
en C-LDL. En effet, cette derni¢re subit une diminution de 90,8 % par rapport au groupe HG et
de 85,56 %par rapport au groupe HGP, respectivement.

Parall¢lement, la supplémentation du gingembre associé ou non aux probiotiques (HGG
et HGGP) améliore le profil lipidique en termes de C-HDL (Figure 75), on a enregistré une
augmentation hautement significative de 147,25 % chez les rats ayant regus le régime hyper-
gras incorporé de gingembre (HGG) par rapport aux rats ayant ingéré le régime HG.
L’association gingembre probiotique (HGGP) augmente de maniére hautement significative le
taux du bon cholestérol (C-HDL) en comparaison avec le groupe de rats nourris par le régime

HG associé aux probiotiques HGP avec un taux de 85,56 %.
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Figure 75: Profil lipidique en triglycéride, cholestérol total, HDL et LDL en g/L des rats nourris par le
régime HG supplémenté de la poudre de gingembre combiné ou non aux probiotiques apres 16
semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes =+ erveur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGG. (*) Différence significative HGP vs HGGP. (*) Différence significative HGG vs HGGP. HG : rats du
groupe hyper-gras; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotique; HGG : rats du groupe hyper-
gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre+probiotique
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11.2.2.2.4.3 Effet sur les lésions hépatiques évalués par les taux des transaminases (ASAT
et ALAT)

Le régime hyperlipidique provoque des 1ésions hépatiques appréciées par les taux
plasmatiques ¢élevés des transaminases (ASAT et ALAT). Néanmoins, 1’incorporation du
gingembre combiné ou non aux probiotiques (HGG et HGGP) restaure ces lésions en
provoquant une diminution des taux enzymatiques évaluée a 63,76 £ 0,69 Ul/mL et 52,26 +
2,59 Ul/mL pour les ASAT et de 61,18 £+ 2,45 Ul/mL et73,16 = 2,87UIl/mL pour les ALAT,
pour les groupes HGG et HGGP respectivement versus le groupe HG (Tableau 28).

11.2.2.2.4.4 Effet sur le taux en acide urique, urée et protéine totale au niveau
plasmatique

Le régime hyper-gras induit une diminution des niveaux plasmatiques d’acide urique,
d’urée et de protéines totale. Cependant, I’incorporation de la poudre de gingembre au régime
hyper-gras provoque une diminution significative de la concentration en acide urique en urée
et en protéine totale, évaluée a 51,85 %, 54,46% et 35,6% dans 1’ordre par rapport au groupe
HG.

La méme tendance est observée avec laco-administration gingembre/probiotique celle-
ci induit une diminution de la teneur en acide urique, urée et en protéines totale d’une manicere
significative celle-ci est estimée a 32,56 % pour I’acide urique de 24,43 %pour 'urée et de

13,63 %pour les protéines totales, en comparaison avec le groupe HGP.

Tableau 28: Activités enzymatiques (UI/L) des ASAT et ALAT, Acide urique (mg/L), urée (g/L) et
protéine totale (g/L) des rats nourris par le régime HG supplémenté de la poudre de gingembre combiné
ou non aux probiotiques aprés 16 semaines d’expérimentation

Groupes expérimentaux

Paramétres

HG HGP HGG HGGP
ASAT(UI/mL) 114,36 + 3,18 85,01 +1,87€ 63,76 £ 0,69C ¢ 52,26 +2,59¢
ALAT(UI/mL) 101,85 £3,85 86,91 £5,08% 61,18 £2,45C¢ 73,16 £2,87
Acide urique (mg/L) 38,55+£0,47 29,71 +1,40¢ 18,56 £ 0,69 ¢ 20,03 +0,90°
Urée (g/L) 2,44 + 0,08 1,63 £0,10¢ 1,11 £0,03C¢ 1,24 £0,01°
Protéine totale (g/L) 5,75+ 0,39 4,54 0,204 3,70 + 0,28€ 3,92 +0,29

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes * erveur standard ; avec (n=7); (*P<0,05; BP<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe ST ; (“P<0,05; ®P<0,01; °P<0,001) différence
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significative par rapport au groupe HG ; (“P<0,05 ; ¢P<0,01 ; '/P<0,001) différence significative par rapport au
groupe HGG; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotique ; HGG : rats du
groupe hyper-gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre-+probiotique.

11.2.2.2.5 Effet sur les paramétres oxydatifs au niveau plasmatique et tissulaire
11.2.2.2.5.1 Effet sur le pouvoir réducteur total au niveau plasmatique et tissulaire

Les résultats du pouvoir réducteur sont représentés dans la Figure 76, ces derniers
montrent que le régime hyper-gras influence de maniére significative le pouvoir réducteur
¢valué par la technique FRAP au niveau plasmatique et tissulaire. En effet, les rats recevant le
régime hyper-gras présentent un pouvoir réducteur, plasmatique ou tissulaire, significativement

inférieur a celui des autres groupes a savoir le groupe HGP, HGG et HGGP.
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Figure 76:Pouvoir réducteur total au niveau plasmatique (umol/L) (A), et tissulaire (umol/g de tissus)
(B) des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté de la poudre de gingembre combiné ou non aux
probiotiques apres 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP, HGG et HGGP. (*) Différence significative HGP vs HGGP. (*) Différence significative HGG vs HGGP.
HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotique ; HGG : rats du groupe hyper-
gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre+probiotique.

L’administration de la plante seule ou associée aux probiotiques augmente de maniere
hautement significative le pouvoir réducteur plasmatique, au terme de 1’é¢tude un taux
d’augmentation de 71,46 % pour le groupe HGG versus HG et de 31,26 % pour le groupe HGGP
versus HGP est enregistré. Il va de méme pour le pouvoir réducteur tissulaires, ce dernier est
rehaussé de 178,08 %pour le groupe HGG et de 57 % pour le groupe HGGP au niveau

hépatique, alors qu’au niveau cardiaque une augmentation de 176,38 % est constatée avec le
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groupe HGG. Le groupe HGGP présente, quant a lui, une augmentation du pouvoir réducteur
cardiaque de 35,41 %.

I1 est important de noter que la combinaison gingembre/probiotique diminue le pouvoir
antioxydant totale au niveau plasmatique, hépatique ainsi que cardiaque et ce avec des taux de
12,19%, 13,85% et 8,9 %, respectivement. Ceci est constaté en comparaison avec le groupe de
rats nourris par le régime HG associée au gingembre seul, cependant cette différence reste non

significative

11.2.2.2.5.2 Effet sur la teneur en vitamine C plasmatique et tissulaire

Les résultats présentés dans le Tableau 29, indiquent que I’incorporation du gingembre
combiné ou non aux probiotique au régime HG, améliore significativement les concentrations
plasmatiques en vitamine C, cette amélioration est estimée par un pourcentage d’augmentation
de 111,69% pour les rats du groupe HGG en opposition aux rats du groupe HG et de 53,47 %
chez le groupe HGGP en opposition aux rats du groupe HGP.

En paralléle, nos résultats signalent que les concentrations en vitamine C au niveau
hépatique aussi bien chez les groupes de rats HGG que chez les rats recevant un HGGP, sont
supérieures et de manicre hautement significative a celles des rats des deux groupes HG et HGP.
En effet, on note des teneurs de I’ordre de 557,98 + 27,96 et 643,68 = 30,49 ug/g de tissus,

respectivement voir tableau ci-dessous.

L’incorporation de la plante seule ou associée aux probiotiques induit des variations des
taux de vitamines C constatées au niveau cardiaque. Les résultats du dosage de la vitamine C
au niveau de ce tissu, montrent des teneurs en vitamine C de (303,88 + 8,54 ug/g de tissu) pour
le groupe de rats HGG cette derniére est hautement supérieure et de manicre significative a
celle remarquée chez les rats HG (78,8+7,8 ug/L). Aussi Co-traitement gingembre /
probiotiques (HGGP) montre une augmentation hautement significative du contenu en vitamine
C cardiaque de (339,94 + 8,36 g/g de tissus) par rapport aux rats nourris par le régime HGP
(161,02+7,8 ug/L).

Bien que la teneur en vitamine C soit rehaussée chez les rats du groupe HGGP, cette
teneur reste cependant statistiquement non significative par rapport aux rats du groupe HGG.
Il est a noter que les rats de ce groupe présentent une augmentation de 75,33 %au niveau

hépatique et de 11,86 % au niveau cardiaque.
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Tableau 29: Teneurs plasmatique (ug/L), et tissulaires (ug/g de tissus) en vitamine C des rats nourris
par le régime HG supplémenté de la poudre de gingembre combiné ou non aux probiotiques apres 16
semaines d’experimentation

Groupes expérimentaux

Paramétres HG HGP HGG HGGP

vt gu(:gzjmaﬁque M 249+3] 37,6+ 1,67 52,8+ 1400 47,7420
gegfg’;;’t’gs’zsq”e enVit 16421214 369,01 £26,06€  557,9+£27,9%¢  643,6+ 30,4°
Teneur cardiaque en Vit 40 ¢, 7 ¢ 161,02£7,8°  303,8+£85%¢  339,0+83¢

C(ug/g tissus)

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard ; avec (n=7), (AP<0,05; 2P<0,01 ;
CP<0,001) différence significative par rapport au groupe ST ; (“P<0,05; ®P<0,01; °P<0,001) différence
significative par rapport au groupe HG ; (“P<0,05 ; ¢P<0,01 ; /P<0,001) différence significative par rapport au
groupe HGG ; HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques ; HGG : rats du
groupe hyper-gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre+ probiotiques.

11.2.2.2.5.3 Effet sur ’oxydation des protéines (groupement thiols) plasmatique et
tissulaire

La supplémentation du gingembre combiné ou non aux probiotiques exerce un effet
protecteur vis-a-vis des altérations oxydatives protéiques. Ceci est reflété¢ par des teneurs
importantes au niveau plasmatique des groupements thiols estimées a 601,99 + 26,24 et 511,17
+ 10,35 umol/L pour les deux groupes de rats recevant le régime hyper-gras enrichi en poudre
de gingembre (HGG) et en probiotiques (HGGP), respectivement.

De méme, les résultats obtenus aprés 16 semaines d’expérimentation indiquent une
différence hautement significative dans les concentrations en groupements thiols au niveau du
foie lors de I’addition de la poudre du gingembre, celle-ci est marquée par une augmentation
estimée a 96,57 % par rapport au groupe HG. Il va de méme pour le groupe de rats sous régime
hyper-gras supplémenté en gingembre et en probiotiques, en effet cette synergie améliore la
protection hépatique contre les altérations oxydatives protéiques un taux de protection évaluée
a 24,69 % est constaté par rapport au groupe HGP.

Une meilleure protection cardiaque est remarquée avec les deux groupes de rats HGG
et HGGP, celle-ci est estimée par un pourcentage d’augmentation de 163,38 % chez le groupe
HGG et de 34,14 % chez le groupe HGGP en opposition avec les groupes HG et HGP,

respectivement (Figure 77).
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Figure 77: Oxydation protéique plasmatique (umol/L) (A) et tissulaire (umol/g de tissus) (B), des rats
sous le régime hyper-gras, supplémenté de la poudre de gingembre combiné ou non aux probiotiques
apres 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGG. () Différence significative HGP vs HGGP. HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du
groupe hyper-gras +probiotiques ; HGG : rats du groupe hyper-gras+ gingembres ; HGGP : rats du hyper-gras
+gingembre+ probiotiques.

11.2.2.2.5.4 Effet sur de I’oxydation lipidique au niveau plasmatique et tissulaire

Les résultats d’estimation des teneurs en malondialdéhyde (MDA) sont représentés dans
la figure78, ces derniers montrent que le régime hypergras élaboré au cours de cette étude
génere une oxydation lipidique importante et ceux au niveau plasmatique et tissulaire chez les

rats du groupe HG.

Parallelement, Au cours de cette expérimentation le traitement basé sur 1’incorporation
du gingembre combiné ou non aux probiotiques réduisent de manicre hautement significative
le taux des MDA plasmatiques des rats Wistar engendrés par le régime hyper-gras. On note
respectivement une teneur de (3,67 £+ 0,18 umol/L versus 9,11 £ 0,40 umol/L) ceci se traduit
par diminution de 59,68 % en opposition au groupe HG.

L’addition des probiotiques au régime HG associé¢ au gingembre induit une diminution
de la teneur en MDA plasmatique évaluée a 3,27 = 0,39 umol/L versus la teneur en MDA du
groupe HGP avec une valeur de 5,52 £ 0,55 umol/L. Cette diminution est estimée en

pourcentage a 40,67 %.
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Les résultats obtenus indiquent clairement que 1’effet préventif de la co-administration
gingembre/probiotiques, sur 1’oxydation lipidique plasmatique, est plus importante que le
traitement basé sur 1’utilisation du gingembre seul. Cette protection est appréciée par une
réduction des taux des MDA de 10,73 % chez le groupe HGGP versus HGG (Figure 78),

cependant elle reste statistiquement non significative.
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Figure 78: Oxydation lipidique (MDA) plasmatique (umol/L) (A) et tissulaires (umol/ g de tissus) (B)
des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté de la poudre de gingembre combiné ou non aux
probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGG. (%) Différence significative HGP vs HGGP. (*) Différence significative HGG vs HGGP. HG : rats
du groupe hyper-gras; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotiques; HGG : rats du groupe hyper-
gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras +gingembre+ probiotiques

De maniere similaire, les résultats d’évaluation des taux des MDA tissulaires représentés
dans la figure ci-dessous montrent une diminution hautement significative des teneurs en MDA
tissulaires des rats constituant les groupes HGG et HGGP, vis-a-vis des rats constituant les
groupes HG et HGP. Aprés 16 semaines d’expérimentation, on enregistre une réduction
hépatique de 70,23 % et cardiaque de 68,17 % chez les rats recevant le régime hypergras

incorporé de gingembre (HGG) et ceci en les opposant au groupe HG.

La supplémentation basée sur la combinaison gingembre/probiotiques induit une
diminution hautement significative des taux de MDA, que ce soit au niveau hépatique 66,64 %
ou bien au niveau cardiaque 67,11 %comparée a la supplémentation a base de probiotique seul
(HGP). Il semblerait que la plante seule ou combinée aux probiotiques, exerce une action cardio

et hépato-protectrice vis-a-vis des oxydations lipidiques. Toutefois, il est important de noter que
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cette co-administration a un effet préventif accentué, vis-a-vis de la formation des lipides

oxydés, au niveau tissulaire qu’au niveau plasmatique.

11.2.2.2.6 Effet contre la stéatose hépatique

Apres 16 semaines de traitement par la poudre de gingembre combinée ou non aux
probiotiques, les foies des rats du groupes HGG et HGGP ont été observées

macroscopiquement, cette observation n’a révélé aucune lésion au niveau de cette organe

Les coupes histologiques des foies des rats nourris au régime HGG et HGGP présentent
un tissu normal avec absence de toutes forme de vacuoles lipidiques (Figure 79 c et d) en
comparaison avec les foies des rats constituant les deux groupes de rats HG et HGP (Figure 79
a et b). Il semblerait que la poudre du gingembre seule ou combinée aux probiotiques exerce
une action protectrice vis-a-vis I’accumulation des lipides au niveau des cellules hépatocytaires

induisant ainsi une inhibition de la formation des vacuoles lipidiques.
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Figure 79: Observation microscopique (X40) des sections histologiques des foies des rats traités par le
gingembre combiné ou non aux probiotiques aprés 16 semaines de traitement
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a) foie des rats du groupe nourris au régime hyper-gras, présence un grand nombre de vacuoles lipidique (fleches
rouge), b) foies des rats nourris au régime hyper-gras supplémenté en probiotiques, diminution du nombre des
vacuoles lipidique (fleches vert) ; c¢) foie des rats du groupe HGG ; d) foie des rats du groupe HGGP une forte
diminution du nombre des vacuoles lipidique (fleches noir)

11.2.2.2.7 Effet sur le déséquilibre du microbiote intestinal

L’évaluation de D’effet du gingembre en poudre associé ou non aux bactéries
probiotiques sur le déséquilibre du microbiote intestinal provoqué par le régime hyper-gras des
rats Wistar, a réalisée par un isolement, une identification et un dénombrement au niveau fécal
comme cités précédemment. de certaines bactéries intestinales a Gram négatif chez les

différents groupes expérimentaux HG, HGP, HGG et HGGP.

11.2.2.2.7.1 Isolement, identification et dénombrement des entérobactéries sur milieu
Mac

Sur un milieu de culture Mac Conkey, 1’aspect macroscopique des colonies apparaissent
de couleur rose, sont généralement rondes, convexes et lisses. Elles peuvent avoir un aspect
humide ou brillant. En outre, une caractéristique distinctive de ces colonies sur le milieu Mac
Conkey est la présence d'une zone ou halo autour. Cela est di a la production d'acide et a la
précipitation des sels biliaires contenus dans le milieu, formant cette zone opaque (annexe n°
VIII). L’observation microscope de ces bactéries est de forme coccobacilles a Gram négatif

(Figure 80)
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Figure 80: Observation microscopique (100X) des bactéries isolées sur Mac Conkey issues du
contenu fécal

Les résultats d’identification biochimique effectués sur la galerie APl 20 E obtenus
indiquent que les bactéries isolées sur Mac Conkey contenaient les enzymes galactosidase
(ONPG"), lysine décarboxylase (LDC™) et ornithine décarboxylase (ODC"), mais dépourvue
I’uréase (URE"), de tryptophane désaminase et de thiosulfate réductase (produit du H»S). Ainsi,

cette espece utilise le glucose et I'arabinose comme sources, par contre elle n'utilise pas le citrate
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(CIT-) comme seule source de carbone et d'énergie mais est également capable de produire de
l'indole exporté. Les résultats de chacun de ces tests ont confirmé que les bactéries isolées sur
Mac Conkey est E. coli. Le logiciel de reconnaissance "UPBM" (lab.upbm.org) a été utilisé

pour interpréter ces résultats annexe VII.

A To les résultats de dénombrement d’E. coli au niveau fécal ne présente aucune
différence significative entre les quatre lots expérimentaux (HG, HGP, HGG et HGGP). Apres
16 semaines d’expérimentation, le régime hyper-gras additionné du gingembre seul réduit de
manicre significative le nombre d’E. coli de 22,48 % avec une charge bactérienne de 3,78+ 0,07

log10 UF(C/g en comparaison au groupe HG.

Aussi, la co-administration gingembre/probiotique chez les rats sous régime hyper-gras
induit une diminution des concentrations d’E. coli au niveau fécal. Cette diminution est estimée
a 13,68 % en comparaison avec le groupe de HGP. Cependant, le traitement basé sur
I’association du gingembre/probiotique réduit le nombre de cette population de 5,73 % par

rapport au groupe HGG (Figure 81).
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Figure 81: Dénombrement d’E. coli chez des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté de la poudre
de gingembre combiné ou non aux probiotiques apres les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimes sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP. (¢) Différence significative HGP vs HGGP. HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-
gras +probiotiques ; HGG : rats du groupe hyper-gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras + gingembre+
probiotiques
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11.2.2.2.7.2 Isolement, identification et dénombrement des bactéries a Gram positif sur
milieu BEA

L’apparence des colonies sur le milieu BEA en taille petites, mais elles sont
généralement rondes, convexes et lisses. Elles sont souvent de couleur noire a trés foncée, en
raison de la réaction d’hydrolyse de I'esculine présente dans le milieu, ce qui produit du glucose
et de I'esculétine. En présence de fer dans le milieu, 1'esculétine réagit avec le citrate ferrique
pour former un précipité noir caractéristique autour des colonies (annexe VIII). L’examen

microscopique de ces bactéries apparait des coques a Gram positif (Figure 82).

Figure 82: Observation microscopique (100X) des bactéries recherchées sur BEA issues du contenu
fécal

Les résultats de 1’identification biochimique des bactéries isolées sur BEA indiquent que
ces dernicres sont caractérisées par une absence de la catalase, de ’oxydase, de I’ONPG et de
I'uréase Tableau 30. Les résultats concernant les caractéristiques morphologiques et
biochimiques des bactéries isolées sur BEA sont en faveur de I'identification phénotypique du
genre Enterococcus sp. Les caractéristiques de cette identification est basée sur celles décrites
dans le manuel de Bergey de la bactériologie systématique (Kandler et Weiss, 1986) et dans

Procaryotes (Knauf et al., 1992).

A Ty on constate que le dénombrement d’Enterococcus sp. dans les quatre lots de rats
(HG, HGP, HGG et HGGP) ne présente aucune différence significative. Cependant, apres 16
semaines de la supplémentation du gingembre au régime hyper-gras on remarque une
diminution de maniére significative (22,72 %) de la population d’Enterococcus sp. en

comparaison avec le groupe de rat nourris par le régime HG.

De plus, la combinaison gingembre/probiotique chez les rats sous régime hyper-gras
provoque une diminution des concentrations d’Enterococcus sp. Cette diminution est estimée a

4,33 % en comparaison avec le groupe de HGP. Néanmoins, le traitement combiné
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gingembre/probiotique réduit le nombre de cette population de 3,61 % par rapport au groupe

HGG (Figure 83).

Enterococcus sp. mHG BHGP
BHGG BHGGP

#
45 A ——

3,5 1

Log,, UFC/g

HG HGP HGG HGGP

Figure 83: Dénombrement d’ Enterococcus sp. chez des rats sous le régime hyper-gras, supplémenté
de la poudre de gingembre combiné ou non aux probiotiques aprés les 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP et HGC. (*) Différence significative HGP vs HGCP. (*) Différence significative HGC vs HGCP. HG : rats
du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-gras +probiotique ; HGC : rats du groupe hyper-gras+
cannelle ; HGCP : rats du groupe hyper-gras+ cannelle+ probiotique.

11.2.2.2.7.3 Isolement, identification et dénombrement des bactéries a Gram positif sur
milieu MRS

Macroscopiquement ’apparence des colonies sur milieu MRS de différentes tailles,
généralement petites a moyennes, et peuvent étre rondes ou légerement irrégulieres. Elles sont
souvent convexes avec une surface lisse et réguliere, de couleur souvent blanche créme a
jaunatres (annexe VIII). Cependant, les bactéries trouvées dans le MRS étaient des bacilles a

Gram positif (Figure 84).
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Figure 84: Observation microscopique (100X) des bactéries recherchées sur MRS issues du contenu
fécal

164



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE II : RESULTATS -ETUDE IN-VIVO

Les caractéristiques biochimiques des bactéries isolées sur MRS (Tableau 30), qui
manquent de l'enzyme catalase, de I'enzyme oxydase et de I'enzyme ONPG, mais possedent
l'uréase, comme indiqué dans le tableau ci-dessous. L'identification phénotypique de
Lactobacillus sp. est confirmée par tous les résultats concernant les caractéristiques
morphologiques, biochimiques des bactéries isolées sur MRS. Il en est de méme pour les
caractéristiques d'identification mentionnées dans le manuel de Bergey de la bactériologie

systématique et dans Procaryotes (Kandler et Weiss, 1986).

Tableau 30: Caractéres macroscopiques, microscopiques et biochimiques des germes isolés de la
matiére fécale des rats traités par la cannelle associée ou non aux probiotiques et nourris un régime
hyper-gras

Mac Conkey BEA MRS
Colonies roses Petites colonies . A
) , ; R . ; R Colonies blanchétres
Macroscopique entourées d’un halo  incolores d’un halo L .
i légerement allongées
opaque halo noir
. ) Bacilles a Gram Coques a Gram Bacilles a Gram
Microscopique L oy ..
négatif positif positif
Catalase + - -
Oxydase - - -
ONPG + - -
Mannitol + + +
Mobilité + - -
TSI + NR NR
Urée - - +
Indole + - -

(+): Test positif ; (<) : Test négatif ; (NR) : Test non réalisé

Le dénombrement de Lactobacillus sp. a temps initial ne dévoile aucune différence
significative entre les quatre groupes expérimentaux (HG, HGP, HGG et HGGP). En revanche,
a Tr les résultats du dénombrement des Lactobacillus sp. effectué chez le groupe de rats sous
régime HGG indiquent une augmentation significative de la concentration bactérienne en
comparaison avec le groupe HG (3,62 0,02 versus 2,62 £ 0,09 logio UFC/g), cette

augmentation est estimée a 32,54 % (Figure 85).
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Parall¢lement, le traitement combiné gingembre/probiotique (HGGP) chez les rats sous
régime hyper-gras augmente le nombre des Lactobacillus de fagon hautement significative par
rapport au groupe HGP, on note une concentration de (3,80 £ 0,04 versus 3,33 = 0,03 logio
UFC/g), cette augmentation est évaluée a 14,10 %. D’autre part, la co-administration

gingembre/probiotique augmente significativement le nombre des lactobacillus sp. a 4,87 %en

comparaison avec le groupe HGG (Figure 85).
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Figure 85: Effet du gingembre seul ou associ¢ aux probiotiques sur la charge bactérienne des
Lactobacillus sp.au niveau fécal aprés 16 semaines d’expérimentation

(Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + erreur standard avec n=7). (#) Différence significative HG
vs HGP. (*) Différence significative HGP vs HGGP. HG : rats du groupe hyper-gras ; HGP : rats du groupe hyper-
gras +probiotiques ; HGG : rats du groupe hyper-gras+gingembre ; HGGP : rats du hyper-gras + gingembre+

probiotiques.
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Chapitre III:  Discussion

III.1 Evaluation In Vitro de I’activité antibactérienne et antioxydante des extraits issus
des plantes médicinales étudiées

Actuellement, prés de la moitié des médicaments que nous utilisons ont une composition
d’origine naturelle et le quart renferme des extraits ou des molécules bioactives provenant
directement des plantes médicinales. Ainsi, par I’intermédiaire des médicaments de synthése ou
d’hémi-synthése autant que par le biais de la phytothérapie, les plantes constituent le mode de
traitement le plus répondu dans le monde, y compris dans les pays occidentaux (Ladoh et al.,
2014). Dans I’arsenal des plantes médicinales formant une source naturelle des ces molécules
bioactives, on trouve la cannelle et le gingembre. Tous deux des éléments essentiels de la
médecine ayurvédique, ainsi que I’armoise blanche trés utilisée en pharmacopée traditionnelle
depuis la nuit des temps (Han et al., 2013 et Beejmohun et al., 2014). Ces derniéres sont
cratérisées par plusieurs vertus phytothérapeutiques (Ranasinghe et al., 2013). Cependant, il a
été¢ établi que ’efficacité phytothérapique et/ou pharmaceutique d’une plante médicinale,
repose essentiellement sur 1’aspect qualitatif et quantitatif de I’extrait issu de cette plante
(Giilcin et al., 2011). Dans ce contexte, I’objectif de cette premicre partie de 1’étude s’intéresse
dans un premier temps a évaluer 1’effet du solvant d’extraction sur la composition et la teneur
en composés phénoliques issus des trois plantes médicinales : cannelle (Cinnamomum
zeylanicum), gingembre (Zingiber officinale) et armoise blanche (Artemisia herba alba Asso.)
et dans un deuxiéme temps a déterminer et cribler I’extrait le plus riche en polyphénols et en
flavonoides ayant 1’activité antioxydante et antibactérienne la plus importante et ce dans
I’optique de I’exploiter dans les stratégies de lutte et de prévention vis-a-vis des pathologies a

stress oxydatif et infectieuses.
II1.1.1 Analyse phytochimique des composés phénoliques

Le résultat du rendement en polyphénol d’extrait éthanolique de la cannelle obtenu au
cours de cette présente €tude (9,42 + 0,29 % ) differe de celui de Kamath et al., (2003), ces
derniers indiquent un rendement de 15,30 % et ce aprés avoir réalisé une extraction des
composés phénoliques de la cannelle en utilisant 1’éthanol comme solvant et la macération
comme technique d’extraction, cependant la durée d’extraction utilisée par ces auteurs est de
72 h au lieu de 24 h.

D’apres la recherche menée par Ervina et ses collaborateurs., (2016), I’extraction des
composés phénoliques de C. zeylanicum par infusion a 90°C pendant 20 min sans agitation,

donne un rendement de 18.83%. Cependant Santiago-Adame et al., (2015), signalent un
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rendement en polyphénols d’environ 4,75%. Ces chercheurs ont utilisé la méme technique que
Ervina et son équipe, a savoir une infusion de C. zeylanicum a 80 °C et sous agitation continue
pendant 10 minutes.

Dans une autre investigation menée sur les activités antioxydantes et antimutagéniques
de I’écorce de cannelle, I’extraction des composés phénoliques, en utilisant le méthanol comme
solvant d’extraction, réveéle un rendement nettement supérieur, évalué a 4.99 + 1.31%, en
comparaison avec les rendements obtenus en utilisant 1’éthyle acétate et I’acétone comme
solvants d’extraction, on note 1.87 = 0.18 % et 1.74 + 0.78 % respectivement. Ces rendements
sont treés inférieurs a ceux enregistrés au cours de notre étude, cette différence pourrait
s’expliquer par le fait que la technique d’extraction utilisée par ces auteurs est la technique de
soxhlet et non pas la macération (Jayaprakasha et al., 2007).

L’extrait éthanolique du gingembre quant & lui présente un rendement d’extraction
nettement supérieur (5,73 £+ 0,33 %), a celui obtenu par Oke et al., (2019). Ils rapportent un
rendement d’extraction de 2%, malgré qu’ils aient utilisé la méme technique et le méme solvant
que ceux utilisés durant cette présente étude. Toutefois, le rhizome du gingembre utilisé par
Okea était pelé et frais. Ce résultat est confirmé par une autre étude, ou le rendement
d’extraction de gingembre est de 2,96 % (K. An et al, 2016). Cependant, un rendement
supérieur d’un extrait hydroalcoolique du rhizome de gingembre, évalué a 25.26 % , est indiqué

par Thiraphatthanavong et ses collaborateurs., (2014).

Les résultats de I’extraction des composés phénoliques de 1’armoise blanche montrent
des différences par rapport a ceux obtenus dans 1’étude de Lim et al., (2013). Cet auteur indique
que les meilleurs rendements sont obtenus en utilisant un solvant plus polaire, éthanol/eau 50%,
(v/v), ce dernier donne a un rendement de 15.8 % comparativement a 1’éthanol pur et a 70 %
(v/v), qui ont respectivement enregistré des rendements de 10.4 % et de 15.2 %. Alors que les
rendements obtenus au cours de cette présente étude sont 6,75 + 0, 36 %, 7,89+ 0,31 % et 12,14

+ 0,20 % pour les extraits méthanolique, éthanolique et aqueux respectivement.

Toutefois, la comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature se révele complexe
étant donné que le rendement est un concept relatif étroitement lié aux conditions
expérimentales dans lesquelles I’extraction a été effectuée, essentiellement la méthode, les
solvants utilisés, la température et la durée d’extraction. Ces facteurs exercent une influence
significative sur le contenu globale en polyphénols (Ghasemzadeh et al., 2010). De plus, il
est largement admis que les variations des rendements d’extraction pourraient &tre

attribuées non seulement a la polarité du solvant utilisé¢, qui impacte la solubilité des
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composé€s phénoliques, mais aussi a la polarité¢ intrinséque des composés phénoliques
présents dans 1’extrait (Ryan et al., 1999 ; Naczk et Shahidi, 2004 ; Conde et al., 2009 ; Felhi
et al., 2017).

Les résultats de la quantification des polyphénols obtenus au cours de cette étude
concordent avec ceux mis avant par Przygodzka et al., (2014), ces deniers rapportent que
I’extrait éthanolique de la cannelle présente I'une des concentrations les plus élevées en
composés phénoliques parmi les extraits d’épices, en comparaison notamment avec I’extrait
¢thanolique du gingembre (140,8 a 170,4 mg EAG/g de MS versus 2,2 a 10,8 mg E AG/g de
MS). Ce constat est également rapporté par Lu et al., (2011) dans leur étude. Les teneurs en
polyphénols de I’extrait éthanolique de la cannelle et du gingembre obtenus par cette équipe est
de 45,24 + 2,41 et de 9,20 £ 0,50 mg EAG/ g de MS respectivement, toutefois ces teneurs
demeurent inférieures aux teneurs obtenues au cours de cette présente étude (855,89 + 4,14
EAG/g de MS). Cette divergence est liée aux conditions d’extraction utilisées par Lu et ses
collaborateurs, ces derniers ont réalisé une extraction par macération dans de 1I’éthanol a 60°,
sur une durée de 24 heures et a une température de 35 C°. Par ailleurs dans une étude
comparative des propriétés antioxydantes et du contenu phénolique total réalisée sur 30 extraits
issus de plantes a intérét industriel, les quantités en polyphénols de I’extrait aqueux issu de la
cannelle et du gingembre sont respectivement de 309,23 + 0,05 et 26,18 + 0,23 mg EAG/g de
MS (Dudonne et al., 2009).

Les résultats concernant les teneurs en composés phénoliques de I’extrait méthanolique
de la cannelle obtenus au cours de notre étude est considérablement plus élevés que ceux
signalés par Mathew et Abraham, (2006), avec des valeurs de 825,30 & 36,02 versus 289,0 +
2,2 mg EAG/g de MS. Cependant ces investigateurs ont utilisé le méthanol comme solvant
d’extraction. En effet, la polarité du solvant peut influencer considirabelement la teneur en
composés phénoliques de I’extrait. Ceci est confirmé par Tohma et al., (2017). Ces derniers
indiquent que D’extrait ¢éthanolique du gingembre est 1’extrait le plus riche en composés
phénoliques et flavonoides, avec une teneur de 137,5 ng /mg d’EAG pour les polyphénols et de
25,1 ng /mg d’EQ pour les flavonoides, par rapport a 1’extrait aqueux, celui-ci présente des
valeurs inferieures de 1’ordre 52,8 ng /mg d’EAG pour les teneurs en polyphénols et de 3,9 pg
/mg d’EQ pour les flavonoides.

Nos résultats de quantification des composés phénoliques de 1’extrait méthanolique de

I’armoise blanche sont similaires a ceux obtenus par Megdiche-Ksouri et al., (2015) (158,23
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+ 7,2 mg EAG/g de MS) par contre la teneur en polyphénols de leur extrait aqueux (10,63 +
2,16 mg EAG/g de MS) est largement inférieure a celle rapportée par notre étude (52,44 + 0,99
mg EAG/g de MS). Cependant, les teneurs en flavonoides de I’extrait méthanolique et aqueux
rapportées par Megdiche-Ksouri et al., (2015) sont largement supérieures (175,23 + 7,2 et
63,81 + 0,52 mg EC/g de MS, respectivement) a celles obtenues a partir de nos extraits (47,97
+ 0,32 mg EQ/g de MS pour I’extrait méthanolique et 31,86 = 0,80 mg EQ/g de MS pour
I’extrait aqueux). Des études ont montré que les solvants polaires comme le méthanol et
I'éthanol permettent une meilleure extraction des composés phénoliques que les solvants moins

polaires (Mohsen & Ammar, 2009).

En opposant nos résultats a ceux de la littérature, il est clair qu’il existe des divergences
entre les teneurs en polyphénols et flavonoides obtenues et celles évoquées par les littératures.
Ceci peut trouver son explication dans le fait que les méthodes, les types de solvants, le
pourcentage des solvants, la température, et la durée de I’extractions, peuvent influencer de
maniére significative 1’estimation de la teneur et le type des composés phénoliques totaux et
des flavonoides dans les différent extraits (Hayouni et al., 2007 ;Grujic et al., 2012). En outre,
Moure et al., (2001) ont démontré que la polarité la plus élevée du solvant a tendance a donner
de plus grandes quantités de polyphénols. Le processus de séchage peut influencer
considérablement les teneurs en polyphénols et en flavonoides. On a souvent constaté que la
teneur en composés phénoliques dans diverses plantes et des épices change de manicre
irréguliere selon les différents processus de séchage (An et al., 2016 ; Wijayanti et al., 2018 ;
Mustafa et al., 2019). Aussi la méthode de quantification des polyphénols peut étre un facteur
de divergence fondamental. En effet, la technique au Folin-Ciocalteu est une technique a faible
spécificité. Ceci est dii a la sensibilité¢ extréme de ce réactif a réduire tous les groupes
d’hydroxyles ce qui est ’inconvénient principal de cette technique (Gomez-Caravaca et al.,

2006).

I11.1.2 Evaluation de ’activités antioxydante

I1 est largement admis que les composés phénoliques et leurs dérivés peuvent contribuer
aux activités biologiques de la plante lui conférant ainsi une valeur thérapeutique importante.
Parmi ces activités, les propriétés antioxydantes (Pandey et Rizvi, 2009), attribuées a leur
capacité redox en agissant en tant que donneurs d'atomes d'hydrogeéne ou d’électrons. En effet
ces composés sont capables également de piéger les radicaux libres, de désactiver 1'oxygene

singulet, de décomposer les peroxydes et / ou de chélater les métaux de transition (Stoilova et
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al., 2007; Akhtar et al., 2015). De plus, ils ont la capacité de retarder ou d'inhiber les étapes
de la peroxydation lipidique, réduisant ainsi la formation des produits de peroxydation
(Giil¢in, 2011 ). Ces produits-peuvent favoriser la mutagenése ou l'oxydation des protéines,
perturbant ainsi I'homéostasie cellulaire, et leurs implications sur la santé humaine ont été

largement étudiées (Halliwell, 2000 ; Ramana et al., 2017).

Au cours de cette étude, la capacité réductrice, les activités antiradicalaires ainsi
I’activité scavenger a 1’égard du H,O» des extraits (méthanolique, éthanolique et aqueux) issus
de la cannelle, du gingembre et de I’armoise blanche, semblent étre proportionnellement liés a
I’augmentation de la concentration des composés phénoliques de 1’extrait. Ces constatations
concordent avec celles rapportées par d’autres chercheurs, qui ont établi une corrélation
positive entre la teneur totale des composés phénoliques et 1'activité antioxydante ( Wojdylo et
al., 2007; Abdul Qadir et al., 2017). Ce résultat va de pair avec celui obtenu par Abdul Qadir
et ses collaborateurs, qui ont noté une augmentation des composés antioxydants dans les plantes
médicinales testées, en corrélation avec une augmentation du pouvoir réducteur (Abdul Qadir

et al., 2017).

La capacité réductrice observée pour la cannelle est nettement plus élevée que celle du
gingembre et de 1’armoise blanche, probablement en raison de la forte puissance de réduction,
la classe et les types des composés phénoliques présents dans la cannelle. En effet, ces résultats
corroborent avec ceux de Mathew et Abraham, (2006). Leur étude a mis en évidence une
augmentation du pouvoir réducteur en relation avec 1’augmentation de la concentration d’acide
ascorbique et l’extrait méthanolique de I’écorce de cannelle, cela suggére que I’extrait
méthanolique de la cannelle peut agir comme donneur d'électrons en réagissant avec les
radicaux libres pour les convertir en produits plus stables interrompant ainsi les réactions

radicalaires en chaine.

Les résultats du test de piégeage du radical DPPH pour I’extrait méthanolique obtenu
au cours de cette ¢tude et exprimés par la Clso, (on note une valeur de 11,31 + 1,07 pg/mL),
sont considérablement plus bas que les données rapportées par Mazimba et son équipe. Leur
recherche a révélé une Clso de I'extrait méthanolique d'écorce de cannelle de 76,5 pg/ml,
montrant une plus grande capacité antioxydante par rapport a l'extrait méthanolique issu des

feuilles de cannelle (Mazimba et al., 2015). Dans une autre étude menée par Varalakshmi et
al (2012), les extraits de cannelle (obtenus en utilisant le méthanol, ’eau et le chloroforme

comme solvants d’extraction) ont révélé une capacité a neutraliser divers types de radicaux
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(DPPH, H>O», ABTS, anion Superoxyde (O> -), oxyde nitrique (NO), radical hydroxyle (HO")
ainsi qu’une capacité a réduire le Fer. Toutefois, parmi les trois extraits testés, l'extrait
méthanolique a démontré une plus forte activité de piégeage des radicaux libres, suivi de des

extraits obtenus avec le chloroforme et ’eau.

Notre recherche a démontré que I'extrait méthanolique de gingembre posseéde une
capacité significative a neutraliser les radicaux libres. Cependant, le pourcentage d’inhibition
du radical DPPH" est de 95,24 %, dépasse celui rapporté dans une étude antérieure menée par
Ali Ghasemzadeh, qui rapport un pourcentage d’inhibition de 58 % (Ghasemzadeh et al.,
2010).

Une étude comparative sur l'activité antioxydante des plantes fraiches a révélé que le
gingembre se démarque par une activité réductrice significative (Maizura et al., 2011). Par
ailleurs, selon Mao et al., (2019), ce rhizome séché présente une capacité antioxydante
importante en raison de sa teneur 5,2 fois plus élevée en composés phénoliques, caractérisés
par la présence des groupements hydroxyles, reconnus pour leurs propriétés antioxydantes par

rapport au gingembre frais (Li et al., 2016 ; Si et al., 2018 ; Mohd Sahardi & Makpol, 2019).

Mohammed et al., (2021) ont mené une étude récente examinant les capacités des
différentes fractions d'armoise blanche issues d’une extraction par la méthode de Soxhlet a
réduire le fer et a neutraliser les radicaux DPPH". L’évaluation de I’activité réductrice du fer
révele des valeurs de CEso de 40,4 et 76,9 pg/mL pour les fractions d'acétate d'éthyle, tandis
que les fractions éthanoliques ont montré des valeurs de 8,3, 20,2 et 13,8 pg/mL. De méme,
pour le test DPPH, les valeurs de I'Clso sont de ’ordre de 38,2 et 36,3 ug/mL pour les fractions
d'acétate d'é¢thyle, tandis que les fractions d'éthanol ont présenté des valeurs de 13,6, 18,5 et
15,0 pg/mL. Cependant, I’activité antiradicalaire de ces extraits demeure inférieure a celle de

nos extraits issus d’armoise blanche.

Dans une étude similaire réalisée par Lee et son équipe, I'extrait méthanolique provenant
d'A. japonica possede une capacité de scavenger du radical DPPH" 3,83 fois plus élevée que
'extrait d'4. montana, avec des valeurs de Clso de (48,8 vs 260,1 pg/mL), ces chercheurs
suggerent que l'activité de piégeage des radicaux libres des extraits d'Artemisia pourraient
résulter de la donation d'¢électrons, permettant de neutraliser les radicaux libres et de les

transformer en composés plus stables. Cette action pourrait mettre un terme aux réactions
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radicalaires en chaine, potentiellement impliquées dans le déclanchement des réactions

inflammatoires causés (J. H. Lee, 2014).

Nos résultats sont en grande partie similaires a ceux de Seddik et al. (2010), ils rapportent
des valeurs de Clso contre le radical DPPHe de I'ordre de 32,9 + 0,036 et 154 = 0,014 pg/mL et
ce pour les extraits d'armoise blanche : éthyle acétate et aqueux, respectivement. En outre,
Younsi et al., (2016) présentent une valeur de ICso de 100 pg/mL pour les extraits
méthanoliques d'armoise blanche. Cette valeur est inférieure a la valeur obtenue avec notre
extrait, celui-ci est doté d’un pouvoir antioxydant plus ¢élevé, avec des Clso de 34,71 pg/mL.
On suggere que les solvants utilisés pour extraire les composés phénoliques de la plante
pourraient influencer considérablement la capacité a piger le radical DPPH, ceci concorde les

résultats obtenus par Amorati & Valgimigli, (2015).

IILI.1.3 Activité anti-peroxydation lipidique

Dans une ¢tude menée par Bekkouch et al. sur I'effet protecteur de 1'extrait aqueux et de
la fraction méthanolique du gingembre contre la péroxydation lipidique du plasma des rats,
induite par le sulfate de cuivre (CuSOs4), une augmentation significative des niveaux de MDA
plasmatiques par rapport au groupe non traité a été observée. De plus, les deux extraits de
gingembre utilisés par ces chercheurs dans la prévention ont démontré un effet antioxydant
contre l'action du CuSOs. Les chercheurs ont noté une inhibition significative de la formation
des MDA apre¢s le traitement avec la fraction méthanolique et aqueuse du gingembre avec une
concentration de 25 pg/mL, cette inhibition est reflétée par une diminution des concentrations

des MDA de 300 % et 233,32 % respectivement, (Bekkouch et al., 2019).

Les résultats de 1’effet préventif de nos extraits issus de I’armoise blanche dépassent
considérablement ceux obtenus par Seddik et al., (2010). Ces derniers dévoilent des capacités
inhibitrices des MDA respectives évaluée a 45,7 + 5,6 % pour 1’extrait d'acétate d'éthyle et a 43
+ 5,12 % pour l'extrait aqueux. Cependant au cours de notre étude les pourcentages inhibition
sont de 51,02 + 2,64 % pour I’EMA, de 47,14 + 3,20 % pour I’EEA et de 40,19 + 1,68 % pour
I’EAA.

Il est démontré que les extraits phénoliques issus de I’armoise blanche exercent un effet
inhibiteur et protecteur vis-a-vis des dommages cellulaires oxydatifs provoqués par H>O» et

HOF® via la réaction de Fenton (Jeon & Murray, 2008).
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L’ensemble de ces résultats suggerent que la cannelle, le gingembre et I’armoise blanche
pourraient étre une source potentielle de molécules bioactives et prometteuses dans la
prévention des pathologies associées au stress oxydatif. Cependant, la variabilité du pouvoir
antioxydant constatée entre les plantes et les extraits testés peut étre liée a la nature physico-
chimique des molécules présentes dans les extraits et a 1’affinité du solvant pour certains
groupes d’antioxydants (Djeridane et al., 2007). Selon Cowan, (1999), lors de I’extraction, les
molécules bioactives sont réparties entre les solvants en fonction de leur polarité et leur
solubilité. Par conséquent, le changement de la nature du solvant modifie son efficacité pour
extraire un groupe spécifique des antioxydants par rapport a d’autres groupes, ce qui influence

I’activité antioxydante des extraits (Chernane et al., 2014).

1I1.1.4 Evaluation de P’activité antibactérienne

Les molécules phytochimiques issues des plantes médicinales présentent un potentiel et
une alternative thérapeutique contre les maladies infectieuses. Les résultats de 1’activité
antibactérienne des extraits de la cannelle, gingembre et 1’armoise blanche évaluée par la
mesure du diameétre des zones d'inhibition et la détermination des valeurs de CMI et de CMB
révelent que ces derniers exercent un effet inhibiteur sur la croissance de 1’ensemble des
souches testées. Cette activité antibactérienne est due essentiellement a la richesse en composés
phénoliques. Les bactéries a Gram positif (B. cereus et S. aureus) sont les plus sensibles par
rapport aux bactéries & Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa), ceci est li¢ a la différence de
structure de la paroi entre les bactéries a Gram positif et négatif (Ali-Shtayeh et al., 1998 ; Ait-
Ouazzou et al., 2012 ; Ramdani et al., 2013).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Sibanarayan et Rabindra, dans leur
investigation ils indiquent que 1’extrait méthanolique de cannelle figuré parmi les 15 épices les
plus efficaces sur les 26 épices étudiées avec des diametres des zones d’inhibition évalués a 27,
25 et 21 mm pour S. aureus, P. aeruginosa et E. coli, respectivement. Ce qui correspond a des
CMI et des CMB de 1.51 et 3.41 mg/ml pour S. aureus et P. aeruginosa et de 3.41 et 4.27
mg/ml pour E. coli (Rath et Padhy, 2014). Ces résultats sont similaires a ceux indiqués par
Abdulla et al., (2019), ils déclarent que S. aureus et E. coli s’ avérent les plus sensibles a
'égard de l'activité antimicrobienne de l'extrait éthanolique brut de cannelle avec des zones
d’inhibitions évaluées 29 mm et 25 mm, respectivement et a une concentration de 30 mg/mL
ce qui suggere une forte activité antibactérienne contre les deux bactéries a gram positif et

négatif.
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Les effets antibactériens des molécules naturelles issues de la cannelle se manifeste via
des mécanismes trés complexes et dépendent essentiellement du profil chimique de 1’extrait.
En effet il est démontré que le cinnamaldéhyde et I’eugénol, inhibe la production de la p-
lactamase une enzyme bactérienne responsable de la résistance, ces deux composés peuvent
induire une lyse de la paroi cellulaire (Helander et al., 1998; Di Pasqua et al., 2007). Aussi
les composés terpénes sont capables de modifier et d’augmenter la perméabilité de la paroi

bactérienne favorisant ainsi la pénétration des agents antimicrobiens (Lambert et al., 2001)..

Il va de méme, pour les extraits issus du gingembre, ces derniers exercent une forte
activité vis-a-vis des bactéries a Gram positif (B. cereus et S. aureus) par rapport aux bactéries
a Gram négatif (E. coli et P. aeruginosa) (Ali-Shtayeh et al., 1998). Les résultats de 1’étude
menée par Yusuf et al., (2018) confirme nos résultats, les zones d'inhibition augmentent
proportionnellement avec les concentrations croissantes de I'extrait. Les données de cette
investigation montrent une forte sensibilit¢ de Klebsiella pneumoniae, avec un diametre
d’inhibition de 29,04 + 0,35 mm a 100 pg/mL, suivi par P. aeruginosa (26,03 + 0,41 mm), E.
coli (22,45 + 0,32 mm) et Salmonella typhi (18,05 + 0,21 mm), En revanche, la plus petite zone
d'inhibition est observée pour S. aureus, mesurant 15,08 + 0,20 mm. Les valeurs de la CMI et
de la CMB pour toutes les souches, a I'exception de K. pneumoniae, sont respectivement de 25
pug/mL et 50 pg/mL. Pour K. pneumoniae, les valeurs sont de 12,5 pg/mL pour la CMI et 50
pug/mL pour la CMB.

Cependant, Rath et Padhy, (2014), indiquent que I’extrait méthanolique de gingembre
est moins efficace par rapport a 1’extrait méthanolique de cannelle, ceci est constaté avec des
diametres d’inhibition de 18, 19 et 21 mm pour S. aureus, P. aeruginosa et E. coli
respectivement et des CMI et des CMB de 9,63 et 21,67 mg/ml pour S. aureus ; 3,41 et 4,27
mg/ml pour P. aeruginosa et E. coli. Les mécanismes sous-jacents a I’activité antimicrobienne
de gingembre, pourraient étre principalement liés a la suppression de la formation de biofilms
bactériens en affectant l'intégrité¢ de la membrane (Chakotiya et al., 2017 ; Mao et al., 2019).
Ainsi, ’extrait du gingembre aqueux bloque la synthése de bis-(30 - 50)-cyclique dimere de
guanosine monophosphate (c-di-GMP) chez P. aeruginosa (PA14) (Kim et Park, 2013). En
outre, Rampogu et ses collaborateurs., (2018), ont prouvé que la gingérénone-A et le 6-
shogaol, en supprimant [Dactivitt de la  6-hydroxyméthyl-7,8-dihydroptérine
pyrophosphokinase responsable de la pathogénicité de S. aureus, inhibent la croissance de

cette bactérie.
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Les différents extraits issus du gingembre sont capables de réduire la biosynthese de
l'ergostérol et affectent I’intégrité de la membrane cellulaire, ce qui affecte considérablement
la croissance de Fusarium verticillioides (Mao et al., 2019), ces extraits possédent des
propriétés lipophiles et altérent la perméabilité de la paroi cellulaire ainsi que la membrane
cytoplasmique induisant donc une perte de l'intégrit¢é membrane chez les champignons (Nerilo
et al., 2016). De plus, Moon et al., (2018) ont constaté que le y-terpinene et le citral du
gingembre possédent des propriétés antifongiques puissantes contre Aspergillus flavus
réduisent I'expression de certains génes liés a la biosynthése des aflatoxines(San Chang et al.,

2013).

Nos résultats indiquent que tous les extraits de 1’armoise blanche se sont révélés actifs
envers toutes les souches bactériennes testées mais avec des degrés différents ce qui se traduit
par I’obtention des CMI et des CMB différentes. Cependant ils corroborent avec les résultats
de Naili et al., (2010), ils constatent que 1’extrait méthanolique des feuilles d’A. campestris
posséde un effet inhibiteur sur toutes les bactéries étudiées dont S. aureus, E. coli, P
aeruginosa. Les CMI sont de 12,5, 250 et 500 pg/mL, respectivement.

Younsi et al., (2016), ont confirmé 1'activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique
et I'huile essentielle issus de I’armoise blanche, ces auteurs suggérent que les flavonoides, C-
glycosyl et des acides caffeoylquiniques sont responsables de cette activité.

Des études antérieures, déclarent avoir identifié des composés phénoliques majeurs
tels que le 1,8-cinéole, le camphre, I'a-thujone et la B-thujone, les flavonoides aglycones et les
flavonoides glycosyles, ces derniers pourraient étre les principaux agents responsables de
activité antibactérienne constatée avec les extrait de 1’armoise a 1’égard des différents
microorganismes (Liu et al., 2010; Sbayou et al., 2014 ; Pirbalouti et al., 2014 ;
Ahmadizadeh et al., 2018). Batiha et al., (2020) dans leur étude réalisée sur I’A. absinthium,
rapportent que le potentiel antimicrobien constaté peut étre dii a une action synergique entre
les composés mineurs (a et B-pinene) et majeurs (camphre, p-cymene, caryophylleéne).

De plus, d’autres études, suggerent que l'activité antibactérienne pourrait étre associée
a la présence des composés principaux tels que la B-thujone, la chrysanthénone, 1'a-terpinéol,
l'a-thujone, I'a-pinéne et I'acétate de bornyle. En outre, d'autres composants mineurs tel que le
bornéol (avec une représentation de 0,29 %) ont également ¢été identifiés comme ayant un
potentiel antimicrobien (Mighri et al., 2010 ; Lairini et al., 2018), ’activité antibactérienne
de I’extrait méthanolique des feuilles issues de I’armoise blanche avec une CMI d’ordre de 32,

64 et 32 ng/mL et des CMI de I’extrait éthanolique de 32, 32 et 128 pg/mL a été constatée
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essentiellement contre E. coli, B. subtilis et P.aerogenosa, (Ahameethunisa & Hopper, 2010).
D’autres invistigations attribuent aux composants bioactifs notamment l'a-pinéne, le
caryophylléne, le camphre, le B-pinéne et le p-cymene, issus de Artemisia absinthium un
mécanisme d’action (li¢ a I’activité antimicrobienne) en relation avec une perméabilité et
I’intégrit¢ membranaire (Moslemi et al., 2012 ; Batiha et al., 2020). En outre, d’autres
métabolites secondaires telle que 1'huile essentielle sont impliqués dans l'inhibition de Listeria
monocytogenes, S. aureus et B. cereus, et ce par le biais de la suppression de la biosynthése
des protéines, de 'ARN, de I'ADN et des polysaccharides dans les cellules bactériennes (Belay
et al., 2011).

II1.2 Etude -II- In Vivo
I11.2.1 Impact de différents régimes sur I’évolution du poids corporel et le gain

Au cours de cette présente étude, 1'administration d'un régime hyper-gras aux rats
pendant une période expérimentale de 16 semaines entraine une prise de poids significative,
voire une obésité. Cette augmentation pondérale se manifeste non seulement par rapport au
poids initial des rats, mais également par rapport aux autres groupes de I’expérimentation. Il est
bien établi que la consommation d’un régime hypercalorique est associée a une accumulation
de tissu adipeux et une surcharge pondérale pouvant aller jusqu’a 1’obésité chez I’homme et
chez I’animal (Golay, 1998). En effet des rongeurs nourris a base d’un régime alimentaire
contenant plus de 30 % d’apport énergétique sous forme de lipides développent une obésité due
a une augmentation de la prise calorique (Norazmir & Ayub, 2010). Ainsi, des rats Wistar
soumis pendant 4 semaines a un régime compos¢ de lipides comptant pour 60 % des calories
totales, ont une masse corporelle de 20 % supérieure a celle des rats soumis a un régime standard
(12 % de lipides). Ceci est en concordance avec nos résultats obtenus aprés traitement de nos
animaux par un régime hyper-gras €élaboré et contenant 48 % de lipides, représentant 66 % des
calories totales. Ce dernier induit 1’apparition d’une obésité (suite a un apport €nergétique
augmenté) constatée par une augmentation de la masse corporelle évaluée a 45,92 % en
comparaison aux rats témoins sous régime standard. Cette constation est confirmée par
plusieurs auteurs, ils évoquent qu’un régime alimentaire contenant 30 a 70 % de graisses induit
I’apparition d’une obésité voire un syndrome métabolique avec une élévation de la masse
corporelle, associée a une hyperglycémie, une insulinorésistance, une dyslipidémie et a une
augmentation des acides gras libres au niveau sanguin (Yao et al., 2017; Crawford et al., 2019;
Gunawan et al., 2021). Dans une étude récente réalisée par Ryyti et son équipe, un régime

hypergras contenant 46 % de lipides administrés a des souris pendant 6 semaines, engendre

178



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I1I : DISCUSSION

¢galement un gain de poids considérable par rapport aux souris nourries avec un régime faible
en lipides (10 %), les moyennes de poids enregistrées sont respectivement de 37,9 + 0,4 g
versus 27,7 = 0,3 g (Ryyti et al., 2021). Bartness et ses collégues., 1992 rapportent que
I’administration d'un régime lipidique représentant 60 % des calories totales aux rats Wistar
pendant un mois entraine une obésité, caractérisée par une augmentation significative du poids
corporel de 20 % par rapport aux rats soumis a un régime standard, ou I'augmentation pondérale

estde 12 %.

Cependant, nous avons constaté¢ que la supplémentation des probiotiques au régime
hyper-gras influence de maniére significative la prise de poids des rats. En effet, le traitement
aux probiotiques a une dose journaliére de 10° UFC/kg/j, induit une réduction significative de
la masse corporelle des rats du groupe HGP évaluée a 21,08 % en comparaison avec le groupe
HG. Il est important de souligner que le probiotique utilisé dans cette approche expérimentale
est un mélange de ferments lactiques représentés par les souches suivantes : Bifidobacterium
lactis LA 303 ; Lactobacillus acidophilus LA 201 ; Lactobacillus plantarum LA 301 ;
Lactobacillus salivarius LA 302 ; Bifidobacterium lactis LA 304. Ces bactéries possédent une
bonne résistance au suc gastrique ce qui leur accorde une bonne résistance aux conditions
rencontrées au cours du transit digestif (Drouault-Holowacz et al., 2006). De ce fait, les
bactéries ayant ces criteres de qualité sont capables de s’implanter durablement dans le tube
digestif et restent viables afin d’exercer un effet bénéfique sur la santé¢ (Tap et al., 2009).
L’influence et les effets bénéfiques des probiotiques, entre autres les répercussions de ces
souches lactiques sur 1’obésité et les désordres métaboliques, sont confirmées par plusieurs
¢tudes réalisées sur divers modeles expérimentaux (Yadav et al., 2007 ; Mahboobi et al.,
2014 ;Yoo & Kim, 2016). Dans ce contexte, I’étude entreprise par Lee et ses collaborateurs
indique qu’une administration de Lactobacillus rhamnosus PL60 réduit le poids corporel sans
réduire l'apport énergétique des souris sous régime hyper-gras. Les auteurs ont attribué ces
effets a la production d'acide linoléique t10, c12-conjugué par le probiotique (H.-Y. Lee et al.,
2006). D’autres auteurs indiquent que 1’ingestion de souches L. plantarum et L. paracasei réduit
la taille des adipocytes et de la masse graisseuse chez les souris obéses alimentées avec une

diete riche en gras (Takemura et al., 2010).

S.-W. Kim et al., (2013) ont étudié¢ I’effet de la supplémentation en Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG), administrée a des souris par voie orale pendant 13 semaines, sur la
sensibilisation a I'insuline chez des souris soumises a un régime riche en graisses. Ces auteures

ont constaté que ce traitement a significativement atténué la prise de poids et améliorer la
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sensibilit¢ a l'insuline. Parallélement, Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) a augmenté
I'expression des genes liés a 1’oxydation des acides gras dans le foie, tout en réduisant
I’expression des génes associés a gluconéogenese. Cela a conduit a diminuer 1'accumulation
des lipides en stimulant la sécrétion d'adiponectine et l'activation en aval de ' AMPK, une

enzyme impliquée dans le contrdle du statut énergétique des cellules.

Aussi, dans une étude similaire réalisée sur des rats nourris avec une diéte riche en
lipides, la supplémentation en Lactobacillus plantarum DK211 durant 4 semaines inhibe la
prise de poids et I'accumulation de graisse corporelle chez les rats du groupe traité par rapport

aux rats nourris par le régime HG (Hong et al., 2015).

La supplémentation en Lactobacillus plantarum TN§ non seulement induit un réle
immunomodulateur, des effets promoteurs sur le profil lipidique, hépatique et rénal chez des
rats obeses, mais aussi une diminution de la production des cytokines pro-inflammatoires telles

que IL-12, TNF-a et IFN-y (Salah et al., 2013).

Chez un modéele de souris d’obésité provoquée par le glutamate monosodique la
supplémentation d’un mixte de probiotiques constitué de 14 souches de plusieurs genres
(Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Propionibacterium, Acetobacter), entraine une
réduction significative du poids corporel, du tissu adipeux viscéral et améliore la sensibilité a

l'insuline par rapport aux témoins (Savcheniuk et al., 2014).

La supplémentation réduit également les troubles métaboliques générés au cours de
I’évolution de I’obésité telles que les 1ésions hépatiques, 1’inflammation et le stress oxydatif
probablement engendrées par le régime hyper-gras. Cet effet est en relation avec une
dérégulation négative des geénes pro-inflammatoires dans le foie, ainsi qu’une régulation

positive des genes d'oxydation des acides gras (Kim et al., 2013)

Alard et ses collégues évoquent que le traitement basé¢ sur la combinaison de
Lactobacillus rhamnosus LMG S-28148 et Bifidobacterium animalis subsp. Lactis LMG P-
28149 chez des souris nourris avec un régime hyper-gras, induit une réduction significative du
gain du poids et de la masse graisseuse. Ils notent aussi une amélioration de la résistance a
I’insuline et de la dyslipidémie. Parallelement, des changements ont été observés au niveau
intestinal dans I'absorption des acides gras et dans I'expression des geénes codant le récepteur

GPR43 des acides gras a chaine courte (Alard et al., 2016).
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Comme démontré précédemment, I’association cannelle/probiotiques renforce 1’effet
bénéfique des probiotiques sur la prise du poids. En effet, ce traitement combiné induit une
réduction du poids corporel de 19,76 % en comparaison avec le groupe de rats sous régime

hyper-gras additionné de probiotiques (HGP).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans des travaux antérieurs, entrepris sur
I’effet anti-obésité de la cannelle et ses extraits (Sheng et al., 2008; Cheng et al.,2012; Sellami
et al., 2017). L’administration d’extrait aqueux de cannelle, a raison de 200 et 400 mg/kg du
poids corporel, a des rats recevant un régime HG pendant quatre semaines, induit une réduction
significative du poids corporels avec un effet dose-dépendant en comparaison avec les rats
nourris par le régime HG, cette diminution est évaluée a 45 % (Shalaby et Saifan, 2014). Le
traitement a base de 30 et 100 mg/kg/j d’extrait aqueux de cannelle pendant 22 jours chez des
rats rendus diabétiques par la Streptozotocine, réduit le gain du poids chez ces derniers par
rapport aux rats diabétique non traités par ’extrait (153,4 + 3,4 et 164,9 + 3,3 g versus 249,0
6,6 g, respectivement) (Shen et al., 2010).

Plusieurs données scientifiques affirment que la cannelle possédent des composés actifs
de nature polyphénolique ayant un effet anti-obésogeéne, ces composés peuvent affecté la
différenciation des adipocytes par une inhibition de la lipolyse (Ogasawara et al., 2010), la
lipogenese (Mercader et al., 2011) ou l'absorption intestinale des lipides (Uchiyama et al.,
2011). En effet, dans une ¢étude réalisée par Van Hul et ses collaborateurs, 1’extrait
polyphénolique provenant de 1'écorce de cannelle réduit la prise de masse grasse et
l'inflammation du tissu adipeux chez les souris soumises a un régime riche en graisses (60 %)
pendant 8 semaines (Van Hul et al., 2018).

De maniére similaire, I’administration de I’acide cinnamique, a 30 mg/kg/; pendant 7
semaines a des rats nourris au régime HG, améliore le profil lipidique sérique et restaure
I’activité de la lipase a un taux normal (Mnafgui et al., 2015). En outre, la cinnamaldéhyde
administrée a 0,2 %, réduit de maniere significative le gain de poids corporel cumulé et améliore
la tolérance au glucose des souris rendues obeses par le biais d’ un régime contenant 60 %
lipides (Camacho et al., 2015). L'effet anti-obésogene de la cannelle peut étre 1i€ a sa capacité
a induire la thermogenése dans les adipocytes par l'intermédiaire de la protéine de découplage,
cette enzyme améliore le métabolisme en favorisant la perte de poids (Marlatt et Ravussin,
2017).

Le traitement cannelle/ probiotiques utilisé au cours de notre étude, induit une réduction

significative du poids corporel chez le groupe HG. De ce fait nos résultats corroborent ceux
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présentés par Shahrestan et al., (2020), ces derniers signalent une réduction du poids corporel
des rats diabétiques traités par une combinaison d’extrait aqueux de cannelle a 200 mg/kg et de
probiotiques a une dose de 3,2 x 103 UFC/J et ce pendant une périodes de 30 jours. Une
réduction dell,96 £ 2,14 g est constatée en comparaison avec le groupe de rats traités

uniquement par les probiotiques.

Comme cité précédemment, le traitement par la poudre du gingembre a 2% induit une
réduction hautement significative de la masse corporelle évaluée a 45,48 %. Cependant, le
traitement basé sur la combinaison gingembre et probiotiques induit une réduction de la masse
corporelle mais moins importante que le gingembre seul, cette diminution a été estimée a 14,16

% en comparaison avec le groupe HG.

Nos résultats vont de pair a ceux présentés par Mahmoud et Elnour, (2013) aprés quatre
semaines d’administration de régime hypergras a 30 % additionné de 5 % du gingembre, ces
chercheurs ont remarqué une réduction du poids corporel chez les rats sous régime HG
additionné de gingembre et en comparaison avec le groupe témoin nourri uniquement par le
régime hyper-gras, les gains du poids finaux sont de 172 + 16 versus 280 + 18 g, respectivement.
Une autre étude menée par Nammi et al., (2009) sur les propriétés protectives d’extrait
éthanolique du rhizome de gingembre contre le développement du syndrome métabolique chez
les rats obeses, indique une réduction significative du gain du poids associé a une diminution
des taux des lipides, de I’insuline, des acides gras libres ainsi que la diminution des
phospholipides, au niveau sérique et ce apres 1’ingestion de différentes doses de 1’extrait a
savoir 100,200 et 400 mg/kg. Une administration par voie orale d’extrait aqueux de gingembre
a 100 et 200 mg/kg du poids corporel (avec un effet dose dépendante) chez des rats obeses et
diabétiques (sous régime hyper-gras a 45 % pendant six semaines), provoque une diminution
significative du poids corporel (270 + 11 g) en comparaison avec les rats obeéses diabétiques
sans traitement (300 + 12,5 g). Ces chercheurs confirment que le gingembre possede des
propriétés antidiabétiques hépato protectrice, anti-hyperlipidiques et antioxydantes (Nazish et

al., 2016) ; Salaramoli et al., 2022).

En outre, une étude menée sur I’effet du gingérol, (principe actif du gingembre), sur la
modulation des facteurs inflammatoires et des marqueurs enzymatiques du métabolisme
lipidique, indique que I’administration journaliere de 75 mg/kg de ce principe pendant 30 jours
¢limine la prise de poids induit par le régime hyperlipidique chez le rat, il améliore

I’hyperlipidémie et la diminution de la masse graisseuse. Ainsi, il module le métabolisme
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lipidique par une réduction de la lipogenése, 1’oxydation des acide gras et la réduction des
facteurs inflammatoires. Les auteurs de cette étude suggerent que le gingérol posséde un
potentiel thérapeutique puissant contre 1’obésité et ces complications métaboliques,
essentiellement I'hyperlipidémie ce qui peut prévenir les maladies cardiovasculaires (Brahma
Naidu et al., 2016). Ces résultats sont confirmés par d’autres recherches, qui indiquent que la
supplémentation orale en gingérol (75 mg/kg pc) pendant 30 jours réduit de manicre
significative I'augmentation du poids corporel chez les rats sous régime HG et supplémenté en
gingerols versus les rats sous régime HG seul (témoin). Cette étude explique que le gingérol
pourrait exercer son action anti-obésité par 1'inhibition de I'absorption intestinale des graisses
alimentaires et par le biais de 1’activité hypophagique et hypolipidémique. Cela suggere
fortement que le gingérol a un potentiel thérapeutique pour la gestion de l'obésité et de
I'hyperlipidémie, et pour la prévention contre les maladies cardiovasculaires (Saravanan et al.,
2014). Chez les souris recevant un régime hyperlipidique durant 15 semaines, le gingerenone
A, composé polyphénolique issu du gingembre, administré a 50 mg/kg/j réduit I’infiltration
des macrophages et I’inflammation du tissu adipeux induites par le régime hyper-gras en

modulant les adipokines dans le tissu adipeux blanc épididymaire Suk et al., 2017 .

Parmi les mécanismes sous-jacents d’anti-obésité les plus décrits du gingembre et ses
composés phénoliques tels que les [10]-shogaol, Zingérone et galanolactone, est une
augmentation de l'activité de la lipase hormono-sensible en activant le systeme nerveux
sympathique et donc I’augmentation de la lipolyse du tissu adipeux blanc (Iwasaki et al., 2006
; Pulbutr et al., 2011; Ahn et Oh, 2012), aussi, il est rapporté que les composés bioactifs du
gingembre peuvent également diminuer 1'expression de certaines enzymes impliquées dans la
lipogenese, par exemple, l'acide gras synthase et l'acétyl CoA carboxylase. D’autre auteurs
suggerent que le gingembre est capable de supprimer I’action de 1’enzyme pancréatique lipase
ce qui conduit a une inhibition de I’absorption des lipides au niveau intestinale (Mahmoud et

Elnour, 2013).

I11.2.2 Impact des régimes expérimentaux sur I’évolution du tissus adipeux

Les résultats de l'analyse de la masse adipeuse révélent une augmentation significative chez
les rats du groupe HG par rapport aux groupes ST et HGP, confirmant ainsi une adiposité. Des
¢tudes antérieures ont démontré que l'excés d'énergie provenant des aliments, sous forme
d'acides gras, entraine une obésité en favorisant 'accumulation de lipides dans le tissu adipeux.

Cette accumulation active certains facteurs de transcription, entralnant une augmentation du
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nombre et de la taille des adipocytes. En conséquence, cela crée une hyperplasie du tissu
adipeux, se manifestant par le phénotype d'hypertrophie (Coppack, 2005;Veyrat-Durebex et
al., 2011).

Nos résultats concordent avec ceux de Zaman et al.,, (2011) qui ont observé une
augmentation de la masse du tissu adipeux chez des rats soumis a un régime riche en graisses
(65%) pendant 10 semaines, par rapport aux témoins. Ces résultats sont ¢galement cohérents
avec des études antérieures montrant que les régimes hyper-gras entrainent une hypertrophie

des adipocytes (De Wit et al., 2012 ; Cavalera et al., 2014).

La supplémentation en probiotique (HGP) a réduit le poids du TA (53%) en comparaison
avec celui des rats recevant le régime HG. Ce qui va de pair avec les travaux menés par Lee et
ses collaborateurs., (2006), ces derniers ont constaté que L. rhamnosus PL60 réduisait
significativement la masse adipeuse blanche, en particulier les dépots épididymaires, 1'effet de
L. rhamnosus PL60 sur le tissu adipeux épididymaire a été étudié par l'analyse des niveaux
d’expression de I"’ARNm de plusieurs protéines impliquées dans la régulation du métabolisme
énergétique (UCP-2), de I'adipogenése comme les récepteurs activés par les proliférateurs de
peroxysomes (PPAR-vy) et acide gras synthase (FAS) et de 'adipolyse (TNF-a)

Karimi et ses collégues (2017) ont rapporté que des rats sous régime hyper-gras associé
a Bifidobacterium longum, présentés une masse grasse réduite par rapport aux rats recevant
uniquement le régime hyper-gras. Cette constatation est appuyée par I'¢tude de Roselli et al.,
(2018), ces derniers ont utilisé la microscopie électronique a balayage (SEM) pour observer le
tissu adipeux épididymaire. Les résultats de cette étude montrent que la supplémentation d’un
mélange de Bifidobacterium chez les souris obeses est capable de réduire considérablement la
masse du tissu adipeux blanc (TA) ainsi que le nombre et la taille des adipocytes par rapport

aux souris nourries avec le régime hyper-gras sans supplémentation.

Au cours de notre étude nous constatons qu’apres 16 semaines d’expérimentation une
diminution hautement significative de 62,6 % de la masse du tissu adipeux chez les rats traités
par le régime HGC et ce en comparaison avec le groupe de rats sous régime HG. L’effet
combiné de la cannelle/probiotique (HGCP) quant a lui provoque une diminution significative
de la masse grasse de 49,4 % par rapport au groupe HGP et de 36,4 % par rapport au groupe
HGC.
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L'acide trans-cinnamique a réduit I'expression des principaux facteurs de transcription
adipogenese comme protéines CCAAT-enhancer-lien (C/EBPa) et récepteurs activés par les
proliférateurs de peroxysomes -y (PPAR-y) dans les adipocytes blancs tout en améliorant leur
expression dans ceux bruns. En outre, le trans-cinnamique a régulé le catabolisme des lipides.
L’¢équipe de Kang a montré que l'acide trans-cinnamique a le potentiel de traiter 1'obésité en
induisant la lipolyse, en augmentant I'oxydation des graisses, en réduisant la adipogeneése et la

lipogenese dans les adipocytes 3T3-L1 (N. H. Kang et al., 2019).

D’autre par nos résultats réveélent que le gingembre associé¢ ou non aux probiotiques
administré simultanément au régime HG est associé¢ a une réduction de poids du tissu adipeux
estimé par 71,61 % et 22,29 % par rapport au groupe HG et HGP, respectivement. Ces résultats
corroborent ceux rapportés par Misawa et al., (2015) ils indiquent que les souris recevant
’extrait éthanolique du gingembre a 0,3 %, avaient des adipocytes significativement plus petits
que ceux du groupe nourris avec le régime HG, aussi I’extrait aqueux du gingembre testé a 100,
200 et 400 mg/kg du poids corporel donne le méme effet, il induit une diminution du poids de
tissus adipeux (Shalaby & Saifan, 2014; Ismail, 2014).

En outre, plusieurs études montrent que les principes actifs du gingembre tels que les
[6] -gingérol, aza [6] -gingérol, [6] -shogaol et gingerenone A, peuvent réduire le poids du tissu
adipeux par une inhibition de I’accumulation de graisse et réduit ainsi le volume des adipocytes
(Saravanan et al., 2014; Suk et al., 2017). Ces résultats sont en accord avec ceux de Suk et
al., (2016), ces auteurs constatent que 1’exposition des préadipocytes 3T3-L1 au [6]-shogaol a
une dose de 40 uM pendant 3 jours inhibe I'adipogenese et diminue l'expression de diverses
protéines marqueurs d’adipogenese/lipogenese et augmente la lipolyse dans les adipocytes
matures.

D’autre part, il est démontré que le [6] -gingérol non seulement diminuait de maniere
significative I'accumulation de lipides en supprimant 1'adipogenese, mais favorise également le
brunissement du tissus adipeux : un processus qui consiste a transformer le tissu adipeux blanc
en tissu adipeux brun, sa principale fonction est d'assurer la thermogenése grace a la lipolyse
de ses adipocytes ce qui pourrait étre un nouveau traitement pour guérir le diabéte lié a I'obésité
(Le Marec et al., 2018). Ce composé¢ actif supprime I'accumulation des lipides en entrainant
une baisse de l'expression des geénes adipogéniques, cependant, il augmente le PPAR-y au
niveau des adipocytes qui joue un rdle clé¢ dans le métabolisme des adipocytes, car il permet
non seulement de stocker 1'énergie excédentaire mais aussi de dissiper l'énergie dans les

adipocytes. De plus, la [6] -gingérol semble favoriser la lipolyse, car elle augmente les niveaux
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d'expression de la lipase hormono-sensible (HSL), une enzyme clé responsable de la lipolyse

(Roberts et al., 2011; Han et al., 2017 ; J. Wang et al., 2019).

I11.2.3 Effet des régimes expérimentaux sur les paramétres biochimiques plasmatiques
I11.2.3.1 Impact sur les teneurs plasmatiques en glucose

Comme évoqué auparavant, un taux supé€rieur de glucose chez les rats recevant le régime
hyper-gras a été constaté en comparaison avec les deux groupes. Ces résultats sont en accord
avec ceux trouvés par Cheng et al., (2019). L’installation progressive de 1’obésité est associée
aune résistance a I’insuline (Ye, 2021). En effet I’action intracellulaire de cette hormone semble
étre inhibée par une accumulation de dérivés lipidiques comme les acyl-CoA a longue chaine,
les céramides et les diacylglycérols capables de réguler l'activité des enzymes intracellulaires
(Kojta et al., 2020). Les mécanismes moléculaires de cette inhibition commencent a étre bien
connus. [Is mettraient en jeu la perturbation de la translocation a la membrane des transporteurs
de glucose (GLUT-4) et I’inhibition d’un certain nombre d’enzymes importantes dans le
métabolisme intracellulaire des glucides (ex : glycogeéne synthase). L’inhibition de ces facteurs
va réduire la sensibilité du tissu a I’insuline et diminuer les capacités d’utilisation du glucose
(L.-Y. Wu et al., 2004).

Une réduction de la glycémie de 10,57 % est notée chez le groupe de rats nourris au
régime hypergras supplémenté au probiotiques (HGP) comparés aux rats du groupe (HG). Ces
résultats sont analogues aux études menées par Raso et al., (2014) ; Yan et al., (2020) ; E.-J.
Park et al., (2020), qui indiquent que le traitement avec des probiotiques améliore la résistance
a l'insuline dans le cas de la maladie du foie gras non alcoolique (NAFLD). Dans ce contexte,
l'effet hypoglycémiant de Lactobacillus est associ¢ a la modulation du microbiote intestinal, a
'augmentation des bactéries productrices d'acides gras a chaine courte, ce qui induit une
amélioration du métabolisme du glucose (E.-J. Park et al., 2020).

L'un des probiotiques connu pour son potentiels élevé est Bifidobacterium lactis, ce
dernier peut augmenter la synthése du glycogene et diminuer l'expression des genes liés a la
gluconéogenese hépatique, améliorer la translocation du transporteur de glucose-4 (GLUT4) et
l'absorption de glucose stimulée par l'insuline (S. Kim et al., 2014). Cependant, Lactobacillus
plantarum a la capacité de réduire I'expression de la flavine monooxygénase 3 hépatique (W.-
C. Liuetal., 2018), une enzyme clé du métabolisme des xénobiotiques dont le blocage a permis
de prévenir le développement de l'hyperglycémie et de I'hyperlipidémie chez les souris

résistantes a l'insuline (Miao et al., 2015; Gurung et al., 2020).
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L’estimation des taux du glucose au niveau plasmatique des rats recevant le régime HG
enrichi de la cannelle en poudre associée ou non aux probiotique pendant 16 semaines, montre
une diminution significative de la glycémie importante estimée a 52,2 % pour le groupe HGC
et de 46,6 % pour les rats du groupe HGCP en comparaison avec les deux groupes de rats HG
et HGP, respectivement. En outre, I’association cannelle/probiotiques réduit le taux du glucose

d’une maniére significative cette diminution est de 49,9 % par rapport au groupe HGC.

Nos résultats sont en concordance avec des travaux antérieurs qui montrent ’effet
hypoglycémiant puissant de la cannelle (Shalaby et Saifan, 2014; Zhu et al., 2017; Sharma
et al., 2020). Beji et al., (2018) évoquent que la poudre de cannelle améliore significativement
I’hyperglycémie et le profil lipidique des rats rendus diabétiques par I’alloxane. (El-Desoky et
al., 2012). Des investigations plus récentes suggerent que la fraction méthanolique issue de la
cannelle réduit significativement le taux du cholestérol élevé et induit une inhibition de l'activité
de l'o-amylase et de 1'a-glucosidase chez un modele expérimental hyper-lipidémiques et
athérosclérotiques (Joshi et al., 2017 ; Yousefifar et al., 2018). On a également révélé que
l'extrait hydroalcoolique de cannelle est un agent antidiabétique plus puissant que son extrait
aqueux (Beejmohun et al., 2014). Il est suggéré que les polyphénols de cannelle aident a
réparer les cellules béta du pancréas, ce qui renforce les effets hypoglycémiques et
hypolipidémique, ils augmentent la syntheése du glycogene, la sensibilité a ’insuline, réduisent

ainsi les marqueurs du stress oxydatif (Couturier et al., 2011; R. Li et al., 2013).

Aussi, on constate que le traitement basé sur 1’association probiotique/gingembre induit
un impact plus important sur la glycémie des rats que celui basé sur le probiotique seul. En
effet, le traitement par le régime HGGP induit une diminution hautement significative évaluée
a 78,4 % versus le traitement par le régime HGP. Parallelement, une réduction significative
¢valuée a 58,67 % est enregistrée chez les rats constituant le groupe HGGP versus les rats du
groupe HGG. Ces résultats sont en accord avec ceux évoqués par Shanmugam et al., (2011),
ils indiquent que 1'administration de gingembre en poudre améliore le poids corporel des rats
diabétiques, et exerce un effet antidiabétique et anti-hyperlipidimique. les extraits du
gingembre, essentiellement ceux contenant le 6-gingérol exercent un effet régulateur de
glycémie en ralentissant I’absorption des graisses au niveau intestinal et améliorent la sensibilité
a I’insuline via I’activation des transporteurs du glucose (GLUT-4).(Saravanan et al., 2014 ;
Brahma Naidu et al., 2016). En effet, il est démontré que les composés phénoliques issus du
gingembre sont capables d’augmenter I’expression des ARNm codant pour les protéines

impliquées dans le transport du glucose (GLUT-4), aussi bien au niveau musculaire qu’au
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niveau hépatique. Cette augmentation pourrait étre bénéfique a la régulation de la voie de
signalisation a I’insuline et prévenir ainsi I’installation de I’insulinorésistance et I’état
inflammatoire de bas grade, deux éléments clé trés fortement impliqués dans la genése des
pathologies associées a I’obésité (Garvey et al., 1991). Conformément a ces données , le [6]-
gingerol régule 1’hyperglycémie chez des souris diabétiques en augmentant I’expression_des
genes codants pour les récepteurs de 1'insuline (IRS1, IRS2) (Chakraborty et al., 2012). IIs
ont aussi constaté une réduction des niveaux d'expression des génes du TNF-a et IL-6, en
entrainant une certaine amélioration de la signalisation/réponse a l'insuline (Nammi et al.,
2009 ;Chakraborty et al., 2012). Une supplémentation en gingembre améliore 1’effet du

probiotique, ceci confirme son activité prébiotique.

I11.2.3.2 Impact sur le profil lipidique

L'ensemble des résultats précédemment décrits suggere que le régime hyper-gras utilisé
dans cette expérimentation perturbe le métabolisme lipidique, entrainant une dyslipidémie
caractérisée par une triade métabolique comprenant une augmentation des triglycérides, une
diminution du taux de C-HDL et un surplus de la fraction des C-LDL. Ces altérations lipidiques
contribuent a I'¢lévation du risque cardiométabolique associ¢ a l'exces de tissu adipeux li¢ a
l'obésité (J. H. Y. Wu et al., 2019). Parmi les mécanismes impliqués dans la perturbation du
métabolisme lipidique engendrée par le régime hyperlipidique, la lipoprotéine lipase (LPL)
semble jouer un role crucial. Cette enzyme occupe une place centrale dans la dégradation des
triglycérides présents dans les lipoprotéines sériques. Les molécules de LPL sont ancrées dans
la membrane des cellules endothéliales vasculaires, ou elles hydrolysent les triglycérides des
chylomicrons et des VLDL. Des études ont suggéré une réduction de l'activité de la lipoprotéine
lipase en cas d'obésité (M. Lee et al., 2009).

L’administration des bactéries bénéfiques associées a un régime HG réduit les niveaux
de cholestérol total (TC) et les triglycérides (TG) en comparaison avec les rats recevant le
régime HG. En outre, nous avons constaté que les niveaux de triglycérides étaient réduits dans
le groupe HGP. Des résultats similaires ont été observés avec certaines souches probiotiques
(Takemura et al., 2010 ; Song et al., 2015 ; Q. Zhang et al., 2021). En effet il est décrit que
les bactéries lactiques, notamment Bifidobacterium longum (Xiao et al., 2003) et Lactobacillus
acidophilus ATCC 43121 (Y.-H. Park et al, 2007) possédent des effets
hypocholestérolémiques chez le rat ainsi que chez I'homme (H. M. An et al., 2011).

Les mécanismes par lesquels les probiotiques exercent un effet bénéfique sur le

métabolisme lipidique essentiellement sur le cholestérol, sont basés sur I’inhibition des
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enzymes de synthése du cholestérol et la réduction ainsi de sa production par I’action des
produits de fermentation des bactéries lactiques. Ces derniéres facilitent 1'élimination du
cholestérol dans les excréments en inhibant son absorption par I'organisme (P. S. Lim et al.,
2020). Un mode d’action supplémentaire sous-jacent est décrit, il met en jeu 1’effet stimulateur
des probiotiques sur I’activit¢ de la BSH « bile-salt hydrolase » une enzyme fortement
impliquée dans la synthése des acides biliaires déconjugués, ce qui entraine une augmentation
des niveaux de sels biliaires déconjugués, et une excrétion plus élevée dans les féces (Begley
etal., 2006 ; Ooi & Liong, 2010; P. S. Lim et al., 2020).

Une réduction de 48,57% de la teneur plasmatique en lipoprotéine C-LDL est constatée
chez les rats constituant le groupe HGP, chez le méme groupe la supplémentation en probiotique
améliore les taux des C-HDL de 43,23% en comparaison avec le groupe HG, ces résultats
corroborent ceux indiqués par Balakumar et al., (2018), ces derniers évoquent que 1’addition
des probiotiques au régime HG améliore le profil lipidique des souris diabétiques et obeses en
6 mois. En effet, il a été observé que la supplémentation en probiotiques composés de multiples
souches bactériennes, principalement les espéces Lactobacillus, Bifidobacterium et
Propionibacterium, pendant 8 et 12 semaines, produit une diminution des TG, du cholestérol
total. et des C-LDL (Kobyliak et al., 2018). Cavalcante et son équipe confirment aussi que
l’ajout des Lactobacillus fermentum 296 a 10° UFC/mL améliore le profil lipidique
plasmatique, en réduisant de maniere significative le taux des triglycérides, abaisse
sensiblement le cholestérol total, le C-LDL et augmentant le bon cholestérol C-HDL, ceci a été
observé apres quatre semaines de traitement (Cavalcante et al., 2019). Au cours de notre étude,
nous avons observé une diminution significative des taux de triglycérides, de cholestérol total
et de LDL-C, ainsi qu'une augmentation significative du HDL-C chez les rats traités avec de la
poudre de cannelle seule ou en association avec des probiotiques, en comparaison avec les
groupes HG et HGP. Ces résultats concordent avec plusieurs études qui ont largement décrit
l'effet hypolipidémique et hypocholestérolémiant de la cannelle (Sheng et al., 2008
;Ranasinghe et Galappaththy, 2016 ; Shahrestan et al., 2020). Parallélement, de nombreuses
études cliniques sur la cannelle et ses composants ont démontré que la consommation
quotidienne de 1, 3 ou 6 g de cannelle entrainait une réduction des taux de cholestérol, de LDL-
C et du taux moyen de triglycérides (Khan et al., 2003; Ou et al., 2006; Wang et al., 2015;
Ranasinghe et al., 2017).

En effet, le mode d’action li¢ a I'amélioration du profil lipidique par la cannelle et ses

extraits est principalement associé a la régulation des enzymes et des génes impliqués dans la
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génération, I'accumulation, le transport et la dégradation des lipides. De plus, la cannelle réduit

les processus lipogéniques dans le foie et le tissu adipeux(Shang et al., 2021).

Le méme résultat est constaté en incorporant la poudre du gingembre dans nos régimes
expérimentaux. la poudre de gingembre ajoutée a 2% réduit I'hyperglycémie et
I'hypercholestérolémie engendrées par le régime HG, ceci est en accord avec 1'étude récente de
Sayed et al., (2020) qui évoque que le traitement au gingembre pendant 4 semaines réduit
significativement le poids corporel, les TG, les CT, et modifie le niveau de transcription des
protéines impliquées dans le métabolisme énergétique au sein des tissus hépatique et adipeux.

Des extraits éthanoliques de gingembre ont été rapportés comme étant capables de
diminuer le taux de cholestérol sanguin en inhibant la biosynthése hépatique du cholestérol tout
en améliorant son absorption dans la circulation (Nammi et al., 2010). Selon Lei et al., (2014),
les composés actifs du gingembre, le gingérol et le shogaol, ont la capacité¢ de réduire le
cholestérol total plasmatique (CT) et le LDL-C en favorisant I'excrétion fécale des stérols
neutres et des acides biliaires. Ce processus est accompagné d'une régulation a la hausse de la
7a-hydroxylase du cholestérol (CYP7A1) hépatique, enzyme catalysant la conversion du
cholestérol en acides biliaires dans le foie. (Chiang et al., 2001). De plus, le gingembre semble
réguler a la baisse 1'expression intestinale de la protéine Niemann Pick C1 like 1 (NPCI1L1),
qui participe a l'absorption du cholestérol dans la lumiere de l'intestin gréle. Par ailleurs, elle
agit sur I'acétyl-CoA acétyltransférase 2 (ACAT2) qui estérifie ou ré-estérifie le cholestérol libre
absorbé une fois qu'il atteint le réticulum endoplasmique (RE), donnant ainsi naissance a des

esters de cholestérol (Rudel et al., 2005).

Au cours de la présente étude, 1'administration de poudre de gingembre, seule ou en
combinaison avec des souches bénéfiques, a des rats soumis a un régime hypergras (HG), induit
une diminution des niveaux de C-LDL et une augmentation des niveaux de C-HDL au niveau
plasmatique. Ces résultats sont en corrélation avec les conclusions de Nazish et al, (2016), qui
ont démontré qu'un extrait aqueux de gingembre, administré a une dose de 20 mg/kg de poids
corporel pendant 42 jours, augmente la concentration de C-HDL chez les rats rendus obéses par
un régime hyper-gras par rapport au groupe témoin (31,99 + 7,65 vs 23,23 + 9,69 mg/dl,
respectivement). De plus, cet extrait a entrainé une diminution des fractions C-LDL et VLDL,
notant des valeurs de 84,35 + 6,91 et 29,81 + 6,84 mg/dl, respectivement, par rapport au groupe
témoin qui présente des valeurs de 107,28 & 9,54 et 34,26 &+ 5,03 mg/dl.
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II1.2.4 Impact des régimes expérimentaux sur les parametres oxydatifs aux niveaux
plasmatique et tissulaire chez les différents lots de rats Wistar

Comme précédemment mentionné, les résultats tirés de cette présente étude révelent de
maniére concordante que les rats exposés a un régime HG présentent une altération de 1'état
oxydatif, tant au niveau tissulaire que plasmatique, par rapport aux groupes de rats témoins.
L'augmentation de la charge pondérale induite par le régime HG semble jouer un role
déterminant en favorisant une production excessive d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO),
tout en compromettant I'efficacité des mécanismes de défense antioxydante. En effet, cette
perturbation de I'équilibre entre les processus oxydants et antioxydants au sein de 1'organisme
des rats obéses engendre des conséquences dommageables au niveau cellulaire. Ces
conséquences incluent notamment une augmentation de la péroxydation lipidique, I'oxydation
des protéines et une ¢élévation des dommages a I'ADN (Bugger et Dale Abel, 2008 ;Kesh et
al., 2013). Ainsi, il est possible de conclure que I'obésité, en altérant la balance
oxydant/antioxydant, contribue de maniére significative aux altérations cellulaires et aux
répercussions métaboliques observées dans ce modele d'étude. Ceci corrobore avec diverses
¢tudes menées chez I’homme et I’animal, elles convergent vers 1’association entre
I’accumulation des graisses et un stress oxydatif systémique. Cette relation est caractérisée par
une augmentation de la production d'especes réactives de 1'oxygéne (ERO), une expression
accrue de la NADPH oxydase, un dysfonctionnement mitochondrial et d'une expression réduite
des enzymes antioxydantes (Charradi et al., 2013 ; Le Lay et al., 2014). Une investigation
réalisée par Aydin et ses collaborateurs., (2017), souligne une élévation significative des
niveaux de MDA et du FRAP sérique chez des rats rendus diabétiques et obése suite a un
régime riche en lipide de 12 semaines, en comparaison avec le groupe témoin constitué de rats
soumis a un régime standard. Ces résultats indiquent des teneurs plasmatiques de MDA de
I’ordre de (6.51 = 0.48 vs 5.28 = 0.49 umol/L) et un pouvoir réducteur total plasmatique de
I’ordre de (277.3 +49.7 versus 318.4 = 34.7 umol/L). Par ailleurs, une alimentation quotidienne
composée a 60% d’un régime hyperlipidique pendant huit semaines conduit a une augmentation
des niveaux de MDA sériques de rats obeses insulinorésistants par rapport aux rats témoins,
avec des teneurs enregistrées de : 267.4 + 15.5 versus 70.2 + 8.2 ng/mg protéine (Maciejczyk
et al., 2018). Comme le souligne 1'é¢tude menée par Gerardi et ses collaborateurs, la capacité
antioxydante plasmatique évaluée par la méthode FRAP est altérée chez les rats soumis a un
régime hyperlipidique (HG) par rapport a ceux soumis a un régime standard (ST) pendant une
période de 14 semaines. Les rats du groupe (ST) présentent des valeurs de 0,5 mM pour le test

FRAP, tandis que les rats du groupe HG présentaient des valeurs de 0,19 mM pour le méme
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test. Une altération similaire a été observée dans le statut redox du foie des rats alimentés avec
le régime HG. En effet, au cours de cette étude les auteurs se sont intéressés a trois types de
biomarqueurs du stress oxydatif a savoir les groupements carbonyles (CG) en tant que
biomarqueurs des dommages aux protéines, le malondialdéhyde (MDA) pour les analyses de
peroxydation lipidique et les guanines oxydées , les 8-hydroxydeoxyguanosines (80OHdAG) en
tant qu'indicateur des dommages a 'ADN, les trois biomarqueurs sont augmentés chez les rats
du groupe HG, en comparaison avec les rats du groupe ST(Gerardi et al., 2020). D'autre part,
le régime (HG) entraine une augmentation de la quantité de chylomicrons dans l'intestin.
Lorsqu'ils pénétrent dans la circulation, ces chylomicrons génerent des acides gras libres (AGL)
qui sont ensuite absorbés par le foie. Ces AGL hépatiques sont dirigés soit vers les
mitochondries pour la B-oxydation, soit ils sont estérifiés pour former des triglycérides (TG)
(Pessayre et al., 2001 ;S.B. Kesh et al., 2016). En conséquence, une consommation excessive
de régimes riches en graisses augmente la B-oxydation mitochondriale des AGL. Cela conduit
aun flux d'électrons excessif utilisant la cytochrome-c oxydase, augmentant ainsi la production
d'espéces réactives de 1'oxygéne (ERO). Ces ERO oxydent les lipides insaturés, entrainant la
peroxydation des lipides oxydés. Ces intermédiaires réagissent ensuite avec l'oxygeéne pour
former davantage d'anion superoxyde et d'autres ERO (Matsuzawa-Nagata et al., 2008).
D’autre part L'épuisement des enzymes et les vitamines antioxydantes favorise la production
ERO et ainsi que les dommages causés par ces ERO (Le Lay et al., 2014). Ils peuvent activer
la transcription de I’un des principaux geénes liés a l'inflammation, le NF-xB (Weisberg et al.,

2008 ; Savini et al., 2013).

Parmi les vitamines antioxydantes a prendre en considération, la vitamine C, elle joue
un role crucial dans la défense antioxydante non enzymatique, en tant qu'agent réducteur
susceptible d’influencer la peroxydation lipidique (Quilliot et al., 2011). Elle peut donc en
conséquent étre utilisée comme un indicateur du pouvoir antioxydant de I’organisme. Nos
résultats mettent en évidence une diminution des taux plasmatiques et tissulaires de cette
vitamine chez les rats HG. Cette observation concorde avec celle de Perticone et al., (2001),
ils signalent une diminution de la vitamine C au cours de I’obésité. Cette dernicre est un
excellent piégeur des ERO qui peut protéger divers substrats biologiques (protéines, acides gras,
ADN) de I’oxydation. Parall¢lement, les résultats obtenus au cours de cette étude indiquent que
I’incorporation du probiotique dans le régime HG présente une capacité¢ d’améliorer plusieurs
parametres liés au stress oxydatif a la fois aux niveaux tissulaire et plasmatique, le probiotique

favorise une augmentation du pouvoir réducteur et de la teneur en vitamine C. De plus, il exerce
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une action protectrice en préservant les groupements SH protéiques des attaques radicalaires,
contribuant ainsi a la préservation des protéines cellulaires. En outre, le probiotique démontre
une efficacité significative dans la prévention de I'oxydation lipidique. Une étude menée par X.
Zhang et al., (2017) sur des souris soumises a une alimentation hyperlipidique, associée a un
lait de soja fermenté contenant un mélange de probiotique (B. bifidum JLAU4, L. casei B10 et
L. plantarum CGMCC NO.11172) durant une période de 8 semaines, a révélé 1’effet protecteurs
des probiotiques vis-a-vis du stress oxydatif. En effet, cette investigation montre qu’une
consommation du lait fermenté aux bactéries probiotiques induit une réduction de
I'hyperlipidémie et atténue les Iésions hépatiques en diminuant la production de
lipopolysaccharides (LPS), de TNF-a et d'enzymes hépatiques. Ainsi, parallelement, le lait
fermenté aux probiotiques a stimulé la production de la leptine adipeuse. Les résultats suggerent
que ce lait de soja fermenté, enrichi en probiotiques, exerce une action inhibitrice sur la
production d'espéces réactives de I'oxygene (ERO), contribuant ainsi a réduire le stress oxydatif
au niveau du foie. Cette constatation souligne le role potentiellement protecteur des

probiotiques dans le contexte de I'alimentation hyperlipidique.

Aussi, nos résultats corroborent ceux obtenus par Toral et ses associés, ces chercheurs
ont mis en évidence le role des probiotiques dans la neutralisation du stress oxydant développé
au cours de I’obésité. Ils démontrent au cours de leur étude que 1’administration par voie orale
de L. coryniformis pendant 12 semaines a une dose journaliére de 10® UFC a des souris sous
régime riche en lipides constituant 60 % des calories totales a atténué le stress oxydatif par le
biais de la réduction de la production des ERO. Cette administration induit aussi la réduction
de I’endotoxémie métabolique, reflétée par la diminution des taux des LPS plasmatiques, et
I’expression du TNF-o contribuant ainsi a la modulation de I'état inflammatoire. Ces effets
bénéfiques ont également été associés a la restauration des fonctions de la barriére intestinale
et a la correction de la dysbiose intestinale (Toral et al., 2014). Les résultats d'une étude menée
sur un modele expérimental cellulaire ont mis en évidence 1’activité antioxydante significative
de L. delbrueckii ATCC7830 face a un stress induit par le peroxyde d'hydrogene (H20z). Au
cours de cette étude, les auteurs ont évalué le pouvoir antioxydant de cette bactérie par le biais
de la mesure de la capacité de piger le radical libre (I’anion superoxyde) et la mesure de la
capacité antioxydante totale. Les résultent obtenus indiquent une augmentation des capacités
antioxydantes des cellules Caco-2 traitées par L. delbrueckii en présence d’H>O» évaluées a 74
%, en comparaison avec des cellules Caco-2 traitées par le H,O: seul. Cette bactérie améliore

aussi de maniére significative la capacité cellulaire a piéger I’anion superoxyde des cellules
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soumises au stress H>O» comparées aux cellules sous stress H>O> mais non exposées a L.

delbrueckii (19,11 £2,21% vs 9,9 £ 1,04 %) (D. Wu et al., 2014).

W. Song et al., (2016) ont réalisé une évaluation approfondie des effets antioxydants de
trois souches de Lactobacillus, a savoir L. coryniformis subsp. torquens T3, L. paracasei subsp.
Paracasei M5 et L. paracasei subsp. paracasei X12, chez des souris rendues obeses par la
consommation d’un régime HG pendant six semaines. Les résultats ont révélé qu’une dose
élevée de 10° CFU/mL de ces souches, augmente les activités de certaines enzymes
antioxydantes, notamment la glutathion peroxydase (GSH Px), la catalase (CAT) et la
superoxyde dismutase totale (T-SOD), de plus, elle a conduit a une réduction significative de la

teneur en MDA, chez les souris nourries au HG pendant six semaines.

L’ingestion d'un régime alimentaire riche en glucose et en graisses contenant L.
paracasei TD062 (10° CFC/mL) pendant 8 semaines de traitement induit une réduction
significative des lipides peroxydés dans le foie et une augmentation des activités de la SOD et
GPx hépatique. De plus, le traitement quotidien & base de B. animalis 01 a 10° CFU/mL,
associer un régime HG durant dix semaines, chez des rats diabétiques diminue la quantité des
LPS, I’expression génétique de la glyconéogenese hépatique, réduit les lésions oxydatives
lipidiques hépatique et augmente 1’activité des enzymes antioxydantes hépatiques (SOD, CAT
et GSH-Px) (J. Zhang et al., 2020).

Il est bien établi Dexistence d’un lien étroit entre 1’état inflammatoire
I’insulinorésistance et le stress oxydatif au cours du développement de 1’obésité par
I’intervention des voies NF-kB et Jun N-terminal kinase (JNK) (Verdile et al., 2015). Ceci
pourrait expliquer la capacité¢ antioxydant de notre probiotique (Lactibiane tolérance®)
observée au cours de cette ¢tude. Il est fort probable que celui-ci exerce un effet préventif
contre les altérations oxydatives via un caractére immunomodulateur et en régulant I’état
inflammatoire. En effet, ce dernier présente un profil immunomodulateur évalué in vitro via
la quantification des cytokines IL-10, IL-12 et IFN-y aprées incubation pendant 24 heures d’une
souche probiotique ou d’un mélange de souches probiotiques, Lactibiane tolérance, avec des
cellules mononuclées sanguines humaines. Les souches présentes dans le produit Lactibiane
tolérance, et plus particulierement L. salivarius LA 302, sont capables d’induire la production
d’IL-10 par les cellules mononuclées sanguines. L’IL-10 est considérée comme une cytokine
présentant des propriétés régulatrices vis-a-vis des lymphocytes Thl et Th2 (Drouault-

Holowacz et al., 2006). En effet, ces propriétés immunomodulatrices semblent trés bien
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corrélées a leur capacité anti-inflammatoire in vivo (Foligne et al., 2007; Ng et al., 2009).
L’action des probiotiques dans la modulation de 1’état inflammatoire peut étre expliquée par
son pouvoir de réagir sur le maintien et le renforcement de la barriére intestinale et limiter
ainsi le passage anarchique des LPS, des endotoxines reconnues depuis longtemps comme

¢étant un facteur clé de l'induction d'une forte réponse inflammatoire associée a 1’obésité.

Au cours de cette étude nous avons constaté que 1’administration de la cannelle seule ou
associée aux probiotiques améliore le statut oxydatif sérique et tissulaire des rats apres 16
semaines de traitement en comparaison avec les groupes HG et HGP. Nos résultats concordent
les résultats évoqués par Tuzcu et al., (2017), ils signalent que 1’ingestion orale d’extrait
polyphénolique de cannelle (100 mg/kg) associée a un régime hyperlipidique (42 %) pendant
12 semaines a entrainé une réduction de 23 % et 25 % des concentrations de MDA hépatique et
plasmatique respectivement, ainsi qu’une €lévation de la CAT plasmatique de 91%, la méme
constatation a été signalée pour la teneur des enzymes antioxydantes au niveau hépatique

comme la SOD (62%), CAT(21%) et GPx (36 % ).

Les polyphénols de cannelle réduisent I'hyperlipidémie, l'inflammation et le stress
oxydatif grace a l'activation des facteurs de transcription et de la voie de signalisation de défense
antioxydante au niveau hépatique ceci est constaté chez des rats nourris avec un taux élevé de
lipides (Arisha et al., 2020). L’administration d’extrait méthanolique de cannelle a des rats
diabétiques pendant 28 jours induit une diminution des teneurs en MAD et augmente I’activité
des enzymes antioxydantes (SOD et CAT) d’une maniére significative par rapport au groupe
non traité (Qusti et al., 2016). Le méme résultat est enregistré par une équipe de recherche qui
déclare que la soumission des rats diabétiques a une consommation journaliere de 1’extrait
méthanolique de la cannelle a 400 mg/kg pendant 42 jours, induit une réduction significative
des niveaux des MDA et augmente les niveaux des groupement Thiol, ainsi que I’activité de la
SOD, et la CAT est ceux au niveau hépatique et rénale en comparaison avec le groupe non traité
(Niazmand et al., 2021). Aussi il est décrit que le cinnamaldéhyde présente la capacité
d'améliorer la libération du cytochrome C par les mitochondries, jouant ainsi un réle dans la
régulation positive de l'activité des caspases-9 et -3. Ce composé est également impliqué dans
la modulation a la hausse de I'expression des facteurs pro-apoptotiques, tel que le géne Bax,
tandis qu'il régule a la baisse 'expression des inhibiteurs de I'apoptose, notamment Bcl-2. Ces
actions visent a induire l'apoptose. En paralléle, le cinnamaldéhyde exerce une fonction
protectrice envers la cellule en la préservant du stress oxydatif. Elle peut jouer un role

primordial dans I’activation du facteur nucléaire Nrf2, qui est le principal régulateur du systéme

195



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I1I : DISCUSSION

de défense antioxydant cellulaire. Cette double action, a la fois pro-apoptotique et protectrice
contre le stress oxydatif, souligne la complexité des mécanismes régulatoires dans lesquels le

cinnamaldéhyde est impliqué (Ezzat et al., 2017; Singh et al., 2021).

De maniére similaire, notre étude met en évidence que la supplémentation en gingembre,
que ce soit de maniere isolée ou en combinaison avec un probiotique, améliore
significativement l'état oxydatif chez les rats sous régime HG, tant aux niveaux plasmatiques
que tissulaire. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus dans des études antérieures qui
ont également démontré les bienfaits du gingembre sur le stress oxydatif. Ces derniéres
suggérent que la consommation d'extraits aqueux de gingembre conduit & une réduction du
stress oxydatif chez les rats, notamment par la diminution des taux de MDA, une augmentation
de la capacité antioxydante totale, ainsi que par le renforcement de l'activité des enzymes
antioxydantes (CAT, SOD, GPx) (Abdel-Azeem et al., 2013 ; Shalaby & Saifan, 2014). En
outre, la supplémentation en gingembre se révele étre un moyen significatif a la régulation du
statut redox, en inhibant de maniére notable la formation de la peroxydation lipidique, comme
en témoigne la diminution des niveaux de malondialdéhyde (MDA) et en activant les enzymes
de la défense antioxydante. De plus, elle a la capacité d’influencer la cascade inflammatoire en
agissant sur la régulation en réduisant la production de diverses cytokines inflammatoires tels
que le TNF-a, I’IL-6 et la CRP (Askari et al., 2020). Les mécanismes sous-jacents a l'activité
antioxydante du gingembre ont été¢ examinés dans des modeles cellulaires, comme décrit dans
I'étude menée par Mao et ses collaborateurs. Les mécanismes suggérés impliquent I'inhibition
de l'activit¢ de l'enzyme de conversion de l'angiotensine I (ECA) (Mao et al, 2019).
L'inhibition de I'ECA est un mécanisme qui peut contribuer a I'effet antioxydant du gingembre.
Cette enzyme est associée a la régulation de la pression artérielle, mais elle est également li¢e
a des processus oxydatifs et inflammatoires. En inhibant cette enzyme, le gingembre pourrait
moduler des voies biologiques impliquées dans le stress oxydatif, offrant ainsi une protection

contre les dommages cellulaires li€s aux especes réactives de I'oxygeéne (Akinyemi et al., 2013)

Il a ét¢ démontré par plusieurs études que le gingembre et ses composés bioactifs, tel que
le [6] -shogaol, exercent une activité antioxydante en agissant a travers la voie de signalisation
du facteur nucléaire lié¢ a I'érythroide 2 (Nrf2). La protéine Nrf2 est un facteur de transcription
essentiel impliqué dans la défense contre le stress oxydatif. Elle exerce cette fonction en
induisant l'expression de nombreuses protéines cytoprotectrices, dont des enzymes
antioxydantes. La Nrf2 régule les voies de détoxication cellulaire en agissant a travers des

séquences ADN spécifiques appelées "éléments de réponse antioxydant" (ARE). Ces ¢léments
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sont présents dans le promoteur de génes codant pour des protéines impliquées dans la réponse
antioxydante. Ainsi, I'activation de la voie Nrf2 conduit a une augmentation de la synthése
d'enzymes antioxydantes, renfor¢ant ainsi la capacité de la cellule a neutraliser les especes
réactives de l'oxygene et a faire face au stress oxydatif (Peng et al., 2015 ; Genard, 2015 ;

Mao et al., 2019).

I11.2.5 Impact des régimes expérimentaux sur la composition du microbiote intestinal

Au cours de notre étude, nous avons observé que le régime hyperlipidique (HG)
provoque un déséquilibre de la flore intestinale chez les rats. Cette perturbation se traduit par
une augmentation du nombre de bactéries pathogénes telles qu'E. coli et Enterococcus, tandis
que les bactéries bénéfiques telles que Lactobacillus sont en diminution au sein de ce groupe.
Ces résultats concordent avec plusieurs €tudes antérieures indiquant qu'une alimentation riche
en lipides entraine une dysbiose intestinale chez les rats et les humains, favorisant la
translocation des bactéries pathogénes et entrainant une endotoxémie (Cani et al., 2007a;

Muccioli et al., 2010; Porras et al., 2017; Diez-Sainz et al., 2021).

La supplémentation des bactéries probiotiques au régime HG améliore significativement
le profil bactérien apres 16 semaines d’expérimentation. Cette amélioration se manifeste par
une restauration de la flore bénéfique comme Lactobacillus et une diminution de la flore
potentiellement pathogéne, notamment E. coli et Enterococcus. Dans une étude menée par Park
et ses collaborateurs, 1'impact direct et fonctionnel des probiotiques sur 1'état pro-inflammatoire
induit par 1'obésité a été examiné. Pour ce faire, des souris C57BL/6J soumises a un régime
hypergras ont été traitées avec un mélange de probiotiques composé de L. curvatus HY7601 et
L. plantarum KY1032. Apres 8 semaines d’expérimentation, les résultats obtenus révelent que
'administration du mélange de probiotiques influence la diversité et la composition du
microbiote intestinal des souris obéses. Ce mélange régule I'expression des genes impliqués
dans l'oxydation lipidique, tels que PGCla, CPT1, CPT2 et ACOX1, et exerce une activité anti-
inflammatoire en modulant 1'expression de génes pro-inflammatoires tels que TNF-a, IL-6, IL-
1b et MCP1. Ces résultats suggerent que le traitement par le mélange de probiotiques contribue
a la restauration des perturbations métaboliques liées a l'obésité (D.-Y. Park et al., 2013).
Plusieurs études ont démontré que les probiotiques sont impliqués dans le maintien de la
barriere intestinale en favorisant une meilleure intégrité de la muqueuse intestinale. Les

probiotiques augmentent également la fonction de la barriere de la muqueuse intestinale en

197



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE I1I : DISCUSSION

favorisant la production de mucus et de certains anticorps de type IgA (Ohland et

MacNaughton, 2010).

I1 largement démontré que les probiotiques sont des modulateurs pouvant modifier la
sécrétion d'hormones, de neurotransmetteurs et de facteurs inflammatoires, agissant ainsi
comme des régulateurs des déclencheurs de la prise alimentaire susceptibles d'induire une prise
de poids (Aoun et al., 2020). Des ¢tudes expérimentales ont mis en évidence des effets anti-
obésogenes apres des traitements a base de probiotiques, principalement des Lactobacilles et
des Bifidobacteries, cet effet anti-obésogene se traduisant par une réduction de la prise de poids
et une diminution de l'accumulation de graisse (Ejtahed et al., 2019). Certains des mécanismes
d'action proposés incluent I'induction des génes responsables de d'oxydation des acides gras ou
la régulation des geénes impliqués dans le métabolisme des lipides (Dahiya et al., 2017). De
plus, certaines souches de lactobacilles ont la capacité de produire des bactériocines, des
peptides antimicrobiens associés au poids corporel. Les probiotiques jouent également un rdle
dans la prévention de la dysbiose et la protection de la barriére intestinale en modulant le
cytosquelette (Cerdo et al., 2019). Un autre mécanisme d'action propos¢ est associé a la
capacité des probiotiques a rivaliser avec les microorganismes pour les sites de liaison, agissant
ainsi en tant qu'antagonistes de ces agents pathogenes ou en modulant les récepteurs de la

réponse immunitaire (Tomé-Castro et al., 2021).

Parallelement, il est évident que les polyphénols, en raison de leurs effets antibactériens
et prébiotiques, sont en mesure de modifier la composition du microbiote en le restaurant
(Neyrinck et al., 2013). Cet effet est largement documenté dans la littérature, en indiquant leur
contribution significative au processus anti-obésité (Van Hul et al., 2018 ; Corréa et al., 2019).
Les polyphénols présents dans la cannelle, lorsqu'ils atteignent le colon servent de substrats
pour le métabolisme bactérien, ils sont associés a une augmentation des bactéroides et a une
diminution des protéobactéries, contribuant ainsi efficacement a I'enrichissement du microbiote

intestinal. (Van Hul et al., 2018 ; A. Li et al., 2020).

Une ¢étude menée sur des souris C57BL/6J a révélé que 1'utilisation d'un extrait d'écorce
de cannelle, particulierement riche en proanthocyanidines polymeéres de type A a une
concentration de 90 mg/g d'extrait, favorise la restauration du microbiote intestinal déséquilibré
par un régime riche en graisses. De plus, cette étude a mis en évidence une amélioration
significative de la fonction immunitaire, de la barriere colique, ainsi qu'une nette amélioration

de l'indice de résistance a I'insuline chez les souris (Van Hul et al., 2018).
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Une ¢étude menée avec des rats sevrés précocement, trés sensibles au stress et aux
altérations intestinales, a révélé que le traitement avec 100 ou 200 mg/kg de poids corporel par
jour de cinnamaldéhyde pendant 2 semaines pouvait améliorer efficacement l'intégrité¢ de la
barriere intestinale, améliorer les réponses inflammatoires et remodeler le microbiote intestinal
(Qi et al., 2021). Ces auteurs ont suggéré que 1’apparition de ces effets est dues a I'inhibition
de l'activation de NF-kB; de la régulation de I’expression de la mucine 2, et la réduction de
I’expression de 1'IL-6 et du TNF-a, potentiellement médiée par une augmentation de la diversité

de la flore intestinale (Qi et al., 2021).

De méme, les effets bénéfiques des polyphénols du gingembre, ou en association avec
des probiotiques, ont démontré un impact significatif sur le profil microbien de la flore
intestinale des rats soumis a un régime riche en graisses. Cela est mis en évidence par la
réduction de la population d'E. coli et d'Enterococcus sp., ainsi que par l'augmentation des
bactéries bénéfiques. Cette diminution reflete les effets positifs des composés bioactifs, tels que

les polyphénols et les fibres alimentaires, présents dans la poudre de gingembre.

En effet Il a été prouvé de manicre concluante que les polyphénols bioactifs du
gingembre se comportent comme des prébiotiques pour le microbiote intestinal et favorisent
ainsi la santé intestinale. En effet, (Ooi et al., 2022). Kang et al., (2022) ont rapporté que
l'extrait de gingembre digéré module de maniere significative la structure du microbiote fécal
et favorisait la croissance de certaines populations bactériennes bénéfiques telle que
Bifidobacterium. La supplémentation en gingembre peut moduler la composition du microbiote
intestinal, entrainant une diminution du surpoids, de la résistance a l'insuline, de la stéatose
hépatique et de l'inflammation de bas grade chez la souris (J. Wang et al., 2020). L’extrait de
gingembre pourrait augmenter les niveaux d'acides gras a chaine courte (AGCC) accompagnés
d'une diminution du pH. De plus, le 6-gingérol (6G), principal polyphénol du gingembre, a
considérablement augmenté 1'abondance de bifidobacteries. Par conséquent, la 6G devrait étre
un prébiotique potentiel qui améliore la santé humaine en favorisant la santé intestinale (J.

Wang et al., 2020).
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Conclusion et perspectives

A T'heure actuelle, les maladies cardiovasculaires demeurent l'une des principales causes
de morbidité et de mortalité dans le monde (Goldsborough et al., 2022). L’obésité est
considérée comme un facteur prédominant de ces maladies, elle exerce une influence
significative sur le systéme cardiovasculaire en augmentant considérablement les risques de
développer diverses complications. Afin de réduire de maniére significative le risque de ces
maladies. Il est donc impératif de prendre des mesures préventives contre 1’obésité. Cependant
et malgré la prévalence croissante de cette pathologie, son arsenal thérapeutique actuel est plutot
limité. Face a cette difficulté¢ et afin de combler ce manque, des stratégies altérative et
préventives peuvent étre largement envisagées, En effet, les recherches de 1’heure actuelle
s’orientent vers la manipulation des différentes voies métaboliques, particulierement le stress
oxydatif et la dysbiose intestinale, deux voies fortement impliquées dans le développement de
cette épidémie et ses complications. Dans ce contexte la présente étude s’intéresse dans un
premier temps, a évaluer l'activité antibactérienne et antioxydante, in vitro, des extraits
polyphénoliques issus de trois plantes médicinales, a savoir la cannelle (Cinnamomum
zeylanicum), le gingembre (Zingiber officinale) et I'armoise blanche (Artemisia herba alba
Asso.). Et ce pour sélectionner 1’extrait le plus riche en polyphénols et en flavonoides ayant
I’activité antioxydante et antibactérienne la plus puissante, dans 1’optique de I’exploiter dans
les stratégies de lutte et de prévention vis-a-vis des désordres métaboliques, associés a 1’obésité.
Dans un deuxiéme temps, elle cherche a développer une stratégie nutritionnelle préventive,
basée sur une combinaison de probiotiques et plantes médicinales, contre I'obésité et ses
complications, nutritionnellement induite chez le rat Wistar. Les résultats de 1’¢tude in vitro
montrent que les extraits méthanoliques issus de la cannelle (EMC) et du gingembre (EMG)
possedent des activités antioxydantes et antibactérienne supérieures aux celles de I’extrait issu
de I’armoise blanche (EMA). Une capacité antioxydante tres ¢levée et de maniere hautement
significative a été constatée avec ’EMC en comparaissant avec I’EMG et ce pour I’ensemble
des techniques utilisées. Les CEso déterminées par le test FRAP sont de 108.56 + 4.18 pg/ml
versus 310.07 = 6.94 pg/ml respectivement. Aussi I’EMC présente une concentration inhibitrice
du radical DPPH’ inférieure a celle du gingembre (Clso= 5.27 + 0.11 pg/ml versus Clso=22.50
+ 0.45 pg/ml). Il va de méme pour la capacité de neutraliser le H>O>. Un potentiel d'inhibition
de la peroxydation lipidique tres significatif a été€ obtenu avec la EMC par rapport a la EMG les
pourcentages d’inhibition des MDA obtenus sont 57.82 = 1.20% et 53.91 £ 2.15% dans ’ordre.

L’EMC, en comparaison avec I’EMG, exerce une forte activité antibactérienne contre les
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bactéries a Gram positive (S. aureus, B. cereus) et bactéries a Gram négatives (E. coli et P.
aeruginosa), avec des CMI évaluée entre 5 et 6 mg/ml et des CMB entre 16 et 20 mg/ml.
Cependant I’effet 1’antibactérien de I’EMG est caractérisé pas des CMI entre 8 et 12 mg/ml et
des CMB entre 16 et 22 mg/ml pour S. aureus, B. cereus, E. coli et P. aeruginosa,
respectivement. Parallélement les résultats de 1’expérimentation in vivo révélent que
I’association des plantes médicinales, (gingembre ou cannelle) aux probiotiques a des
répercussions positives sur les troubles du profil lipidique induits par le régime HG, cela se
refleéte par une diminution significative de la teneur en cholestérol et des LDL-C de 37 % et de
85 % pour le groupe HGGP et de 40 % et 89 % pour le groupe HGCP, et en comparaison avec
le groupe de rats nourris par le régime HGP. Chez les rats sous régime HG le traitement basé
sur I’association des plantes aux probiotiques augmente les HDL-C plasmatiques, on note une
augmentation de 86 % et 88 % pour le groupe HGGP et HGCP respectivement. Il va de méme
pour les altérations oxydatives, ce traitement rétablit ces altérations induites par le régime HG,
on constate une augmentation du pouvoir réducteur plasmatique et cardiaque, de 31 % et 35 %
pour le groupe HGGP et de 13 % et 43 % pour le groupe HGCP, versus le groupe HGP. Aussi,
il inhibe la formation des lipides oxydés reflétée par une diminution significative de 40 % et 67
% pour le groupe HGGP, et de 40 % et 56 % pour le groupe HGCP, respectivement. Les résultats
de I’étude histologique indiquent que la supplémentation des plantes aux probiotiques (HGGP
et HGCP) inhibe la formation des gouttelettes lipidiques au niveaux des hépatocytes, ce qui
suggere un effet préventif contre la stéatose hépatique induite par le régime hypergras. De plus,
cette supplémentation aide a rééquilibrer la flore intestinale altérée par ce régime et ceux par
une augmentation significative de la population des bactéries bénéfiques les Lactobacillus sp.
(14 % et 10 %) pour le groupe HGGP et HGCP, respectivement et une diminution significative
de la population des bactéries pathogéne Escherichia coli (13 %) pour les deux groupe HGGP
et HGCP et Enterococcus sp (4 % et 11 %) pour les deux groupe HGGP et HGCP,
respectivement. L'analyse globale de ces résultats nous ameéne a suggérer que l'utilisation
combinée, gingembre ou cannelle aux probiotiques pourrait entrainer des effets positifs
significatifs dans la réduction du développement excessif de I'obésité. Cette approche peut étre
une stratégie préventive nutritionnelle intéressante a exploiter contre les maladies
cardiovasculaires. Le mécanisme plausible impliquerait vraisemblablement une triple action,
combinant la modulation du stress oxydant, du métabolisme lipidique, et de la dysbiose
intestinale. Cependant, il est clair que des tests supplémentaires et des investigations plus

profondes sont nécessaires a entreprendre afin de compléter et consolider ces résultats ainsi
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dans la continuité de ce présent travail plusieurs perspectives peuvent étre envisagées. Il fort

intéressant :

» D’étudier I’influence de 1’association, plantes médicinales/probiotiques, sur le statut
inflammatoire, essentiellement sur les marqueurs pro-inflammatoires (IL6, TNFa...)
impliqué dans la genese de 1’obésité et ses complications

» D’évaluer I'impact de la supplémentation, plantes médicinales/probiotiques, sur la
corrélation Endotoxémie/Bifidobacterium chez des modéles expérimentaux d’obésité
(rats ob/ob, rat Wistar obese...).

» D’évaluer ’effet la supplémentation, plantes médicinales/probiotiques, sur 1’induction
des génes de la défense antioxydante (Catalase, Superoxyde dismutase, Glutathion
peroxydase...), chez le rat Wistar obese.

» D’approfondir I’étude de I’influence de cette association vis a vis des altérations du
microbiote intestinal via les techniques de biologie moléculaire (la métagénomique
intestinale).

» D’évaluer I’'impact de cette supplémentation sur 1’expression des génes impliqués dans

la voie de signalisation de I’insuline du rat Wistar obése.
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Annexe I: Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques de la cannelle, du
gingembre et I’armoise blanche

Acide Gallique (2 mg/ml)

y =6,3920x - 0,0092
08 - R?=0,9992

0,9 4

0,14

Figure 86: Courbe d’étalonnage d’acide gallique (1mg/mL)

Quercétine (1 mg/ml)

y = 0,0439x - 0,0001
18 | R? = 0,9994

40 45

Figure 87: Courbe d’étalonnage de la quercétine (1mg/mL)
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Annexe II: Courbes d’étalonnage pour I’activité antioxydante des antioxydants de références

1. Pouvoir réducteur de fer (FRAP) des molécules de référence

12 Acide Gallique (1 mg/ml)

1 y = 0,0198x - 0,0040
R? = 0,9998

0,8 A

0,6

0,4 A

0,2

Figure 88: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le test FRAP

Acide ascorbique (1Img/ml)

0,5 -
0,45 y =0,0088x + 0,0096
0,4 4 2 _

035 | R*=0,9994
03 -
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05 -

Figure 89: Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique pour le test FRAP

Quercétine

y=0,0167x - 0,0188
R?=0,9982

0 10 20 30 40 50 60

Figure 90: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le test FRAP
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2. Activité scavenger du peroxyde d’hydrogéne des molécules de références

Acide gallique
120 - y =6018,5464x + 27,0759
R?=0,9924
100
80
60 -
40 -
20 A
0 T T T T T T !
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

Figure 91: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le test H,O»

Acide ascorbique

120 y = 1334,7761x + 33,3721
100 R?=0,9973

% |

o |

©

2

° 0 0,01 0,02 0,63 0,04 0,05 0,06

Figure 92: Courbe d’étalonnage d’ascorbique pour le test H>O»
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Annexe III: Courbes d’étalonnage pour les différents dosages des parameétres oxydatifs

(a)
1,5 -

FeSO4

y =0,0024x-0,0133
R?=0,9997

(b)

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

FeSO4

y =0,0011x +0,0142
R*=0,9997

(c)
1,5 -

FeSO4

y =0,0024x - 0,0133
R*=0,9997

50 100 150

0,4
0,2

50 100 150

0,4
0,2

0 200 400 600 0 200 400 600
Figure 93: Gamme d’étannolage de FRAP plasma (a) , Foie (b), Cceur (c)
(a) Ac Ascorbique (b) Ac Ascorbique (c) Ac Ascorbique
y = 0,0103x + 0,0084 _
12 N 12 y = 0,0103x + 0,0084 12 y = 0,0103x + 0,0084
’ R?=0,9991 , R? = 0,9991 )
1 1
0,8 0,8
0,6 0,6

50 100 150

Figure 94: Gamme d’étannolage acide ascorbique plasma(a), Foie (b), Cceur (c)

(a)
15 -

Nac

y =0,0048x - 0,0227
R?=0,9996

100 200 300

(b)

NAC

y =0,0038x +0,0232
R?=0,9997

200 400 600

(c)

1,2
1

0,8
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Nac

y =0,0039x + 0,0195
R?=0,99

Figure 95: Gamme d’étannolage de Thiol plasma (a), Foie (b), Ceeur (¢)
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TEP
y =0,0169x - 0,0025
R?=0,9995

50

100

150

TEP

y =0,0151x - 0,0457

R?=0,9996

50

100

150
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R?=0,9992

0 200 400 600

Figure 96: Gamme d’étannolage de TBARS plasma(a), Foie (b), Ceeur (c)
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Annexe IV: Différents lots de rats aprés 16 semaines d’expérimentation

Figure 99: Rats du groupe HGC et HGCP aprés 16 semaines d’expérimentation
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Annexe V: Valeur nutritive et composition des régimes expérimentaux

1. Valeurs nutritives du son de blé, tourteau de soja, huile végétale, graisse

d’animaux (Sauvant et al, 2004)

Son de blé dur
Coproduit de la transformation de grains de blé dur (7riticum durum L.), constitue
principalement de fragments d'enveloppes et de particules de grains dont la plus
grande partie de l'albumen a été enlevée (N = 142).
Toutes les valeurs sont exprimées par rapport au produit brut sauf indication contraire.
Composition élémentaire Acides gras
Moy ET AC totaux /
Matiére seche (%) 86,6 el matiéres grasses (%) 80
Protéines brutes (%) 14,6 T
Cellulose brute (%) 10,1 1,1
Matiéres grasses brutes (%) 4,4 0,4
Cendres brutes (%) 4,9 0,4
Cendres insolubles (%) 0,1
NDF (%) 43,2
ADF (%) 13,0
ADL (%) 3,7
Parois végétales (%) 41,8
Amidon (%) 19,9 3,3
Sucres totaux (%) 6,6
Energie brute (kcal/kg) 3970
Minéraux
Moy ET
Calcium (g/kg) 1,4
Phosphore (g/kg) 9,7
Magnésium (g/kg) 257
Potassium (g/kg) 11,9
Sodium (g/kg) 0,1
Chlore (g/kg) 0,8
Bilan électrolytique (mEqg/kg) 290

Tourteau de soja 48
Coproduit d'huilerie obtenu par pression, extraction au solvant et traitement thermique de grai-
nes de soja (Clycine max (L.) Maerr.) avec réincorporation partielle des coques. « 48 » indique
que la teneur garantie en protéines + matiéres grasses est de 48 % sur brut (N = 10409).
Tourteanux de soja extrudé er de soja rtanné powr les ruminants - voir rage 2817.
Toutes les valeurs sont exprimées par rapport au produit brut sauf indication contraire.
Composition élémentaire Acides gras
Moy ET Yo AG B/kg
Matiere séche (%) 87,8 0,6 Acide myristique C14:0 o1 0,0
Protéines brutes (%) 45,3 1,0 Acide palmitique C16:0 10,5 125
Cellulose brute (%) 6,0 o.,5 Acide palmitoléique C16:1 0,2 0,0
Matieres grasses brutes (%) 1.9 o.,4 Acide stéarique C18:0 3.8 0.5
Cendres brutes (%) 6,4 0.5 Acide oléique C18:1 21,7 3.0
Cendres insolubles (%) 0.3 0,3 Acide linoléique C18:2 53,1 7.4
NDF (%) 12,2 1.7 Acide linolénique C18:3 7.4 1.0
ADF (%) 7.3 1.9 AC totaux /
ADL (%) 0,7 O,4 matieres grasses (%) 75
Parois végétales (%) 19,1 2,3
Amidon (%) 0,0
Sucres totaux (%) 8,3 |
Energie brute (kcal/kg) 4130 130
Minéraux Vitamines
Moy ET Moy
Calcium (g/kg) 3,4 0.9 Vitamine E (mg/kg) 4
Phosphore (g/kg) 6,2 0.5 Vitamine B1 - Thiamine (mg/kg) 6
P phytique / P total (%) 60 Vitamine B2 - Riboflavine (mg/kg) 3
Magnésium (g/kg) 2,9 0,3 Vitamine B6 - Pyridoxine (mg/kg) 6
Potassium (g/kg) 27,1 1,5 Niacine (mg/kg) 39
Sodium (g/kg) 0,3 0,5 Acide pantothénique (mg/kg) 16
Chlore (g/kg) 0.5 0.9 Acide folique (mg/kg) 0,59
Soufre (g/kg) 4,0 Biotine (mg/kg) 0,27
Bilan cations-anions (mEqg/kg) 289 Choline (mg/kg) 2545
Bilan électrolytique (mEg/kg) 539
Manganése (mg/kg) 38 11
Zinc (mg/ks) a7 8
Cuivre (mg/kg) 18 z
Fer (img/kg) 283 145
Sélénium (mg/kg) 0,20
Cobalt (mg/kg) 0.26
Molybdene (mg/kg) 4 Autres
lode (mg/kg) 0,15
Moy
Activité phytasique (UI/kg) 20
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Corps gras

Graisses d’animaux terrestres

Saindoux Suif Graisses
Graisse fondue Graisse de parage de cuisson
de porc de ruminants de volailles

Acides gras (% d’AG totaux)
c12:0
<14:0
<16:0
ci16:1
c18:0
c18:1
C18:2 »-6
C18:3 -3
c20:0
c20:1
C20:4 »-6

Vitamine
E (mg/kg)

Energie brute

EB (kcal/kg)

Porcs
ED Croissance et truie (kcal/kg)
EM Croissance et truie (kcal/kg)
EN Croissance et truie (kcal/kg)

dE, dMO, dMG (%)

Volailles
EMAN Coq (kcal/kg)
EMAN Poulet (kcal/kg)

Ruminants

UFL (par kg)
UFV (par kg)
AMO (%)

dE (%)

avant fente de la carcasse
et ayant subi un traitement
thermicque

o1 0,1 0,1
1,4 k- 0§ 11
24,4 25,3 21
2,9 3,4 5
14,4 19,2 9
42,3 37,5 a1,7
9,2 2.8 20,6
0,9 0,6 1,6
0,4 1
0,9 0,7
1,7 0,2 o1
1.9 19 27
Valeurs communes au saindoux,
au suif et aux graisses de volailles
9380
7970
7920
7110
85
8630 7970 2000
8250 7220 8820

Valeurs communes au saindoux,
au suif et aux graisses de volailles
2,73,

2,78
20
88

8000
8000
“ 85
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2. Composition du régime expérimental

La composition du régime expérimental inducteur de 1’obésité chez le rat Wistar a été
déterminé, en se basant sur des données bibliographiques qui stipulent que les régimes
alimentaires contenant plus de 30% des apports énergétiques sous forme de lipides (acides gras
saturés) entrainent le développement d'une obésité associée a des désordres métaboliques dus a
une augmentation de la prise calorique (Garait, 2006).

Afin d’évaluer I’influence de la combinaison probiotique/polyphénols sur les désordres
métaboliques et les changements de la composition bactérienne du microbiote intestinal,
caractéristiques du surpoids et les pathologies qui lui sont associées, nous avons opté pour un
mélange de probiotiques, constitu¢é de souches, essentiellement des ferments lactiques,
certifiées GRAS (Generally Recognized As Safe) et déposées a la Collection Nationale de
Cultures de Micro-organismes de I’Institut Pasteur ou a /’American Type Culture Collection.
Ces souches ont fait I’objet de plusieurs recherches garantissant et certifiant : leur innocuité,
leur viabilité et survie dans le tube digestif et leur adhésion aux cellules épithéliales intestinales
(Drouault-Holowacz et al., 2006).

La préparation des différents régimes, au cours de cette expérimentation, a été réalisée
une fois par semaine au sein du laboratoire de physiologie animale. Les ingrédients utilisés pour
préparer chaque régime ont €t€ fournis gracieusement par I’Office Nationale d’Aliment de
Bétail (ONAB) et ont été répartis de telle sorte que les pourcentages des protéines, de la
cellulose, des vitamines et des sels minéraux varient peu d’un régime a I’autre. La composition
de régime hypergras ainsi que la constitution en acides gras saturés de la mati¢re grasse utilisée

dans la conception de ce régime figurent dans le tableau suivant.

Tableau 31: Composition des régimes hypergras (Sauvant et al., 2004)

Constituants Régime hypergras (%)
Amidon 2.59
Cellulose 2.59
Protéine 2.59

Matieére grasse 48
Energie (Kcal/100g) 679.92
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Tableau 32: Profile lipidique de la graisse ovine (Sauvant et al., 2004)

Acide gras Type de liaison Pourcentage (%)
A. laurique C12:0 0.1
A. myristique C14:0 33
A. palmitique C16 :0 25.3
A. palmitoléique Cl6:1 34
A. stéarique C18:0 19.2
A. oléique C18:1 37.5
A. linoléique Cl8:2m-6 2.8
A. a Linolénique Cl8:3 »-3 0.6
A. arachidonique C20:4 -6 0.2

HGGP HGC

Figure 100: Différents régimes expérimentaux
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Annexe VI: Milieux de culture et coloration de Gram

1. Composition des milieux de culture

Milieu de Mueller-Hinton :

Infusion de viande de boeuf ... 300¢g
Hydrolysat de Cas€ine ...........cooviniiniiiiiiiieeeeee ettt 17.5¢
N 0116 (o) PP 1.5¢
GlOSE ..ttt ittt et ettt et e et e e e e e e e e e sntae e e beeeanbaeenraaeesaaennns 17¢g

Milieu Mac Conkey (Delarras, 2014)

Hydrolysat pancréatique de gélatine (bovine)............covviviiiiiiiiiiiiiiiiienennn, 20g
Lactose monohydraté bovine. ............o.oiiiiiiiii i 20g
Bile déshydratée (DOVINE)..........ovuiiniiiii e 5¢g
Pourpre de bromocresol.........o.ovuiiiiii i 0.01g

Milieu MRS (De Man, Rogosa et Sharpe) (Delarras, 2007)

POLYPEPIONE. ..ttt 10g
Extrait de viande...........ooiiiiii i 10g
Extrait autolytique de levure............ooiiiiiiii e S5g
GlUCOS . ettt 20g
TWEEIN B0t 1.8g
Phosphate dipotassiqUe. ........ouuinuieiitie e e 2g
AcCCtate de SOAIUML. ...t e e aea e e S5g
Citrate d ammMONTUIML. . ...ue ettt et et e e e e e et e e e e ae e aeeeaans 2g
Sulfate de MagNESIUML........ ..ottt e 0.2g
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Sulfate de MaNGaNESe. ... .vveiii i e 0.02g

Milieu BEA (Bile Esculine Agar) (Delarras, 2007)

Extrait de DoeUL. ... ..o l1g
Digestion enzymatique de gelatine .............c.oiiiiiiiiiiiiii i 34,5 g/L
ESCULING ..ot e g
Sulfate de MAaNGANESE ......o.vietii it 0.05¢g
Bile de Dosuf .. .o 2g
Citrate d'ammonium ferriqUe ..........ooueiiiit i 0,5 g/lL
L 153 [T 15,0 g/L

2. Coloration de Gram

Déposer une goutte d’eau distillée sur une lame de verre. étaler la goutte et laisser
sécher.

- Fixer par flambage a I’alcool 95°.

- Recouvrir la lame de violet de gentiane et laisser agir une minute.
- Rincer rapidement a I’eau du robinet et éliminer I’exces d’eau.

- Recouvrir la lame de lugole et laisser agir une minute.

- Rincer a I’eau du robinet et éliminer I’exces d’eau.

- Différencier (décolorer) avec un mélange alccol/acétone .

- Rincer abondamment a I’eau du robinet.

- Recouvrir la lame de Fuchsine et laisser agir une minute.

- Rincer a I’eau du robinet.

- Sécher puis observer au microscope (objectif * 100 a immersion).
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Annexe VII: Identification biochimique par la galerie Api20E

1. Résultats d’identification d’E.coli par la galerie Api20E

Figure 101: Résultat d’identification d’E.coli par la galerie Api20E

2. Profil numérique obtenu a l'aide du logiciel d'identification

lab.upbm.org/identifieur/galerie.php

. Ol = S SPU

£ =0  p Dy G
e D

gapi 20 E el 2 s bioMérieux

OEEIEE T T
B 576 PR "@U@@@ﬁ@%@ EELLLL

ox
»o
|DAﬂ\_Wn@H°“‘”m'°Mwu

— \ !1‘<
L ud (<] A Non sécurisé | lab.upbm.org/identifieur/galerie.php
Code api (optionnel) : 71445733
g 2
= w o w o< o o o Z o e O o o~ Qe o 9 =
s 3 == = S = 2= = 2 5 8 g g =2
5w O 8 38 5 8§ 8 8 2 = 8 B £ 2 3 g S = = & © =2 = = 2 & &
& &
e
zom B e G g L = e 2 2 2 o 2 T v @ E 3 =< o 8 g 2 &
= = =3 1= = -3 = = o ‘i (=3 S = Pre s
=N 35 282 828 8 ¥ 58 B 2 ¥ 8 3 = 2 @ 2 & = = £ © =2z =z = == & 8
®» ® ® @ ® O ® @ ® ® ® ® ® @ ® @
®» ® ® @ ® @ - 3 - ®
o ®» @® @
calcul direct € Caleul avec exclusion(s) €ED Légende

Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :

1. Escherichia coli 1 @_avec une probabilité de 100 % (excellente identification)
1009
Les taxons ayant une probabilité trop faible (<= 5%) sont éliminés.

3. Formule de dénombrement aprés culture sur milieu solide :

N= (C/ V) F (UFC/g)

C : nombre de colonies, V : Volume prélevé, F : Facteur de dilution
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Tableau 33: Résultats d’identification d’E.coli par la galerie Api20E

Tests Composants actifs Réactions/enzymes Résultat Négatif Résultat Positif
ONPG 2-nitrophénil. D B galactosidase Incolore Jaune
galactopyranosidase (ortho nitro phénylp
D galactopyranosidase)
ADH L’arginine Argininedihydrolase Orange Jaune Rouge
LDC Lysine Lysine décarboxylase Orange Jaune Rouge
oDcC L’ornithine Ornithinedécarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Trisodium citrate Utilisation du citrate Jaune Bleu Vert pale
H2S Sodium thiosulfate Production d’H2S Incolore/Grisatre Dépot noir
URE Urée Uréase Orange Jaune Rouge
DA L-tryptophane Tryptophane désaminase Jaune Marron Rougeitre
IND L-tryptophane Production d’indole Incolore/vert pale Rose
VP Sodium pyruvate Production d’acétoine (vogue Incolore Rose/ rouge
proskauer)
GEL G¢élatine origine Gélatinase Non diffusion Diffusion du pigment
bovine noir
GLU D-glucose Fermentation/oxydation du glucose Bleu /bleu vert Jaune/jaune gris
MAN D-mannitol Fermentation/oxydation du mannitol Bleu /bleu vert Vert jaune
jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation du inositol Bleu /bleu Vert jaune
SOR D-sorbitol Fermentation/oxydation du sorbitol Bleu /bleu Vert jaune
RHA L- mannose Fermentation/oxydation du mannose Bleu /bleu Vert jaune
SAC D-saccharose Fermentation/oxydation du Bleu /bleu Vert jaune
saccharose
MEL D- melibiose Fermentation/oxydation Bleu /bleu Vert jaune
dmelibiose
AMY Amygdaline Fermentation/oxydationd’ amygdaline Bleu /bleu vert Jaune
ARA L- arabinose Fermentation/oxydation Bleu /bleu vert Jaune

d’arabinose
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Annexe VIII: Aspect macroscopique des colonies sur les milieu de cultures

Figure 102: Aspect des colonies d’E. coli sur le milieu Mac Conkey (1), d’ Enterococcus sp. sur le
milieu BEA (2) et Lactobacillus sp. sur le milieu MRS (3)
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Annexe IX: Préparation du colorant pour les coupes histologiques du foie

Hématoxyline de Harris :

> Proportions pour environ 2 L de colorant :
- Hématoxyline: 9 g

- Ethanol absolu : 90 ml

- Alun potassique : 180 g

- Eau distillée : 1800 ml

- Oxyde mercurique : 4,5 g

- Thymol:9g

246



ANNEXES

Annexe X: Probiotique Lactibiane tolérance

Lactibiane Tolérance est un complément alimentaire de micro-nutrition composé de 5 souches

Bactériennes concentrées a 4 x 10° par sachet :

Bifidobacterium lactis LA 303

Lactobacillus acidophilus LA 201 ! NE
| LACTIBIA |
Lactobacillus plantarum LA 301 ‘ v
/ LACTIBIANE

Lactobacillus salivarius LA 302
8 actis UA303 Lt 9PN v Tolérance [}

Bifidobacterium lactis LA 304 oyl

L’ensemble des 5 souches sélectionnées pour Lactibiane Tolérance® répond a tous

nos critéres de qualité :

o Absence de pathogénicité pour I’homme
* Viabilité des souches et survie dans le tube digestif
* Adhésion aux cellules épithéliales intestinales
* Modulation des réponses immunitaires

* Effets souche et dose dépendants
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Annexe XI: Fiches techniques de différents analyses biochimiques

1- Fiche technique du kit biolabo des triglycérides

www.biolabe.fr
P9 | FABRICANT:
hey (| BioLABO SAS,

Les Hautes Rives
BIOLABO
02180, Maizy, France

] BloLAR0 TRIGLYCERIDES &GP0 Method

Réacll pour e dosage quaniial des igyedides [TR)
dang le sdrum el |2 plasma humeing

LPEIJS1E R12xE0mL  RZ 1x5mL
LPEDEIE RidxiOml RZ1x5mL

SUPPORT TECHNIQUE ET COMMANDES
Tl + (30323251550 CE
Fax 330323 256 256

supportbiolabo.

USAGE INVITRO

Eoom

INTERET CLINIQUE i1) REACTIFS
La e el evein a it o g 1 FEATEND fedm —
dang e ﬁagnnsyc elle !L‘IM des hyperl i ?an Chirute de magnési 35 mmell
el il dodgh gindique ou ssondie & dabes s g g 15 mml
el 5 gue: e ke el s e el oy, gy 2100 UL
Ko malcies hépallues, les pancidatis aiguls of chiongues, 8 plrgeytsse (POD) 31 uL
néphroses. Une élévalion des irighoknides est aussi un fackeur de Glyesfel 3 phosphate axydase (GPO) 22000 UIL
fiaque abérogéng. Elle est responsabie de lopalescence, voie la CGlytesel Kingse (GK) 2100 UL
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e R By b
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2- Fiche technique de biosysteéms du glucose
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ANNEXES

3- Fiche technique du kit Biomaghreb du cholestérol total

Biomaghreb

PRESENTATION

Pl S04, Gl T P, 10170 1900 Tamta) PO S0 1FCS0 Togkd Rl 0170 0800 Temind
Fi: fa 13w LI Rl asmm TETIET]

P2 3 ccea ihyophl A2 Glwong (oM A2 - 3 Becom doph R & Rpciel. ) iyl
Rk izhm Fa:zxsml EEREE R HY: 2xdmi
PRINGIPE

Le cholesterol est mesurd aprés hydrobyse ancymatique
puis cxydation. Lindicaleur quinoneimine est lormé a
partlr du peroxyde d'hydrogéne 8 du amino 4 antipyrine
en présence de phenal et de peroxydase,

Détermination enzymatique selon les  réactions
Euivantes :

Cholestdrol estérasa
Esters de cholestenl + Hy ———CholasirokAcites gras

Chodestérol owydisa
Cholestinol + Oy Cholesiane- 4-one - 3 + HyDy,
Péraxydase
Hall; + Phénal + Aming- 4 - antipyine—s Ouinamsming rosa

La quantité de quinonaimine formée est proprotionnetla
& la concentration de chalesteral.

REACTIFS

Résctif 1 Pipas pH .8 B0 mameln
Salution tampon Phend 26 menoli
Aéactif 2 Cholesterol oxydase 300 LA
Peroxydase 1250 LA

Chalestorol estarasa A0 L

Aminoc-4-antipyring 0.4 mmoll

Réactif 3 200 mged|
Stangasd 2o
5.1 7 rmmal

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre be conteny d'un flacan de R2 ave: un facon

de tampan R1.

Le réactl de trevall est stabds - 1 meis & 20 - 25°G
4 mois 4 2 - B°C

ECHANTILLONS

Serum

Plasma recuelll sur héparing

MODE QOPERATOIRE

Langueur d'anda : 505 nrn (500 - 550)

Tampérature : e ATC

L T OO I - B o - 1= 1=L-1=11 1§
Ajuster le 2éro du spectrophotomeétre sur le blanc réactif,

CHOLESTEROL

Test enzymatic colorimetrique
(CHOD- PAP)

Blanc | Siandard | Echantilon

Standard - 10 I .-
Echantillon .- as 10 il
Reactt de teavail [ 1 ml 1mi 1ml

Mélatgar, bra los denesids opliques aprss une Incu
bation de 5 min. & 37°
La coloration est slable 30 minutas.

CALCUL
0.0, Echaritallon
Chalesteral =

xn
0.0, Standard

rrgedl nm= 200

Q.lrl. n=2
mmagl : n=517

LINEARITE

La méthode est indaire jusqu'a 6 ol (B00 mgid - 15.4 mmol),
Sl la eoneantration en chlesteral est supérisure 4 6 g/,
diluer "échanfillen au 1/2 avec une solution de MaCl
8 B o et refaire be test. Multiplier |e résultat par 2.

YALEURS USUELLES

2,6 & 5,7 mmal
1,4422gl
140 & 220 my/dn

Sérum, plasma

BIBLIOGRAPHIE

Tringler B, Ann. Chin. Biochem, &, 24 (1963)
Richmond, Clin, Chermn. 19, 1350 (1973)
Fasce C.F., Clin. Chem, 18301 (1982)
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PRESENTATION
Rél. 20113, Kit powr 530 Tests, Sx 5 ml
Rél. 200112, Kit pouwr 100 Tests, 1 x5 mi
Réf. 200113, Kit powr 2000 Tests, 10 x 10 ml

Kit complémentaire
ReEf: 20111

4- Fiche technique du kit Biomaghreb du cholestérol HDL.

CHOLESTEROL HDL

Ret: 20112
Ref: 20115
FRINCIPE

Las chylamicrons al les lipoproteines de trés faible
dansitd (VLDL} al da faihle densité (LOL) eontenus dans.
I'dchantillan  sont précipités par  addition dacide
phosphotungstique an présence dions magnésiarm.
La sumagent obtenu aprés centrifugation contient las
lipoprotaings de hauls densitd (HOL) dont la ehalaséral
est dosd par le réactif cholestérol enzymatique
(Raf - 20111 au 20112).

Blanc réactif | Etalon Duzage
Eau distilléa 10 - -
Etalon
Chalesténol 2g/ - 10 pl -
Surmageant - - 10 pl
Réactd Cholastéral 1mi 1 mi 1mi
enzymatique

REACTIFS

Réactif Acids phosphatungstique 13,9 mmald

précipitant  MgCl BH0 420mrmoli
pH B2

STABILITE

Congervation & 2.8°C

La date limite d'utilisation est indiquée sur chagque
conditionnameant.

Si le réactif est iraubls ou colord, il doit éra rejetd.

ECHANTILLONS
Sérurm ou plasma recuailli sur EDTA.

MODE OPERATOIRE

Précipitation

Diluer, dans una salution de NaGl 9 g, las sérums dont
le tawx a5l supdrieur & 3,5 mmoll da triglycérides.

Bien mélanger, attendre 10 min.
Cenltrifugear 15 min & 5000 Ymin

Dosage du cholestéral HDL
Reconstituar le réactif ~cholestdnal ensymatiquas selon
la notice jointe au coffrel. R&E 201110u 20112,

Languaur d'enda_..........._... 500 nm (432 4 550 nm)
LT LT arc
Cuve e cm d'épaisseur
Zéro de I'appargil ..o Blane réactif

Mélanger, incubar & min 4 37°C phatometrar.
Stabilitd de la coloratian............. A0 min

Caleul
DO dosage
[HOL-Cholasi&rol] = m— 0
DO étalan

n =517 mmall

n=2g41

Multiplier le résultat abtenu par 1. 1 pour tenir campta da
la dilution affectuds lars de la précipilation @ an oblient
la eoncentration du cholestéral lid aux HOL.

MN.E : Une fais le flacon du réactif HOL est antamé il ya
possibilitd da formation des cristaux brillants au fond du
facen qui nanl pas dinflusnce sur la qualitd du presduit

Interprétation {ref 2,3)

La Socidtd Européenne d'Athérosclérose a élahbli la
relation entre lincidance des maladies caranariennes at
la cholesidrolémia.

Chalestérolémie Evaluation du risque

< 2gll Risgue faible
= 5,2 mmali
204259l Risgue modénd si
5,2 & 6,5 mmall HOL cholestérol
= 0,35 gfl
= 0,9 mmalf
=250 Risque &lewd,
> 6,5 mmall en particulier & :
BIBLIOGRAPHIE

1. BURSTEIN M. et al. Lipid Res.11. 583.{1970)
2. Study Group, Eurdpean Atherostlerosis
Saciety, European Heart Jaurnal,, 3, 571 (1988)
3- ARCOL, ISB, 1089, 15, 121 -124.
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ANNEXES

5- Fiche technique du kit Biomaghreb des TGO-ASAT.

PRESENTATION
RalI0042, 060 Tewa) P 00431900 Tama} Pl 0050, M50 imwsaf  Fhirl. 200493, (220 bmwsa)
AS:1zES ml AE: 4z 1s3mi A -8 x50ml Al :2x8i0ml

R 20z Imifeach] R 10z 10wl (yoshl A3 -8 xS3mifhophl P2 -2 910 midyac]

PRINCIPE
Détermination  cindtiqua de

aminotransidrases.
La réaction ast initide par addition de I'dchantilion du
patient au réactil. La schéma rédactionnal est le suivani:

l'activitéd  aspartata

2 oxoglutarale + L-Aspartale GOT Glutamete + oxaloacatate

GOT-ASAT

Méthode cinétique IFCC
sans phosphate de pyridoxal

CALCUL
A 340 nm ADOmiIR x 1750 = UA

LINEARITE

Si la ADOQYmin & 340 nm esl supérieura & 0.15, répatar ba
test en diluant I'dchantillon au 1710 aves une salution de
NaCl & 9 g1, Multipliar la résultal par 10.

Oxalocetate + NADH + H- MOH Malate + NAD- VALEURS USUELLES
Le taux da diminution da la eoncentration en NADH HLEH s arc
asl directemeant prapartionnal & "activitd aspariate amino
transharase dans I'dchantilan. Farenes jusquE 18 UM | Jusqud 22 6 [Jusqu's 3100
GOT: Transaminasa futaniqua oxakacétigue L
MDOH: Malate Dehydrogenass Hiormimes jusgus 180K | Jusqus 28 U | Jusgu'a 3e01
REACTIFS
REMARQUE
Réactit 1 Tempon Tris PH 7.8 8 30°C B0 mmold L'hémalysa paut inlarférar.
SolutionTempon  L- aspariate 200 mimolA
Réactll 2 NADH 018 mmad BIBLIOGRAPHIE
. m - E 5
e LDH 00 LA Btagr?mayar H; Bawer and Cols. Clin. Chim Acla 70,
MDH 600 UA (1576} . .
a rate 12 " qugmayar H et Wahiegeld Clin. Cham 24, 58 {1978).
? minutes.
PREPARATION ET STABILITE
Reprandrs la substrat B2 par 3 mil R&f (F0042) ou1d mi
Réf (20043) de Tampon R1. Paur les Béf (20050)
al (200492) reconstituar chaque A2 par un flacon R1.
catte salution da lravail esl stable : 7 jours & 2-8°C.
: 24 heuras & 20-25°C.
ECHANTILLCN
Sérum ou plasma héparing sans hémolyse.
MOCDE OPERATOIRE
Lenguaur d'onda....
Températura.._.
LT O
Ajusler le 2éra du speciraphotamétra sur I'air ou l'sau
distillda.
Salution da lravail 1ml 3ml
Préincuber A la tampérature choisia (25, 30 ou 37°C)
Echantillarn 100wl 300 ul
Maélanger al incuber 1 minute.
Masurer la diminulion da la densité opliqua par
minute pandant 1 & 3 minutes.
FT Fr 11 Jan 2014
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ANNEXES

6- Fiche technique du kit Biomaghreb des TGP-ALAT.

PRESENTATION

Pl 20044 180 Taxin) Al 20047, (100 Tasta)
Ai:1zEEml CEHERLT,
R iz dmifpach) A %z 10wl (oph)

Pl 0043, HE0 Tasix) Pl 30042, (230 Tasia)
LIE-TE L] Al=Zz 80 ml
FE 80 50mifyopht R 3T 10 mi fogn)

PRINCIPE

Détarmination cindligua de l'activitd Alanineg aming
transhérases

La réaction ast initida par addifion de 'dchantilon du
patient au réactii. La schéma rdactionnal est le suivanl:

Z-axogiutarate + L-Alanine GPT Glutamate +Pyruvata
——

Pyruvata + NADH + H'LDH  Lactata + NAD*

—
Le taux da diminution de la concantration an NADH
asl directamant propartionne & l'activitd alanine lrans
farase dans 'édchantilion.
GPT: Transaminase Glulanique pyruvigque
LDH: Lactate Dabydraganasa

REACTIFS
Réactif 1 Tampon Tris PH 7.5 & 30°C 100 mmeoli
SolutionTampon Alanine 500 mmiold
Réactif 2 NADH 0.18 mmoA
Substrat LDH 1200 U
Oxpglutarata 15 mmaolA

PREPARATION ET STAEILITE
Reprendra e substral A2 par 3 mi AST (20046) ou 10 mi
Aa&d (20047) de Tampon R1. Pour les R&f (20040) f (200462)
recanstituer chague R2 par 1 flacon R1.
Cetle salution da Iravail est stabla 7 jours & 2-8°C.

24 haures & 20-25°C.

ECHANTILLON
Sarurn ou plasma héparing sans hdmolyse.

MODE OPERATCIRE

I T T K T 340 nm
Tarmpdraturs 25-30-37°C
LT 1 em d'épaissaur

Ajusled la 2éro du spaclropholométre sur Fair ou 'sau
distillda.

GPT-ALAT

Méthode cinétique (IFCC)
sans phosphate de pyridoxal

solution de travail 1ml 3ml

Préincuber & la tamperatura choisia (25,30 ou 37 *C)

Echantilkan 100 ul 300 ul

Méblangar al incuber 1 minute. Masursr la diminution
de la dansité opliquea par minule pandant 1 4
3 minules.

CALCUL

4 340 nm ADOYmin x 1750 = U

LINEARITE

Si la ADCWmin & 340 nm est supdriaurs & 0,15 répétar
la lzet an diluant Mdchantillon aw 110 avec una salution
da NaCl & 9 gl Mullipliar le rasultal par 10.

VALEURS USUELLES

25°C 3G arc
Fermmes | jusqua 16 UM | Jusqu'a 22 UAJJusqud 3104
Hommes | jusqu'a 22U (Jusqu'a 23 UA | Jusqu'a 400U
REMARGQUE

L'hémalyss paut inlerfarar.

BIBLIOGRAPHIE

Bargmeyer H. Schaiba and Walaleld. Clin. Cham. 24
58 - 73 (1678).

Bargmeyer and Hordar Cline Cham. Acta 105 147 F
(1820).
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ANNEXES

7- Fiche technique du kit Biolabo de I’urée

BIOLABO

T wwesitssese UREE Methode colorimétrigue
|l
iy Rt e st e e
o . das |a plasrma ot be séoum hurains, ou s uriness
BOLABD| e
, aizy, Frange
FEMzt R 1xiGnl R1xiZinl RTcHinl Mtxidel | CODECNO:EV
FEFS2I R 1aS0nL RKEAL R3KIGAL RT3
SURPORT TECHMCUE ET COMAANDES ( E
TH (RN usiaE Wy
Fi: (1002204 1

5 o o )

INTERET CLIIGUE rye

Plis de 90% de [urée &t Aimins par las reint dans | urines: L
mesure de b concaniralion plemalique o séigue en rie est
sonenl considérde comme un indicalaw de B foclion réral.
Cependand certaing facieurs non rénaur influencenl dgalemen b
corerizalion en unée : furemiz es| sugmenide, enlre aulre, dans les
Gt ot catabalisme accédnd des protéines, bellures, baumatismes,
infarchus du myacards... L baux durke st abaissé au stade lerminal
de grande inuffsance Pépalioue o Eaccompagre alers dune
augmentalion de fammonimie. Le bur dude et généralement
et conjoiniement au aus de créatining {ratio uréecréainine) pour
affnes |e diagnostic dne azoiémis postsrénale ou présrénale.

PRINCIPE 4y

Methode : imétique basée tur Facion spéalioy
de [unkase ui Fydrolyse furée en ions ammonium o carbonale, Les
ons ammeniu forment ensuilz avex be chiare el [z salicylale un
complen colond blewvert. L'niensilé de coloralion, proportionnelle &
I concesilralion en urée dans e spécimen, esl mesurde 4 600 .

REACTIFS

(k) v

Slcfale A ot
Nirgpussie 1 mndL

et

Urkate s KUL

REACTIF ALCALIN

Sodium hypochlariie 7 mmaiL.
Hydmzyde de sodium B2 mmdl

derim i : 1L, TS, kil o b i k. k-

Agria it

Bz bt o po, B st
‘b arement i Fosu claint.

(focoe 4] Eruow

Urée 040 gL (568 ool

PRECAUTIONS

Les réacfifs BIGLABO sont destinds & du personre! cuaiifié, pour un

usae in vire.

o Lifiser des écuipements de proteclon (blouse, ganks, inelbes).

# Ne pas pipeter avec 14 bouche.

# En cas de conlact aves [a peay ou |t ymux, fincer abordamment
Teau e cormular un médean,

# L rkacifs conliesiment de Fazide de sodum (cancaniration € 0,1%)
qui peut réagi avec Ies métau il que ke cubTe ou e plomb des
canalisalions. Rincet abendammerd,

o La fiche de dermées de sdeuibd peul bre eblanue & simple

demande.
+ Elimiration des déchets  respectes b ligisiaion én vigueir.
Par mesure de sbouitd, traiter Lol spécimen comme palenlellement
infectieur. Respecker b léghlalion &n viguewr.

i 8 8 I B

Fabicar B Lnge e Ty "

PREPARATION DES REACTIFS

Diars un flacan R1 (Salicylate), puter b conteis dun Raan RE2
Lréase]. Miskanger par relournements lerts.

Réaciil dcaiin (flacon RY) :

Procadure ' el n°2 (manwele) : Duer (143) avec. e N

CALIBRATION

+ Etalon du eoffet (Racon Fd ] ou BIOLABO mhlhm@mﬁ
Tigaies s SRM 9058,

# Ou (out calibeanl raceord st une mithods o un malisiau de
rfigmce.

La féquence de calibation dépend des pesformances de analyseur

et descondilions de conservation du rack!.

I ! recommand de calibrar & rouveau dans bes e sufvants :

1.Changement du lot de rkacki,

2 Apxtss opérations de main(manca sur [arlyser.

J.Les valeurs de conlnle obtenues sarient des limiles de confance,
méme aprés ublisalion dun deuibme flacon de sém de conirble
ralchemen reconabiug.

GONTﬁLE DE QUALITE CODE CN: EV

+ BIOLARC) EXATROLN Taux | [REF|&5010

+ BIOLARD) EXATROL Tau | REF{35011.

# Taul aure sérum de conirtle ltré pour elle méthode.
+ Programme exteme de confrile de b qualilé.

1 st ecoanmanc de conlrbler dans les cos suivans <
# AL mins un ool par série.

* AL maing un conirdle par 24 heurss.

+ Changement de flacon de réacti,

* Apees opéeations de mainlmance sur [aralyseir.

LIMITE DE LINEARITE

Precidiae o' f r'3: ndare s/ 426 gL 1417 .
Procidhae n°2: ks ey’ .25 gL (104 mredL.

Auchll, et b splcimen e ne sthon NeCl 410 L o relaire o
dosage e benant onplz de b didion cns e cakal u el La
il e indariécpend o rappctde it splcimeniriacl.

MODE OFERATOIRE (TECHNIGUE MANUELLE)

Ramener lea réacils el spécimers & lempéralure ambianls,

Procédure n*! (alcalin diké]

Wars.rar a1 des Lty emm Bre | Babn | Domg

Raacti] da il (1 + B2 1nl inl inl
£l

Eision ETs

Spicion amarga 1 m

Mdarger i ncr 4 rrutss i esors bl

a2 mud 378

Resactif abcali (lacon R) dil Y |m ‘ 1nl ‘ L8

[ AT

L crira bt  rimchon wal vt Thares.

inéralids. Lersquune valewr de contrile s owve en dehor des limibes de Procfure 0°2 (alcain )
. . corfiance, applquer les aclions suivanies :
Frockture "3 {ranuele o i) bl A Tengl 1. Répbe opbation 0 i e el [—— bire | i | e
- barmvaser |a quanil nécessaie, Len reboucher 1.5 aleur chienue reste en dehors s s, préipare un sén PRT—— i i) P
e flacon e sincher & 248°C.
e ol ralchemend recoreti o gl et ™ "
.50 18 valeur chlmmus resie e dahors des limiles, ufiser un aute Srninle e,
STARBILITE ET CONSERVATION alibranl ou un calbrard fralhemen recoretiu ef ripsler e lest B LTS
Biocket & 24°C, darns In Racan d'seiging blen rebouchd i 4 Fabd 4.5 valeur chlenus resle en dehors des imilss, cabeer & nowveau [ — i
i 18 Lol i, 01 ulisant un aulre Macon de réactl o rpéter e feat.
« i e, b s sl sl ol s e e 5.5 vilurchlenue s o cebors s ks, coniade [ 960iee. |oog e
L y Iechniue BIOLABD ou le revendeur bl
péremplcn indiude su Piiquete cu colied, s scnl uieds et e Rbset alalin Racon R dlud Y | 1a ‘ 1 ‘ in
e s ol s NTERVALLES DF REFERENCE g ey et
« Agr teconatbuon, e act] de vl [R1ARZ) st slable 1 i b
o | abreence de conamination. Dan b sérun oull plaga W (ol L corahon o i ko s hwrn
+ Agr et o en Fabsence de conaninaien, e reactd el Prcétre 1) (ol PUR
{facon R e el satle Smeie. G D4s0E rsiy
+ Agrs cnerur, b oot dirfacon A es sable i 3 i Prématurd D060, [IAL:R ] Mcwrwr i Wb f e Bine | Baim | Bouge
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——— 600 aes 017043 1542 it s e
w
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ANNEXES

8- Fiche technique d’acide urique du kit Biolabo

JOLABO
www.blolabo.ir

FABRICANT :
BIOLARO SA3,

o i
o Les Haules Rives

ACIDE URIQUE Méthode Uricase

Réactf pou é dosage quankall de Pacide uigue
dans e sérum el e plasma humains ou les urines,

M 02180, Maizy, France

FER0IS1 A Bx30ml R2ExXmL RY1x5mL
@SMN R 2x100mL R2 2x 100 mL R 1x5ml
@8?&51 RiBx200mlR26x 20 mLRY 1x10mL

SUPPORT TECHNIGUE ET COMMANDES
Tel: (13002 168
Fax (M) 03 25208 288

suppari@bivlabo fr
Derni rvision : www bicibo.fr

(¢

O I

USAGE PREVL

| Ce réactf st réservé paur un usage professionnel en aboralaire
(méthode manusile ou aulomatisée).

I permat d igurar 1 uanité dacide urique prisents dans e séum
et plasma buming oules urines,

GENRALITES 1)z

Chaz [hurnam, Macde Ligue est le produil prindpal du calabolisme
des nuckkosdes puriquas, adénosine el quanasne.

PBRINCIPE 11y

Luricisé agH sur acide urique pout preduire dé [alanlaine, du
diokyde de caraone el du perniyde o hydragéne, En présence de
perarydase, le paracyds dhydroging réagil avec un chromoghng
{dichloro-hydrarybenzéng sulfonale el aming-anlipyring) pour former
une tinangiine, toenplexs de couleur rouge L absaibance mesuide
505 nem {495:505), sl propartianrielie & i quanké dacide urique
dans e spcimen.
——
REACTIFS

Ri ACIDE URIQUE Enzymes

Hexacyanoferrate (1) o palassiom 42 ymallL

Piimrytass 4 UL
Ao ipyive 0150 ol
Urcame 21 UL

Ca il est s cissd comme dargersus 28 e righenent
12T2200RCE.

R2  ACIDE URIQUE Tamgen
Dichbrobydrosybenzéne sufonate 2 mmolL
Tris pH B0 25°C i mmoil
Canservaleur

Ce réactf n'est pas classé comme dargereus Sslon |2 riglement
1Z72200RCE

RY  ACIDE URIQUE

‘it Uire: 100 mgiL (535 ymellL)
ATTENTION < Flam Li 1 < 228 » Liuides e vapeurs inflammabies
P2O: Tenr & Pécarl de la chaleuldes Emcellesides flammes
nesides surfaces chaudes, Ne pas lumer,

P233 : Maintenr | récipitnd fermé de maniére &anche,

P230 : Porler das gants de prolectionides vélemens de prateclioniun
deipement de prolectian des yeuy viesge. PATR23S - Stocker
dans un endroil been vanlla, Tenk au frais,

P01 : Elimines e frécipient cerformément a la réglementi
des déchels dangereux. Substance & [aigine de f2 classificason :
Ethanal 10 «« 25%. Pour pius e déla, consuller & Fiche de dornées
de Sécurité (FOS)

Eldlon

o

Made In France
| : camespond aur modificatians significatives

I

» Consuller la FOS en vigueut digponible sur dsmande au sur
wanbinlabo.f

» Vet Finkagilé des rbactits avant leur utiisation.

+ Eliminaion des déchels : respacter 2 légisialion &n vigusur.

» Trar ok spderrien ou réacif d aigine biclogigue earrne
polesfelement ifactiew. Respecter [ gl igueur.

| Toul incident grave suvenu &n ben avec be disposild fat lobjel

dune mabficaton au fabricand et & aulorlé compélenle d= (ELaA

memibre dans lequel Futlisabeur eliou le patisnt et élabi,

PREPARATION DES REACTIFS

Lhiiser un ebjel nan eoupant peut enleves |3 capsul.
Verser sans délai l conbenu du Racon R dans ke flacan R2.
Mlarges doucenent jusqu'h dissolufian.

Flacan R : Pré & lesuphai

STABILITE ET CONSERVATION

Stockés & Pabri do 2 lumlére, dans lo facon doriging bien
bouché & 28°C, les réactifs sont stables, 8'ls sont ublists of
tonsards dans les conditions préconisses :

Auznl ounerlure

» Jusgu fa dale de péremglion indigués.

ek ouverlure :

» Resconsfiuer le réaclf R immedistement aprés ouverture

Apeis recongliltion :

» Transfrer |a quanité e ef slocker ke Sacen dangine 4 28°C.

» L réactf e raail est sicble 1 mois.

# Regelertouf réactf Ircuble ou b bianc réaciiT 505 am » 0,100,

# Ne pas uliser e réactf de iraval apres 2 dale de péemplion.

| s———————————————
PRELEYEMENT ET PREPARATION DU SPECIMEN 1

Sésum non hémolyse, plasma prélevé sur hégarine ou EDTA,

Uines s (149) dans | esu distilée avand dosage.

L'acide urique et slable dans e spheimen :

» 3 jours & |smpéralure ambiante.

» une semaine & 28°C.

» juscph 6 s enngelé 4 =20°C.

Houler NaOH pout mainlenir les wines alcalines el prévenic
preécipstabion de facide wigue.

LIMITES )15

Ptiend raité 3 b ilarnine C  Firterfisesice dus 3 acide ascorbique
peut Bre reduile e lassant e spcimen 2 heurss & lsmpdrale
arnbate dvant d'effectuer |2 dosage.

Young D5, & publié une liste des substances inferlérant avec e
dosage.

REACTIFS ET MATERIEL COMPLEMENTAIRES

1 Eguiperien d base d borssive d analses bl
2 Bpechopholoméle ou Al de biochimie

UA_DT_200a IFU_ BUSS1-8000147601 FR_VO1_20201128

CDN‘I&LE DE QUALITE

. % 45010 EXATROLN Tau |

+ REF] 83011 EXATROLF Taux I

+ Programme esleme de cortrike de [ qualii

11 st rmcoemmandé de ecnirbler dans s e suivanis :

+ A meaing un oanlrdie par srie

# Au moing un conirtie par 24 heures

+ Changement de Mlacon de réactf

+ Agris opbealinns de mainlnance sur [analyseur

Lovsgu'une valéor de conlrdle @ lrouse en dehors des limiles g
confiance, applquer les actions suivarfes :

1.Prégares Ln s de orirdle bais el iépéler e lest.

2.5 valewur oblenue reste en dehors des fimites, uilizar un flacon de

talibeant fras.

CALIBRATION s)
« REF]0a015 Mulicalbrator rabie sar SRM913
L)

+ Etalan flacen R3]

La frécueice de calibrabion dégend des pedbimances de [anatyseur
ol des candiliors de conservaton du réactl

Efaclusr une nouvells caliralion &n cas d changemenl de lal de
ek, 5 les résullats des eanvbles sl hars dé Iintervale Gtabd, &t
aprés opéralion de manlenance.

PROCEDURE

Méthoe maele.
PRamene les réacils e échanlilons & lempérature arianie.

3.5 |3 valeur abtenue reste e dehors des limiles, répdler le L=s! e
ublisan un autre flacon de réacil. Réactit 1000 L.
i la valsur phlmue rests sn dehors des imiles, contacler lm service
technique BIOLABO ou le revandeur local
e e Blane, Etlon, Conlre ou spécinen (1 By
INTERVALLES DE REFERENCE ) r———r
Lie les atsorbances & 505 nm (435-505) contre e Blane réac.
Strurn ou plasma gl [medL] Lacobraton e st 1minus
PRemanues :
Erfatf) 25 fieden 15w, pasna, o wrines dides (1 9] dans Feau déniniralse.
Hamme 1 [20B428) 21Les performances en fechnigue manuele devrenl e dlatlies par
, Tufalea,
Femme ) 14 [155341] 28 oplesfions Kenza ef dsutes peposifons dplicons sord
dispanibles sur demands
Urines BhT0nglh 1484 43 mmal2é B e——————
[F) T pus o chez P e . CALGAL
(") Taws phus Fuble durand la grossesse.,
Il ol ot A chae e e v ses prors ks SomOupium
de réfésence pour la populatian concamés.
Résulal %%ﬁ— xetnoerkalon d [Edon
PERFORMANCES
S Kenza 2407, 37°C, 505 Lrines diuées (1 +8): Mullipler le résultat o dessus par 10
Limite de détection : envirn 0.3
ik l3ngt REFERENCES
Pricislon ¢
{f) TIETZ NW. Test book of clnical chemisty, 3% Ed CA Euts, ER.
Dfash | Tam | Taw ”,:':': ﬂm :“" Ashioed, B, Sauters (1655 . 12451280
N s e {3 BERNARD S Blochime cinque Inshumeris et fechngues d abanfaie-
nosiques médcaur chiurgcaus, 2 i 1989 p153-156 £ MALOINE
wpma | s e
Imgl} (mglt) {3} FOSSAT) P, PRENCIE L, and BERT G, Use of 3$dcibmd:
Hydreibanzend sulfan aoid /4 Amivg phanazong syEem
RimpLY 001 NGIT AOmpy 07 (72 i dvect anzymatic azsays of uic acd b serum and unne. Ch. Chasm, ©
cv% im lam (AR TS E.2M) 1580

Sur Cchas Mira, 37°C, S05nm

Dornalne dé masur : 30 3 200mglL

Comparaison svet riactl du commaree : avec spécmens (n=08)
erire A el 120mgl

¥= 0853 x-025 =001

Turbicié Ineslerence postive & partir de 0,060 ats.
Bilirubire bolaie | Interlérence postive & parbr de 500 ymolL
Aeideasterbique | Interlérence négative & part de Smgll
Heémeglabine Ineslerence postive & partr de 115 pmoill.
Glucase Pt inkerfrenice jusquh 10,1 gL

D't s sont susceibe v (vt § Linies)

{4 Chnal Guide fo Labovalory Tesd #° B, MW, TIETE (2006 p. 008
1043,

15 YOUNG D8, ENect of Drugs on Circal aboray Test, 4 . (1585)
p e 3ED

{6} SAM: Standard Fefrerce Matenal

7 B8

" g i

Fatricant i

el 0 5]
Fahirincn Moot e Mumim & ol

% 7 +

v
Sinchar i Fir de b iri Seftunt o i

UA_DT 2008 IFU_B0S51.60001-47601_FRVO1_20201128
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ANNEXES

9- Fiche technique des protéine totale du kit Biolabo

G estousorr PROTEINES TOTALES Wethode Buret
E B0 5K, Liquide Prét & I'emploi
BIOLARO :;ﬁ:m";m R pour I dosage cualf s e e
dans le sénum ¢k plasma umains,
REAPHLE RS Txlal R 1xdnl
SUPPCRT TECHNKLE ET COMMANDES c E
To {1 AR USAGE INVITRO

Fax {131 23 2 208
suppeigblolabo

) I S S

NTERET ELIGUE )

La composilion globale en proléines dun sérum au dun plasma de
patient doi dire Eludiée par déterminalion du conlenu &n prolénes
fotales et ensuile en examinant s compostion par Sechoghortse,

La dminuien du volme d'eau plasmatiyue (Hémeconcentration|,
fréquenle en cas de déshydratabion (vomissement aigé, diarrhées,
makde dAddisn, ou acidose dishéioue), se fraduil pr une
Iw:rperpmbén!m: r:hhw L hémediulon |wg1mhlm du volume
o'eau plasmatique) apparaissant dans les c2s dintonication par ey
ol s syndromes de rétention de 52, pendanl wne perfusion
inlraveineuse, el physologquement = cas dabiement prolongé, s2
Yrachil par une hypopraleinemie reiive. Souvent of pour diflérenies
raisons, hypoprotéinémie peu aussi e due & une diminution de &
concentalion en abumine. Laugmentalion de prolsines spéciigues
el éabemen condie & une hypesprotéinémie mopenne (infaction) .
Une hyperprotéindmie mamuée peul &lre due 3 une augmentation
importante des immunogiobulines manaconales produies lors de
yiomes muliples ou aulres hyperparaprobéinémies malignes.

FRINCIFE 5

Methode colorimélroue décrile par Gomal of ol Les Fasons
pepliiues des protéines réagasent avec Cu* en sohitio alcains
pour former un camplexe coioré dand [absarbance, progertionnele b
concentralion 2n prolBines dans = spécimen, es! mesurde & 550 am.
L rlactif Biurel contient du sodm potassum barkale qui complene
s ions cuivriuas el mainiend leor solubiile en soluion alcaline,

REACTIFS

R{  PROTEINES TOTALES Rz
Hydraxyde de sodium 30 mmoil
Tarwebak 0 mmal
ledure de polassium 3 mmoil
Suifale de cure 3 mmoil
Dangee

M Con, 1: 200 - P covemd e b e

Ejubam . M- hwmhmmm

S on, 1: - v " "

M Corsret unquamn 4m iyt dogne, P84 S0 i o e
opsaran sz ranpusdie, P80 Porir e g do pociantin wheraet o
P g o polcton o e g, 1P DR BN CAS
ErHGESTION: Frcr n bouchw. Ne PAS e vorm, 12003614383 EN CA% OE
CONTAET AVEE LA PEAL ou bn chwwez) vl mriiatarmed by viermia
contamnia. Hircar i pems i Fonw, P40 EN CAS DPMRALATICN: Tramagertar 1
ek Fuirer o marier ) ropen carm srm povtan o) el onbristemnd
P, 51153 - N 0 CONTACT AVE L8 YE01 R e it
i Fams pueca phrvss i, Enbver o ki 2 cortt o i s e pera ol
‘when e i chsmar b, okt & e, P90 g mrchlaman un
CENTRE ANTIFORA0N o un mecn, Suvarcy i Forgrs i canwlcaon: Hpdonye
i acm 354 1% Peur e d o, cormahar b Fhe Sn corries 2 S 5]

B2 PROTEINES TOTALER Elaon
Alburmine £0 gL
Conbeimart i riarueaion 13712008, e i e e com g

REACTIFS ET MATERIEL COMPLEMENTAIRES

1. Equipernent de base du lboraloire  analyses médicaes,
2. Specirogholoretre ou Analyseur de biochimie clinique

it g [ z
Facart Dl & pimrpten i e Turps Pl
= #
Exusimeiaisi Haatoama

Mage in France

Desridre version - waw biokaba fr

PRECAUTIONS

Les macifs BIOLABO sont destinds & du persorned qualifié, pow un

rsage in'vilm e pas pipeler avec fa bouche).

« Gormullar [ FD3 en vipuewr disponible eur demande ou sur
wiewbilaboft

+ Vet irtégrid des réacifs avantleus ulbsalion,

+ Elimination des déchets : respectar b législalion en vigueur.

Pat mesre de sécuril, {raitet bout spécimen ou réacll doigine

bicloginue: comme potentelement infecimux, Respecter (2 lgslaion

1 viguets.

PREPARATION DES REACTIFS
Prét P

STABILITE ET CONSERVATION

Stockés & Pabri da by (umidre, dans le Racon dorigine bien
bouthd & 1820°C, les riactifs sonl stables, &'ls sont ullists ot
consarvds dins les condifions précantsied |

Aant ouvedure :

+ Conmerver |e standard (acon R2) 4 28°C

* usqu'h [a dale de pérmplion indigue sut [Eliguetie du colfrel
Aprés ouvesture -

Transfécer |4 quankié nécessaine o bien rehonicher b fazon:

v Leréacti (facon R1) =st siable au moing 1 an 4 18:25°C

# Cormerver |e siandard (lacon R2) 4 28'C

# Rejeler oul réctf trouble ou donk [absorbance » 0,104 550 om.

| e —__ |
PRELEVEMENT ET PREPARATION DU SPECINEN py

Analyse sur spicimen fras ou slocké 3 28°C moins de 72h.

Les protéimes sont slables dars b sénum 2
v Bmais 4=20'C.
¥ indéfimenta =70°C.

LIMITES iy
Yourg D.5. & publié une fisle des substances mterférant aves e
dosage.

CALIBRATION &

. @95015 BIDLABO Mulicalitator trazable fur SRM92

+ Etalon (flacon R2)

L2 féquence de calibeatian dépend des perfamances de [analyseur
 des convibions e canservalion du réact,

Uﬂ@iﬁ ¥ oa

Conehr b ncken Kamiroc b Schar  atr e o i Sl ot i e

Version: 13072018

COM%LE DE QUALITE

95010 BIOLABO EXATROLN Taux 1
95011 BICLABO EXATROLAP Taux 2
+ Programme exteme de contrle de [a qualis.
I ! recommar: dee conrtler dans Jes cas subants :
+ A mains un conkdle par séie.
+ AL maing un ookl par 24 heures,
+ Changement d flacan de réacif.
+ Apxss opérations de mainlanance sur | analyser.
Lorsqu'une valeut de conlrdle s rouve en dehors des limtes de
cortfiance indiquées, appliguer les aclions subrantes :
1. Répdier e et e it e méme: coniede.
2,50 b waleur cltenwe resle &n dehors des imilss, préparer un séum
de otz fraichement reconsblus el répéter e tasl
.50 12 valeur chlenoe resle n dehors des limiles, uiliser un aule
calibran ou un calibran lralchemen! recarmstité ef répeler e (el
4.5 12 valeur chlmnue resle &n dehors des imilss, caliet 3 nouveau
e uiganl un autre Nlacon de reachl el répser lo fest,
5.5 | vallmur chlmnue resle en dehars des imiles, conlacler |2 senice

echnigue BICLABO ou e reverdieur local.
INTERVALLES DE REFERENCE 2y
Dhans b shrurm ou bt plasria
Prottines totales fpll)
dan | cordon 4840
Prématuré 380
MNotrmauné 570
1 sematine Wi
Tl m 0]
fandare B8
2lan B340
Adulls, ambulatoie E483
Al alité [i107]
ELIE] Valeurs de Fadube diminuées de 2
1 sl recommandé & chague laboralnire de défink ses propres valeurs
de référmnce pour 3 population concemée.
PERFORMANCES  37°C sur KENZA 2407

Desnalnn de mapure ne 7 g el gL
Linite de détaction : nvion 0,1 gl

Pricislon:

Itnsiy x| Taom | T | [muesdon Taer | T | Taze
W | |y g | | W2 A ) g
Noylgl) 353 | 689 | 04 | [Mopigu| 4 | T | ms
BOgL 03 |07 |0 |[engn| o | 10| 15
LR A R

Comparalson ave rhactf liguide du commarca

Elude réalisée sur shrums humaing (re118) entrm 27 o 88 gL
ye 03652y + 235 = 03635

Senlbilith analytiqua : approx 0,0057 abs pour gl
Interférances :

Turbiité Ierférence posifve & parr de 0,114 abs

Biliubine lnlbe | Pas dinberérences jusqui 541 ymollL

Biliubine direcle | Pas dinberiérences jusqui 347 ymallL

Glucse Pas dinterférences jusquid 10,80 gL

Aade ascorbiue | Pas dinberfbrence jusqud 25 gl

Himogkbine | e posfie & e e 128 il

DVanlres substances sant suscepbbles dinferférer (voir § Limiles)
Stabiitd & bords : 2 mais
Stabiitd dela calloration : 2 moks

Efecler une nouvelle caliraion = cas de changement de ol de
réactf, i les résullats des eonirtles sl hars de [inlervale étabd, el
s cpérafion de maniznance

Mage in France

Deridre version : www bioiaba fr

MODE CPERATOIRE
U alaplation défailée Kenza 240TX et disponible sut demande
Longueur donde : 530 mm
Tempéralu : 37°C
Ramene |es réaclfs ¢l spécimens & tempéralure ambianlz.
Analyseir Procédure
aulomaique manuelle
Résctif Ayl H00pL
2pheimen, Etalon, Contrile Syl oL

Nélanger. Laisse repaser 10 mirulzs.
Lire % absorbances & 550 m (330:470) eontre le blanc réact.

Ramarques :

foles domnées de performances ef slabiitd onl 8 validées sur
aralyseur KENZA 240 T el KENZA 420TX

2En technique manuslle o suor Aulre analyseur aufomatijue, s
donrées de siabiité o pedormances demrd fre Mables par
ubisaler.

% Des propasilions  applcations sart dspanibles sur demande.
4Bdums [oubles ou hémolysés: Résiser un Blanc spicimen
(remplacer ke réact par NaCi Sg1) ou une analyse bichomalioue
(2% Jorqueur dionde 600 ou 700nm).

| — ]
CALEUL

e et el i fapeds b Frnule suivane :

Résutat = Abs(Dosige] ¢ concaniration de [Etaln
Hos Elain)

s Blanc Spdciman :
Ramplacer Abs (Diosags)] dans & formul= par

Ao s A Bare S

REFERENCES

) TETZ W, Ted book of chical chemiy, 3° 4 CA. Bt ER
Auhvond, B, Sanders {1999 477530

) ClncalGule o Laboray T, 4 0, AW, TIETE (200} . 96024

i) YOUNG 0.5, Efectof s on Cinical idoraoy Tests,  E. 1095) 2.
1484 2511
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AC]
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PHARMACOGNOSIE

Comparative Study of Biological Activities of Methanolic Extracts
from Two Medicinal Plants Cinnamomum Zeylanicum (Cinnamon)
and Zingiber officinale Roscoe (Ginger)

Etude comparative des activités biologiques des extraits méthanoliques issus de deux plantes
médicinales Cinnamomum zeylanicum (Cannelle) et Zingiber officinale Roscoe (Gingembre)

N. Ayad - R. Benaraba -
& Lavonier SAS 2022

H. Hemida - F. Abdellah

Abstract This study aimed at extracting and quantifying
phenolic compounds from Cinnamomum zevlanicun and
EZingiber afficinale Rozcoe, then subjecting them, in vitro,
to screening based on their nchness in polyphenals, flavo-
noids, and their antiexidant potential. The extraction of phe-
nolic compounds was performed by maceration in absolute
methanol. The quantification of polyphenols and flavonoids
from two extracts was performed wsing colonmetnc techni-
ques; the Folin-Ciocalten reagent and the aluminum trichlor-
ide. The evalustion of the antioxidant activity was performed
by three methods: FRAF, DPPH-radical scavenging, and
Hy0: neutralization. Lipid peroxidation was evalusted by
thioharbituric acid reactive substances. In addition, the anti-
bacterial activity, using the agar diffusion and incomporation
methods, was tested on four bacteria (Escherichia caoli
ATCC 2592, Prendomonas aenuginosa ATCC 27853, Bacil-
s cerens ATCC 11778, and Srapfivlococens aurens ATCC
33862). The results showed that the methanolic extract from
Cinnantomem zevignicwn (MEC) was richer in polyphenols
than the methanolic extract of Zingiber afficinale Roscoe
(MEG). A strong antioxidant capacity was observed and
highly significant with MEC compared o MEG for the
three techniques uwsed, the FRAP test (EC., = 108.56 &
418 pg/ml versus 310,07 = 6.94 pg/m] respectively). The
ICsp of DPPH-radical (5.27 = 0.11 pg/ml versus 2250 +
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0.45 pg/ml). Thenefore, a highly significant inhibition poten-
tial of lipid peraxidation was obtained with MEC compared to
MEG with MDA levels (5768 + 164 and 6302 =
2.95 umolig mssue), respectively. EMC has a strong antibac-
teral effect against Gram-positive and Gram-negative bacte-
rin. Cinnamon exerts powerful biological activities compared
o ginger; this ability could be due to the high content of phe-
nolic compounds in the bark.

Keywords Cinnamomum zeylanicnm « £ingiber afficinale
Roscoe + Antioxidant activity « Polyphenols © Flavonoids -

Lipid peroxidation

Risumé Cette étude s'intéresse 8 extraire et quantifier les
composts phenoligues de deux plantes médicinales  Cinra-
momum cevianicem et Zingiber officinale Foscoe, afin de
cibler entre les deux plantes i base de leur richesse en poly-
phinols, en flavonoides, leur potentiel biologique. L'extrac-
tion a été réalisée par macération dans du méthanal absolu.
La guantification des polyphénols et des flavonoides a ét@
realiste par des techniques colonmetniques Folin-Ciocaltew
et trichlorure d*aluminium. L'évaluation de 1*sctivité antiox-
ydante a ét@ estimée par trois méthodes : FRAP, DFPH et de
neutralisation de Ha(h. La peroxydation Lipidique a cte
évaluée par les substances réactives de Pacide thiobarbitur-
ique. Cependant, [activité antibactérienne, en utilisant les
méthodes diffusion sur gélose et d'incorporation, a &té réa-
liste vis-i-vis de quatre souches Escherichia colf ATCC
2592 Peendomonas aeruginasa ATCC 27853, Suaplnfococ-
cns gurens ATCC 33862, Bacillus cerens ATCC 11778, Les
rézultats de la quantification des polyphénols indiguent que
Pextrait de Ciemamomum zevlanicum (EMC) est 1'extrait le
plus mche en composcs phénoliques en comparaison avec
Pextrait de Zingiber afficinale (EMG). De méme, une forte
capacité antioxydante a été constatée et hautement significa-
tive avec des CEx, déterminges par le test FRAP sont 108,56

E_ﬂ AITIRA T



Phytothdrapie

+ 4,18 pe/ml versus 31007 + 6,94 pg/ml respectivernent.
Une Cisp du radical DPPHe d'EMC mfeneure 4 celle
d'EMG (5,27 £ 0,11 pg/ml versus 22,50 £ 0,45 pg/ml). Par
comséquent, un potentie] d*inhibition de la peroxydation lipi-
dique (p < 0,001} a éte obtenn avec EMC par rapport a EMG
avec (MDA =57 68 + 1 64 et 63,02 + 2 95 pmol'g de tissu).
On a enregistrd un effet antibactérien fort avec la cannelle
conire Jes bacténes 4 Gram-positive et 4 Gram-négative. La
cannelle exerce des activités biologiques puissantes par rup-
port au gingembre, cette capacité pourrait étre doe a la forte
teneur en composés phénoliques de cette écorce.

Mots elés Cinnamomen zeplanicnm « Zingiber officinale
Ruscoe « Activité antiorydante © Polyphénols « Flavonoides -
Peroxnydation lipidique

Introduction

Currently, the development of oxidative stress pathologies,
antibiotic resistance, and the undesimble effects of certam
synthetic pharmaceutical molecules are leading researchers
to look to the plant world for an alternative solution. Nearly
half of the medicines we wse have a natuml composition, and
a quarter contains extracts or sctive molecules directly from
plants. Thus, through synthetic or hemisynthetic drogs
through herbal medicine, plants are the most popular mode
of treatment in the world, including in Westemn countries [1].
The therapeutic properties of these natural matrices are most
often attributed to the different chemical proups contained i
the plant organs as a result of secondary metabolism. Among
all secondary metabaolites, phenolic compounds represented
mainly by flavonoids, are of increasing interest, as they are
considered very powerful antioxidants [2]. In the arsenal of
medicinal plants characterized by their nchness o these
compounds, we find cinnamon and ginger, both essential
elements of Ayurvedic medicing, have been widely used in
traditional pharmacopeia since ancient times [3]. Cinnagme-
mun zevignicum (cinnamon), 2 member of the Lauraceas
family, is used in the treatment of many ailments, including
those of the respimtory, digestive and gynecological sys-
tems. It has sedative, analgesic antispasmodic, vermifuge;
anti-inflammatory properties [4]. In 1990, Khan and his col-
laborstors reported that the water-soluble compound of cin-
namon potentiates insulin activity and can improve the signs
and symptoms cheractenistic of diabetes and cardiovascular
diseases associated with insulin resistance, this spice is very
rich in volatile phenolic compounds with antioxidant power,
with an amount that can exceed 17,000 mgz per 100 g of dry
matter, the most discussed are cinnamic aldebyde and pro-
cyanidin polymers [5]. Zingiber officinale Roscoe (ginger)
species of the family Zingiheraceae is one of the most con-
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sumed spices and 15 widely used to treat a vanety of infec-
tions [6]). Zingiber afficinale Roscoe contains various phyto-
chemicals and biologically active compounds. Among
the identified components, gingerols and shogaols have
been found to be the main bioactive compounds, they have
shown numerous  pharmacological  benefits,  meluding
improving blood glucose tolerance [7], improving lipid pro-
file [£], and modulating inflammatory factors [9]. It has been
estublished that both spices have phytotherapeutic and phar-
maceutical benefits [10,11]. However, the efficacy of a
medicinal plant is essentially based on the qualitative and
quantitative aspects of the extract from this plant [12]. The
objective of the prestent study is to evaluate the antioxidant
and antibacterial activities of two medicinal plants Cinnamo-
mum zeylanicum and Zingiber officinale Roscoe, to be used
as an alternative treatment against oxidative stress and infec-
tious diseases.

Material and methods
Plant material

The plant material consists of two spices: cinnamon and gin-
ger were obtained commercially. The samples were carefully
cleaned and airdried ground into a fine powder using a
mechamical gonder (FRITSCH, GERMANY) and carcfully
stored in glass jars for analysis. The two plants were identi-
fied by Mrs. SWALMI Nadia, a botanist at the level of the
faculty of sciences of nature and life at the University of Thn
Khaldoun in Tiaret {Alzeria).

Animals

Six healthy male Wistar rats (252 £ 6.71 g), obtained from
the Pasteur Institute of Algiers (Algena) were used to evalo-
ate the protective effect of extrets against lipid peroxida-
tion. The animals were kept in individusl polystyrenc
cages under amimal house conditions {temperature 22 = 1 °C,
12112 h light-dark cycle, and relative humidity 60 + 10%4) for
a two weeks' period at the Veterinary Sciences Institute,
Tiaret University. A standard pellet and clean donking
water were provided ad libitum. Animals were then sacn-
ficed, subjected to a full gross examination and specific
organs (liver) were obiained for further analysis.

Bacterial strains

The bactenal strains, Escherichia coli ATCC 2592, Psewda-
manas gerngingsg ATCC 27853, Bacilius covens ATCC
11778, and Stapivlococcus aureus ATCC33862 were kindly
provided by the university hospital Mustapha Pasha of
Algiers (Alreria).
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Extraction of polyphenols

The extraction of phenolic compounds was performed using
the maceration method [13]. A five (5) g sample of Cinra-
momum zevlianicum and Zingiber officinale powder was
macerated in 50 ml of absolute methanol at room tempers-
ture under stirring for 24 b Afler filtration of the obtained
mixture, the solvent was evaporated at 50 °C to obtain a dry
extract which was stored at —20 °C for further analysis. The
yicld of extraction is expressed as a percentage and it is cal-
culated vsing the following formula:
Yield (%) = [P extroct / P powder] = 100

Phytochemical analysis
Dretermination of total pofyphenals

The total phenol content of the extrcts was determined by
the Folin—-Ciocalten method [14]. A quantity of 250 pl of the
extracts was mixed with 2 ml of distilled water and 250 ul of
freshly prepared Folin-Ciocalten  reagent (0.2N). After
2 min of incubation, 500 pl of 7.5% wiv sodium carbonate
(Ma2C0s) was added to the previous mixture. The resulting
mixture was incubated for 30 min at room temperature in the
dark. The absorbance was measured with a UV-Y spectm-
photometer {Shimadzo Corporation, Japan) at 760 nm wave-
length. Results are expressed as milligrams of gallic acid
equivalents per gram of dry matter (mg GAE'z DM).

Determination of fotal flavanoids

The total flavonmd content of the extracts was determined
by the colorimetric method deseribed by Bahomun et al. A
1 ml volume of the extracts was mixed with | ml of a 2%
wiv alumnum chlonde (AIC;) solution, mcubated for
10y min, then the absorbance was measured at 430 nm [15].
The results are expressed in mg quercetin equivalent per g

dry matter (mg QE'z Dh).
Determination of antioxidant activity
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAF) Test

The fermc reducing antioxidant power of the extracts was
determined according to the method descnbed by Yen and
Duh. A 500 pl volume of each extract at different concentra-
tons was mixed with 500 pl of a phosphate buffer solution
(0.2 M, pH 6.6) and 500 pl of a 1% wiv potazsium fermoya-
nide K;Fe (CN); solution. The total mixture was incubated
at 50 °C for 20 min, then 500 pl of 10% wiv inchlomacetic
acid was added to stop the reaction. From the previous resc-
ton mixture, an aliguot of | ml was combined with 1 ml of
distilled water and 500 pl of 0_1% wiv FeCla agueous solu-

tion. The colonmetric measurement was performed at
700 nm [13]. Three standard antioxidant solutions were
used as a positive control, gallic acid, querceting and ascorbic
acid. The reducing power of extracts and standards 15 repre-
sented by the values of the median effective concentrations

{ECxp).
DPPH« radical rapping test

This method is based on measuring the ability of antiox-
dants to trap the free mdical 2, 2-diphenyl-1-picoylhydmizil
(DPPH). The effect of each extract on DPPH is measured
by the procedurs described by Que et al. A volume of 750 pl
of different concentrations of cach extract and antioxidant
standards {gullic acid, quercetin, and ascorbic acid expressed
in pg'mL) was added to 750 pl of the freshly prepared 4 mg!
mL DPFPH solution. The reaction mixture was incubated at
room temperature and in the dark for 50 min, the absorbance
was read at 517 nm [16]. The median inhibition concentra-
tiom (1C5;) values were determined prphically by exponen-
tial regression of extracts and solutions, and the antiradical
activity %% was caleulated according to the following
formula:

AA M) = [(Ao — AgAg)] = 10D

Where AA (%): Antiradical activity; Ag: The absorbance
of DPPH radical; &: The absorbance of the sample.

Newrrafization of hydrogen peroxide (H.05)

The hydrogen peroxide (Hy0.) scavenging capacity of
extracts was determined by wsing the method of Ruch et al.
Two ml of each extract at different concentrations werz
added to 12 ml of a Hy04 solution {4 mM in phosphate
buffer 0.1 b at pH 7.4). The blank is prepared i the same
way by replacing the HaOr solution with a phosphate buffer.
After a 15 min incubation peried, the absorbance was mea-
sured at 230 nm. Gallic acid and ascorbic acid (expressed
in pe'mL) were used as standards [17]. The 1Cs, values
were caloculated from the linear regression curves. The
H:0; inhibition percentage was caloulated according to the
following formula:

H:0; (%) = [{Ag — A WA = 100

Where Ay The absorbance of H205; A : The absorbance

of the sample.

Protective property of polyphenolic extracts
against tissue lipid peroxidation

Liver hamogenate preparation
At the necropsy, the liver of six Wistar rats was carefully

removed and nnsed with 9%. NaCl. A 10 g liver pooled
sample was added to 100 ml (0.1 M, pH 7.4 having
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013 M KCD phosphate buffer, ground by uliraterax T25
(Janke & Kunkel GmbH & Co kG KA Laboriechnik Stau-
fen Genmany) and centrifugated at 4000 rpon for 20 min at

4 "C [ 18], the resulting supernatant was recovered and incu-
bated for | hin bee and then stored at =20 °C.

Lipld perocidation and dilobarbiturie acld reaetlons

Lipid peroxidation assay was performed by a foemerly
deseribed protecol [ 19]. Phosphate buffer 380 pl (0.1 M; pH
T4), 200 pL of extract or standaed, 200 pL liver homoge-
nate, and 20 pl feeric chlode (100 mbd, HyO 0.50% pre-
pared in phasphate buffer 0.1 M, pH 74 [20], were com-
bined o form a mixiure that was placed in a shaking water
bath for | hat 37 °C. The assesament of malonic dialdehyde
(MDA content was performed according to the protocol
deseribed by [21], a volome of 800 pl of a 0.375% (wiv)
TEA, TCA (M%), BHT (0001%), and HCL (IN) mixture
was added to 200 pl of the previously prepared soluwtion.
After shaking for 2 min, the mixiure was incubsied in a
water bath at 100 °C for 10 min. During this step, the alde-
hyde functions of MDA were released by acid hydeolysis at
100 °C. They react with TEA, fonming a pink-colored com-
plex (MDA-TBA) To stop the reaction, the wbes were
placed in dee, and the complex thus formed is extracted
with 2 ml of 1-butanel for 2 min. Afier cenirifugation at
000 gpm for L0 min at 4 °C {Sigma, 310, Laborzeninfu-
gen, Germany, the supernatant was collected and the absor-
banee of the pink chromogen was obtained and measured at
532 nin using a spectrophotometer (Shimadzue 1240, Japan).
The tissue concentration of malondialdehyde (MDA) was
caleulated wsing a linear PET cusve. The percemtage of
MDA inhibition was determined according 1o the following
farrmla:

MDA (8) = [T — €)1 Cel] = 100

Where Cp MDA concentration without protection; C:
MDA concentration with proicetion

Evaluatlon of Antlbacterial Actlvity
Agar diffiesion method

A bacterial suspension was prepared in sterile physiological
water {0.9%) for cach sirain. The turbidiny of this suspension
was adjusted o 05 Mac Farland. This inoculum was spread
o the surfaee of the Mueller-Hinton agar plate. Sterile filier
dises {6 mun diameter) were impregnated with 20 pl of each
extract solution and then deposited on the surfaee of the
inoculated agar. The plates were incubated at 37 °C for
24 b [22]. Antibiotic discs of tetracyeline, amikacin, and
erythromyein (Merck, Germany) served as positive contrals,
and dises impregnated with dimethyl sulfoxide (DMS0)
served as negative contrels. Antibacterial activity was deter-
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mined by measuring the diameter of the inhibition zone
around exch dise.

Deternfination of miuimal hibitorny conceniration (MIC)
aird mininnal bacterteldel concentration (MEBC)

The MIC and MBC of the extracts were determined using an
agar incorporation technigue [23]. The different extracts
wiere added in increasing amsounts (') o the Muoelles-Hin-
ton media for a final volume of 5 ml The mixture was
poured into plates, then each inoculum standardized o
10" cella'ml was deposited on the agar plate and incubated
at 37 °C for 24 h. MIC i determined as the lowest concen-
tration of the extract that inhibits visible bacterial growth.
However, MBC ig the lewest eoncentration of the extract
that killed 99% of the bacteria in the initial inocula within
24 h

Statistical analysis

Results were expressed as mean + standard emor (M + 5E).
The data analvsis was performed using the Statistica StatSoft
software, (version 6.1, Statsaft, Tulsa. OK). The one-factor
ANOVA was used 10 compage the means, followed by Dun-
can's post-hoc test. Differcnces were considered statistically
significant at a p-valwe of less than 0.05 across all staristical
analyses.

Results

Extraction vield, quantfleation of phenolie
and flavenaold compounds

Resulis of extraction yield and phenolic compound content
are shown in table 1. The wotal polypheaol (TF) and flavo-
noid (TF) content of Cirremomam sevlanioas and Lirgl-
fer pificinale Roscoe are determined fromm the linear regres-
sion cquation of the calibration corve using different
concemeations of gallie acid and quercetin, The resulis are
expressed in mg gallie acid equivalent {GAE) and mg quer-
cetin equivalent {QE g dry matter. The methanolic extract of
cinmaman (EMC) has yielded the highest yield, evaluated at
1168 = 0002% in comparizon with the methanolic extract
of ginger (EMG) with 7.65 = 0.003%,. The difference found
is highly significant, P = 00009

The extraction by the maceration technique using abso-
lute methanol resulis in very different contents of phenolic
compowntds and flaveneids. These contents wvary consider-
ably between the two plants A highly significant (P <
(L0001 amount of tial polyphencls was obtained with the
methanalic extract of cinnamon {MEC) compared to metha-
nolie extract of ginges (MEG) with 82530 + 36,02 ma EAGS
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Table 1 Extmction yizhi and content of phenalic and flavonoid
compiunds

Extra= Yield (%) Todal Tetul

cis pulvphenuls Mavoneids
{mg GAE'g DM) (mg (JESz DN)

MEC 1168 L0012 KIS30 & 36021 3404 144

MEG 765 4 0003 27419 & (0985 5726 4 1.55°

The valws represent the mens £ 5E (Y = 6). Yalues walh
a superserapt are significantly different from thess m the MEC.
[c: P = D000

g DM and 274.19 + 1096 mg EAGHz DM, respectively.
Haowever, the highest flavenosid content was obtained with
the methanolic exiract of ginger 5720 + 135 mg EQya v
1340 + 144 mg ECQ'e DM This difference is highly =ignif-
jcant (P = 0.0001) (Table 1)

Antloxtdant activitles
+ Reducing power (Ferrie Reducing Anrioxidant Power)

The reducing power of methanolic extracts of Chrmamo-
it zevlanienr (MEC), Zinplber officinale Roseoe (MEG),
gallic acid, queseeting and aseorbic acid (used as siandard anti-
oxidantsy, are represented in Fig. | indicates that MEC is the
most active extract and presents a higher and highly signifi-
cant (P < 0.001) anticcidane activity, reflected by the iron-
reducing capacity, in compasizon with MEG and this with
EC:;of 10856 £ 416 pg/mland 310,07 + 699 pe/ml respec-
tively; this ability s probably due fo the abundance of
hydeoacyl geoups in the phepolic compounds of cinnamon
that can serve as electron donors. Nevertheless, the amioxi-
dant activity of owr extracts is Largely low compased o the
antioxidant activity of the standard substances (Fig. 1), This
is recordod through the ron-reducing power (FRAF) ECe,
classified as follows: gallic acid: 2634 = 109 pe/ml, querce-
tin: 3106 £ 145 peml and sscorbic acid: 3989 =
12T pg'ml. These pesults indicate a positive coreelation
betwoen the tedal content of phenolic compounds in our
extracts and the antiexidant activity reflected by the reducing
porwer of iron. In Fact, the comelation cecificien established
betwsen the content of poly phenols of the methanolic exiract
of cinmaman (EMC) i 09513 and 09966 for the EMG. This
indicates that 95-99% of the antioxidant capacity of ihe
exteacts is due 1o the contribution of phenolic compounds
which ase the dominant antioxidants in these exesets [24).

* DPFPH—radical scavenging activity

DPFFH free radical seavenging activity (%) of the various
extracts is shown in table 2. Both extracts and standasds
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Fig. 1 Reducing pawer of methanelic extracts of Cinname-
mum sevanicime, Zingiber officinale Roscoe eximcts and antioxi-
dant standards expreszad in an effective concentmtion of 50 pg'ml,
{Mean & stomdard erroch, (V= 6) Values wilh a supemsenpt are sig-
niftcantly different ffom thase in the MEC and MEG. (20 /' < 0.05;
ez e DU

recorded a concentration-dependent scavenging effect. The
highess activity was recarded with MEC (9365 + 006%:)
cormpared o MEG (93.94 = 0.44%%) at high coneentrations.
However, the extracts show low free radical scavenging
activity compared o the standards (gallic scid, quercetin,
and ascorbic acid) which record almost similar inhibition
rabes at low concentrations is 9604 + 0.28%, 0433 =
0760, and 93,62 £ 046%, respectively. The concentrations
required (in pgfml) for the rapping of 30% of the DPPH
radical asx 1131 £+ 1.07 pa'ml for cinnamon, while they are
2960 + 160 pg'ml for ginger with a highly significant dif-
ferenee (= 00001 L Howewver, the antiadical setivity of the
standards is very powerful compared to our extracts, we note
very low 10, of oeder 2207 £ 0025 pg'ml, 5.03 £ 0.65 pg'ml,
and 5.26 + 023 pg'ml for gallic acid, quercetin, and ascoehic
acid, respeetively {Fig. 2).

Newrralizavton of fpdrogen peroxide (H202)

The Ha(h: scavenging ability of extracis and standards (gal-
lic and ascorbic acids) s swmmarized in fable 2. Both
extracts and standards showed a dose-dependent abiliny 1o
scavenge the Hy0,. The scavenger effect of methanolic
extracts of cinnamon was superior o that of ginger with a
percentage of inhibition of 90176 + 0.57% and §2.47 =

Eﬂ_‘lui}i‘fﬂ'
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Fig. 2 Scavenging activity of the free mdical DPPEH of Cinngme.
e zevlanicim, Jegiber aficinnle Roscor eximcts and antioxi-
dant standards expressed in an inhshiery concentration of 50 pe!
md, (Mean & standard emord, (¥ = &) ¥alues wilh a superseripl are
significantly diffzrent from these in the MEC and MEG. (c: P <
0.001)

300%, sespectively. On the other hand, the two standards
showed a very high H, Oy inhibition pereent with 99.87 £
0.034% for gallic acid and 9969 £ 0L09% for ascorhic
acid. The necessary concentrations {in pg'ml) for the neutral-
ization af $0% of HxOz are 32.40 £ 0.93 pg'm] for MEC,
which iz highly significantly lower (P of (L0000} than the
ICsp of MEG that iz 82.87 £ 4.93 pg'ml. Nevertheless, the
antionidant activity of our exiracts was largely lower com-
prared fo the antioxidant activity of the standard antioxidant
substances (Fig. 3). This is confinmed by the [Cgy, of Hy,
neutralization: gallic acid at 3.7 = 0036 pe'ml and aseorbic
acid at 11.31 £ 0RO pg/ml. The elassification based on the
scavenging capacity in decreasing order according fo the
potency is a8 follews: gallic acid > ascorbic acid > cinnarmon
= piwger. I8 appears that gallic acid has strong reducing

I |1:|.'.'r[' iy
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Table ¥ Reducing power (O0F, scavengmy activity of the fee mdical DFFI® (%) and Hydrogen peroxide scavenging activity (%)
of Clrengmomiem sevimnicen, Siepiber officinele Boscee extracts, gallic acid, quercstin, and ascerbic acsd (Mean & standard error),
[ =)

FRARCD) DPFFH" (%) H 0y (%) C [mz'ml}
MEC 1.25 & 0006 o 00T & D0% 9565 & 007 to J1LEE £ 098 OL76E L 057 1o 17.2 £ 471 0172
MEG 062 2 005 1o 01 & 0o0d 9304 & 04 o 2689 £ 2R2 B24T L 5010010 102 & 472 0274
Gallic Acid 1.23 & 002 4o DUOE & 02 Of0d & D28 b0 2572 & 2B] BOEd & 004 03072404 0.05
(Juercetin OE] L 005 10 02 & 0003 9455 & 076 b 2267 £ 347 - 0.05
Ascorbic Acid 050 L 011 b 002 L0002 9362 204G E0 2192 £ 271 73R L 07040 34754035 005
The values represent the means £ 5E (8 = &)
BrES BMES BMET
- = s ] [ T
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Fig. 3 Hydmeen pemxide scavenging aclivity of Cimnomes
mum zeylanicim, Lingiber officienls Roscoe eximcts and antioxi-
dant standards expressed in an inhshdery concentration of 50 pef
ml, (Mean & standard emor), (Y = &) Yalues wilh a superscript are
significantly different from these in the MEC and MEG. (o P =
0.000)

power, powerful antiradieal activity, and a beter Ho0r scav-
enging effect compared o our extracts and reference antiox-
idanis becavuse of its low EC s, and [Cg.

Provective effect of extracts agalust in vitre Spld
peroxidation

The resulis of the inhibitery effeet of Clunamaonim 2eilmm-
cram and Zingiber afffcliale Rosoee extracts and reference
antionidants against lipid peroxidation are illustrested in fig-
upe 4. The findings show a bighly significant inercase
(P = 0.00002) of MDA™ level {with stress) 13702 =
1.9 pmol's of tssue, conpared 1o the MDA level (without
stress) 3596 £ 107 pmolie of tisswes. Beier peotection
against lipid peroxidation was observed with the reference
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antioxidants: gallic acid and ascorbic acid, with 3766 £0.51
and 43.28 + 073 pmal’z of tissue, respectively. These con-
tents ane elose o that of negative control {without siress);
this is equivalent to 7240 + 0.37% and 6833 £ 0.55% inhi-
bitlen of MDA for gallic and ascothic acid, respectively.
Alao, our investigation was revealed the inhibitosy potential
of MDA by the methanolic extracts of Cluremomim 2evla-
décim (MEC) and Zingiher officinale Roscoe IMEG), which
induced a highly significant decrease (P < 00001) in lipid
peroxidation compared 10 a positive control (with stress)
with MDA contenis of 37.08 = 164 pmol's of tissue for
MEC and 63.02 £ 295 pimol’g of tissue for MEG. Mo sig-
nificant difference was found between these two exiracts,
However, a reduction in lipid peroxidation of 3782 =
1.20% and 33.91 + 2.15% for MEC and MEG, respectively
was found in comparison with the MDA content.

Evalwodlon af entibacterial activige

The results obtained by the apar diffusion technigue indicate
an inhibitory effeet of the extracts which feact positively
and distinctly on the growth of all the bacterial sirains
tested (Eveherichin coll, Prendomonas oeruginoia, Beeil-
fug corens, and Sraplvlococcus ereas), as shown in table 3.
We obscrved that the rate of inhibition increased wiih
increasing concentrations of the methanolic extracts of cin-
namaon and ginger [dose-dependent effect). Moreover, we
found a strong and positive eorrelation between the coneen-

tration of the extracts and the diameters of the inhilition
zoncs; the respective comelation coetficients were recorded
for MEC (#= 09297, s = 09772, r= 09890, and r= 09877
for Excherichia coll, Fiendomodas aeruginoig, Beeil-
fug cerens, and Stephvlococens aurens, respectively), and
for MEG (¢ = 09949, ¢ = 09787, ¢ = 09868, and + =
(0999 wiere rocorded for Esclrericbia eoll, Prendomonas aer-
wegpinogn, Bacillus  cerens, and Siophdococcus  aureus,
respectively). The result ebizined has shown that the metha-
nolic extract of Cionmromnm zeplomicior (EMC) has a
strong inhibitory effect compared fo the methanolic extract
of Zinpiber offfcinele Roscoe (EMG) against Escherd-
ehife eoll, Preadowonas aerugliiose, and Serpfydococ-
e eareds [see Table 31 However, MEG exens a greater
inhibitory effeet than MEC against Baeilfus cerens with dia-
meters of 17,14 £ 1003 mm versus 1514 £ 0078 mm. I is
sugoesied that the antibacterial activity iz mainly due to the
richness of phenolic compounds and their chemical compo-
sition. The incogporation of MEC showed a strong antibac-
terial effect with MIC valwes of 5 mg/mL against Escherd-
ehife coll, Srphdecoccns aurens and & me'ml against
Prewdomonas aeraginoie and Hacillies cerews, and MBC
values of L6, 16, I8, and 20 mg/mL against Strpdrpdocoe-
eug ourend, Bocillng e, Evcherichia eoli, and Preudo-
menees oevtiginosg, reapoctively (Table 4) Mearly similar
MIC values were recorded for the fesied straing Evchers-
et coll, Prewdomones senipinosa, and Bocillus cereis
when the plates were incogporaied with MEG. Howewer,
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Fig. 4 Protective propedies af Ciememomum zovlanicum extract, Smgiber afffcinale Roscoe exirct, pallic acid, and ascorhic acid
agaimst |mad peraxidation expressed in MDA pmal'y of tissoe (A), and the percentzge of inhshition of peraxidation (%a) (B), (Mean L
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0.001y; Abbrevistions: MDA - nepative control: MDA pusitive contmol; GAe: pallic acid: Adc: ascorbic acil; MEC: methanalic extract
af Cinmamomurm zevloeicen; MEG: metbenelic extract of Zingiter officieae Roscoes
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against 1be tesled bacieria

Table 3 Diameters of inhibotion zones {mm) of Clensmemem zodfenizum and Singiber oficieale Roscoe extracts and antibiotc discs

Extracts Bacteria

MEC {my'ml) Exckerichia ool Freademonas eerugivans Baciilis covens Stapinfecacous anrens
250 1295 + 033 1318 4 0.56 15.14 = 0.7 14.75 4 0.14
125 11,18 & 018 1082 4 052 1167 & 0.54 11.55 & 033
B2.5 B2 L 028 954 £0.22 240 L 023 921 1 (.26
31.25 7.0 1033 156 L Q.31 TR L 005 744 L (.32
MEG (mgiml}

250 11.04 & 0.28° 1265 4 029 1714 & [L03 12,65 + 0.41°
125 914 & 024 10,72 4 0,19 13.23 & Dag’ 10.03 4 0,23
62.5 EO1 4 028" £.45 L 024 998 4 0.2 #5312 0.41
31.25 TAT L 026 7.53 L Q.33 7591 £ 034 1.73 L 046
Antibindics {jgidisc)

Tetracycline (30 ppdisc) 1530 £ DAS 1108 £ DAT 1090 & 047 16.45 £ 0.1]
Ammikacin (30 pg/disc) 407 L DAS 2027 2021 2110 £ D4l 26,95 4 020
Erythromycin {15 peidisc) 1507 & DGl B - 2011 & bA9

OUDE: b 000 ez J 00

The values represent ibe means & SE (8 = 6} Yalues with a superscript are significantly different from those in the MEC. (a- P <

nale Rescoe apainst the bactena tested

Table 4 Mmimum mhbibitary (MIC) and bactericadal (MBC) concentrations (my/ml) of Cineaomeoesim ceplaeicem and S giber affici:

Bacteria Methanelic extract

of Cinnemoonror seylonicim

Aethanolic extract
of Zirgiber afficirale Roscoe

MIC MBC AMIC MEBC
Excherichir coli 5 18 12 20
Provedomaras aeriginoss ] 20 12 2
Bacillies coreus i 1] 11 1%
Staplplacoceis qurny 5 16 2 16

Sraphvlococeas aicrens was the most sensitive to MEG with
a MIC of 8 ma/ml, but the MBC values were slightly higher
than those obtained with MEC {Table 4).

Discussion
Yield, phenolic and flavonald compounds

These results are similar o those repomted by Javaprakasha
et al. The extraction of phenolic compounds, using methanol
reveals a significantly higher yield, compared 1o the extrac-
tion yields obtained vsing cthyl acetate and acetone (4.99 +
1.30% versus LAY £ 00 1E% and 1.74 = 0.TE% respectively)
[25]. This difterence could be explained by the fact that the
extraction technique used s the Soxhlet technique and mot
mizceration. The yield of methanolic extract of Civraemo-
s Zevlonieun obtained in owr study differs from that

ri:l.'.'r[' gy

meportcd by Kamath et al., the latter reported a yvield of
|5.30% after maceration using cthanol as extraction solvent,
however, the extraction fime used by these authors iz 72 h
instcad of 24 h [26]. Ervina and his co-workers report that
ihe cxfraction of phenolic compeunds from Cinnamo-
s zeplonicnn by infusion at 90 °C for 20 min without
stirring, gives a vield of 15.83% [27]. But Santizpe- Adame
et al., using the same technigue as Ervina and his team,
an infusion of Cinnamonum at B0 °C and under continu-
ous stirring for 10 min obtained a much lower yield of
4750 [28])-

The yield of the methanolic extract from imeifer offic-
sale Roseo i higher than that obtained by Oke ot al. {T.65%
wa. 2%). Even though the later used the same technique and
the same solvent for extraction as these wsed during our
stdy. However, the thizome of ginger used was peeled
and feesh [29). This result agrees with that of Kejing et al.,
he extraction yield of Zegiber offfcinale Rosces obiained
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by these awthoss is 2296 £ 0032% [30]. However, Thiraphat-
thanavong and co-waorkees eeported a yield of 23.26% [31].
It is well documented that the variations in extraction yield
and polyphenol content depend on the experimental condi-
tiong, cssentially the method, the solvents used, and the
extraction temperatre. [t is also widely accepiod that varia-
tions in extraction yields could be anribuied not only to the
difference in the polarity of the solvent used, which plays a
ke role in inereasing the solubility of phenolic compounds
bt also to the polarity of the phenolie eompounds that make
upy the extract [32-34].

The resulis of the quantification of polyphenols obained
during ihis study corroborate those presented by Preygodzka
et al., the later reported that the ethanelic extract of cinna-
mion is among the extraets ichest in phenolic compounds in
corparieon with extracts from other spices, mainly the etha-
nolic extract of ginger (140081704 mg EAGs of Db vs.
2.2-10.8 mg EAG DM) [315]. Also, Lu et al. reported the
same finding in their study; the polvpheno] content of the
ethanolic exiract of cinnamon and ginger obigined by this
team is 4524 £ 241 versus 920 + 0.50. However, these
contents remain lower than the contents ebiained during
cur study, this diveraence is related to the extraction condi-
tions wsed by Lu and his collaborators, who perdformed an
extraction by maceration in 607 cthanoel, for 24 b and at a
temperaire of 35 °C [36]. On the other hand, in & compara-
tive study of antioxidant properies and total phenolic con-
fent carried out on 30 extrects from plants of ndustrial intee-
est, the amounts of polvphenols in the aqueons extract of
cinmamsen and ginger are 30923 + 005 and 2608 =
023 mg EAG'g DM, respectively [37]. The resulis conoem-
ing the phenolic compound contents of the methanolic
extract of cinnamon obtained during our stwdy are largely
quperior o those reported by Mathew and Absaham, we
noded #2330 + 3602 v 2890 £ 23 mg EAG e DM [3R].
These investigators used the same extraction solvent (meth-
anol). The polarity of the solvent can considerably influcnce
the phenolic compound content of the extract. This s con-
fiemed by Tobhma et al., who repomed that the ethanolic
extract of ginger & the nichest in phenalic compounds and
flavonoids with a content of 137.5 pp'mg of GAE for poly-
phenols and 25,1 pg'mg of QE for flavonoids, compared 1o
the aqueons extract. These presents values of the order of
528 pg'mg of GAE for the polyphenols conients and
3.9 pe'mg of QF for the favensids [39].

The quantitative variation in polyphenol and favonoid
content can be attribuied 1o several factors such as climatic
conditions, geographical location, harvesting period, storage
conditions, and genetic factors. But alse, the degree of rip-
ening of the plant has a strong influence on the polyphenol
content [40]. Therefore, comparing owr results with those in
the literature, it is clear that there are diveroences bebween
the polyphenol and flavonoid contents obiained and those

mentioned in the lieeratuee; this can be explained by the
tace that the metheds, the types, and the pereentage of sol-
vents, the temperamre and the durstion of the extractions,
can significantly influence the estimation of the content
and type of total phenolic conpownds and flavoreids in the
diffirent extracts [41.42]. In addition, Mohsen and Ammar
deronstrated that the higher polarity of the selvent tends 1o
yield higher amounts of polyphenols [43]. The deving pro-
ceas ean significantly influenee the contents of polyphenols
and flavonaids, it has oficn boen found that the content of
phenolic compownds in vabous plants and spices changes
imregularly with different drying processes [30,.44.45).

Antioxidant activitles

Grenerally, polyphenasl and flavonoid content has been coere-
lated with biclogical activitics, and the efficacy of these
activities depends on the experimental method, nature, and
conceniration of the exteacts [46—48]. Our findings eomobo-
rate these reporied by the tcam of Mathew and Abeaham,
wha deseribed an inerease in reducing power with increasing
concentrations of ascorbic acid and methanolic extract of
cinnanyen bark, showing that the cinnamon extract can act
ag an electron donor and can react with free radicals 1o con-
vert themn into moee stable products and thus inhibit free
radical chain reactions [49]). A smdy perfonsed by Adel
and Prakazsh on the ehemical composition and antiesidant
peopertics of ginger roof reporied the highest reducing
porwer of Bl meethanolic extract followed by 80% cthanolic
extract, with an absoebance of methanolic extrset from 0.208
i LG8 for the concentration of 2.0 o 50 mg'ml [50].
Research conducted by baizues et al., on the tetal phenolic
content and antioxidant sctivity of extracts of some plants
wed feesh, indicates that the reducing activity of ginger,
evaluated by the FRAP test is higher than that of Curcuma
extract [51]. Onthe other hand, a recent study comparing the
antionidant capacity of fresh and dried ginger in vitro, Mao
et al., reveals thar dried ginger has the highest antiosidant
capacity because the pumber of phenoalic compownds is 2.4
to 5.2 times higher than that of fesh ginger [52]. This has
been mostly associated with iheir content of polyphenols
that carmy hydreeyl groups responsible for antioxidant prop-
erties [53-33).

Oar resules are Largely lower than those reported by Mai-
zura and his collaborators, who performed a study on the
different pams of the cinnamon. They found the 1Czp of
DPFPH radical of the methanolic exiract of bark was
T35 pg'ml; it was more powerful than methanolic leaf
extract and ethy] aceiate exirzets feom the stem and Leaves
of cinnamon [36]. Varalakshmi et all tested cinnamon
cxtracts (methanol, water, and chlosofornm) for their scaveng-
ing abilitics towards several radicals (DPFH, HxO., ABTS,
Superoside anion (Oy7), nitrie oxide (MO, hydroxyl radical
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(HO )y and Ferric reduction capacity). Ameng the three
cxtracts used, the methanolic extract showed the highest
free radical scavenging sctivity, followed by ellosoform
and aqueons extract [57]. The results ndicate that Zimgl-
frer officidale Roscoe has a significant froe radical scaveng-
ing capacity but remaing lower than that observed with Ciu-
sasieurn 2evlonicum. These results are superior o that
reported by Ali Ghaserneadeh et al, who presented a rae
of 558% inhibition of the DPPH" radical by the methanolic
extract of ginger when we found an inhibition rate of 93%
[58]. Several studies have shown that ginger is a good source
of antionidants and has a high antioxidane activity afier
extrmetion using aleohol. It has been shown that extrets pre-
pared with the solvents methansl and ethano] have higher
free radical scavenging activity and reducing power than
cxtracis prepared with water [45].

Sharimea ef al. reponed that cinnamaldehyde and eugenol
showed an ability to scavenge free radicals in the DPPH
radical scavenging test. This scavenging effect would be
due to their ability to give hydrogen [39). According to Gibl-
cin, cugenal has a powerful antioxidant sctivity in compari-
som with cinmamaldehyde, sinee it easily promotes the dona-
tion of a hydrogen atom frem the hydrosy] pan (OH) linked
to the benzene ring [00]. The scavenging activity of free
radicals depends mainly on the number and position of
hydreay] groups on the ammatic dng of phenolic com-
pounds, therefore, inducing a reduetion in the levels of free
radicals [51]. A study performsed by 5i etal. revealed that 10-
gingerol and G-shogasl possess higher antiexidant activity
than &-gingero] and B-gingerol at &0 °C. These antiosidant
properties were indicated by the presence of hydroxyvl
groups and soluble side chains in the chemical stucture of
the active compound [62].

Thibidon of Hptd peroxidation

A better protective response was obsenved with the aleoholic
extract of Civvemomen fefpatfa against lipid peroxidation,
this anti-peroxidation property could be due 1o a chelating or
redox activity [19]. Another study was performed by Bek-
kouch et al. on the protective effeet of the aquesus extract
and the methanolic fraction of ginger against copper sulfiaic
(Cus0) indweed lipid peroxidation in rat plasma. They
fownd a significant increase in TEARS levels in plasma com-
mared to the untreated group. In addition to the significant
antioxidant effect of the two ginger extracts against the
action of CuSCy, they detected a significam decrease in
MDA concentration after treatment with the methanolic feac-
tion and the aqueous extract of Zirgiler officimale {Z0AE)
(—300% and —23332%, respoctively) at a concentration of
25 pgfinl [63]. Antiesidants can protect against lipid perosi-
dation through different mechanizms of action: they can act
direetly by neotralizing lipid radicals (the first produet of
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lipid-oacidative damage), thus siopping the propagation reac-
tiong of lipid peroxidation, or indireetly, by neutralizing one
of the initiators of lipid-oxidative damage. Therefore, com-
ples natural extracts will present a combined effect against
lipid peroxidation [64].

Avtlhacterinl acilvity

Both exiracts reacted positively and distinetly on the growth
of all tested bacterial strains (Eschenichia coli, Prondomo-
mas geruginogg, Becillivs cerens, and Sraplivlococens sivreus)
{Table 3). The geam-positive bacteria are the most sensitive
compared to gram-negative bacieria. 1t could be related 1o
ihe difference in wall struetune [65]. Previous studies indi-
cate that the antibacterial activity of medicinal plants may be
an indication of the presence of metabolic toxing of broad-
spectrum antimicrobial compounds that act against gram-
positive and gram-negative bacteria [66,67] Our resulis are
in agreement with those of Rath and Padhy, who indicae the
methanolic extract of Chrmmmaren zevlmmicir among the
most effective extracts studied with zones of inhibition eval-
wabed ar 27, 25, and 21 o for Stepdvlococes aereis, Preu-
clowrenners aerugimosa, and Evcherichin coll, respoctively.
This comesponds to the same MIC and BMC of 151 and
41 megml for Swepblococews aieens and  Prendomo-
sad geraginoss and 341 and 427 moinl for Eicher-
ehig coli. However, they indicate that the methanalic extract
of Zingiber afffcinele 5 less effective compared o Clrnamo-
st 2efemicien with diameters of 15, 19, and 21 min for
Saphococcas wivrens, Poedrongs  aerupinose, and
Escheriehie colf, respectively, and MICs and BMCs of
963 and 2167 ma'ml for Staphdococcns areas, 3.41 and
4.27 mgiml for Prendomonas cenipiosa, and Evcherd-
chig eodil [66]. However, the results of Yosof et al. confinm
our resulis. The zones of inhibition inceease as the concen-
trationg of the exiract inercase, the concentrations of metha-
nolie extract of ginger used by these suthors ane 25, 30,
and 100 pg'ml [67]. The antibacterial activity of Clrnamo-
s zelemicir §8 achieved  through many  complex
mechanisms by bioactive compounds such as cinnamalde-
hyde and ewgenol, which prevent the production of the
Slactansase enzyme reaponsible for bacterial resistance and
thus destroy the cell wall [68]. Thos, terpene compounds
such as carvacrol cause cell-wall degradation by modifving
and increasing the permcability of the bacterial wall that
favors the penctration of antimicrobial agents [69,70].
The mechanisms that underlic the antimicrobial sctivity of
Fingiler officidale cited by Mao ef al, ginger has been
shown to inbibit the growth of varous bacterda, fungi,
and viruges. These effects could be mainly related fo the
suppression of bacterial biofilm formstion by affecting
membeane integrity [T1]. On the other hand, Rampogue
et al. proved that gingerenone-A and &-shogaol suppeess
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the activity of d-lydoxymethy]-7 8-dibydropeerin pyropho-
spthokinase responsible for the pathogenicity of Staphsloene-
cies aareis by inhibiting the growih of this becteriwm [72].

Conclusion

In conclugion, the methanolic extract of Cinnamomuom 2ey-
lanicum {cinnamon) gives a high yield with a higher content
of phenolic compounds compared 1o Zingiber officinale
(ginger). At the same time, the evaluation of the antiosidant
activity reveals that the methanolic extract of cinnamon s
the most powerful in comparison with the metanolic extract
of ginger, indeed this strong antioxidant capacity of cinna-
o is due essentially o its richiness in pheslic compownds
which play a role of clectron or hydrogen donor. Both
extracts have a significant protective effect against lipid pe-
oxidation and an amtibacterial effect in a dose-dependent
manner, With these findings of our study, the extracis from
Cinpgmomum 2edanicas and Jagiber officinale Roscoe
should find an application & a new nuiritional or medicinal
cormbination and can be considered in prevemtive sirategics
for many pathologics caused by oxidative siress,
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ABSTRACT: The aim of this siudy was o determine the phenolic compounds from Aresusia henla-alla
Asgn, in onder to evaluaie their antiesidant and antibacterial activites, e vl The exraction of phenolie
compounds was caried our by the maceration techoique wsing absolute ethanel, absolute methanol, and
distilled water. The quantification of polyphenals and flavonoids was performed wsing the Folin-Ciocalteu
reagent and the aluminum irichloride method, respectively. The evaluation of the antionidant activiry of the
extracts was carried ot by the FRAP the DPPH+ radical rapping, and the newtralization of ihe hydrogen
peroxide icchnique. The lipid peroxidation was assessed by thicharbimore acid reactive substances. In
addition, the antibacterial activity of the theee extracts was tested on Bacidles cerss ATCC 1ITTR,
Srapllococcas areeies ATOC 33862, Evclierichue coll ATCC 2392, and Prewdivnonas gerugiaosa ATOC
2TESY bacteria using agar diffusion and agar ineorporation methods. The results showed that the methanolie
extract was highly rich in polyphenoels and flavonoids. Also, the redocing power CEsp = 24988 £ 6.07 pgiml
and the inhibition capacity of the DFPH= radical Clayy = 3471 £ 00906 podml were significantly higher (p<0u03)
than the ethanolic and agqueows extracts. Also, a highly significant inhibiiory poteniial of lipid peroxidation
wis obtained with the methanolic extract (MDA = 6697 + 5.600 pmol'g tssoch. However, a highly significant
hyvdeogen peroxide scavenging effect was obtained from the ethanolic exiract. A better antibacterial activity

was obtained with the methanolic and ethanolic extracts.

Keywords: Amesista herbo-alba Assor Antibacierial sctivity: Antioxidant activity: Flavonoids;, Lipid
peroxidarion; Polyphenals.

L INTRODUCTION

Cureently, the increase of pathalogical conditions associated with oxidarive siress, antibiotic resistance,
and adverse effecis of some drugs, leads researchers o oen oo the plant world secking for herbal aliernatives.
The study of secondary metabolism in plants is an imponant source for the discovery of bisactive compounds
with a wide range of applications. Today these bioactive compounds degived from plants are impomant doogs
such as antibigtics and agrochensical substitutes. They also have been economically important as flavers and
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fragrances, dyes and pigments, and food preservatives. Many of the drogs sold ioday are syntheric
modifications of natorally obtained substances [1]. Among polyphenols, flavonoids are gaining increasing
atcention for their powerful antioxidant and antmicrobial progemies [2]. However, it has been established tha
the phyiotherapeutic andfor pharmaceurical effectivencss of medicinal planis s mainly based on the
qualitative and quantitative profile of their exracts [3]. Arerdsin rerbg-alba Asso known as "White desen
wormwosd” and ealled “Shih® in the Algerian vernscular, a species of the Astersccae family, grows
spontaneously in the arid and semi-and zones of the Mediterranean basin, and even extends as far as the
north-western Himalayas: this plane has been used in traditional medicine by many cultures since antiquity as
a hemostatic, analgesic, antibacterial and antispasmodic [4], ant-inflammatory [3], hypochalestierlemic and
by po-triglvcendemic agenis [6-9]. In folk medicine, this herb is wsed o wreat several digestives (diarrhea and
stomzch ache) and respiratory (bronchitis and cough) problems [10]. Mowasdays, the prevenmon and
manzgenient of oxidative stress disorders, such as diabetes and cardiovascular disecases, have become a
praogity and a sanitary and socic-coonomic issue for public healih authorties. Arfeseisio Ferba-alls, a
medicinal plant widely wsed in Algerian pharmacopeia and traditional medicine, could be proposed 2= a
pharmaceutical or nutraceutical preventive formuola against these conditions. During this sdy, particular
ateniion was given w the process and the tvpe of solvents wsed for the extraction of tese active compownds
in order io sereen the phenolic extract with an opramal efficiency wwards the oxidative sieess, pariculady the
lipidic peroxidation, the free eadicals scavenging and the antbacierial activity of Algernan Aremisia feria

it eXacts.

L MATERIALS AND METHODS

2.1, Plant material

The acrial pans of Arfemisia berha-alla (White Wormwoed) were collected during May 2007 from
Rechaiga, Tiaret, Algeria (35°2429.09°N, 1P5382431"E) The samples were carcfully cleaned and aired,
ground into a fine powder using a mechanical grinder (Fritach, Germany ) and carcefully stored in glass jars for

analysis_
22, Animals

Six healthy male Wistar rats (252 £ 6,71 2). obmined from the Pasteor Institwie of Algiers {(Alzeria)
wiere used o evaloate the protective effect of extracts against lipid peroxidation. The animals were kept in
individual polystyrene cages under animal's house conditions {temperaoee 22 £ 1°C, 12712 hours light-dark
eycle, and relative humidity 60 £ 10%) for a two weeks period ar the Yererinary Sciences Instituee, Tiaret
University. A standard peller and elean drinking water were provided ad libioom. Animals were then
sactificed, subjecied 1o a full gross examination and specific organs (liver) were obtained for fumher analysis.
All the experimenis were carried out according o the guidelines of the Instiiviional Animal Care Commitse
of the Algerian Higher Edvcation and Scientific Bescarch {Agreement Mumber 45/DGLPAGTNA SDA 140

2.3, Bacterial sirains

The bacterial sirains: Exclerichie coll ATCOC 2502 Pordosonay eeraglonig ATCC 27853, Beeillas
cerend ATCC L1778 and Swpdodoceccins garens ATOC 33862 were kindly provided by the university hospiral
Mustapha Pasha of Alzicrs, Algeria.

Eurapean Journal of Biological Research 2022; 12(1): 46-61
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2.4, Extractbon of phenolie compounds

The extraction of phenolic compounds was performed wsing the maceration methoed. Five g samples of
Artenrlsta herbu-albe powder were macerabed in 50 mL of absolute methanol, absolute ethano] and distilled
water at room emperatune at SO0 pm for 24 he Afver filiration of the obtained mixure, the solvent was
evaporated st 50 *C 1o obiain a dry exorect which was stored st -20°C for further analysis [11]. The yield of
exiraction is expeessed as a percentage and it is caleulated using the following equation 1:

Yield (%) = [W extract! W powder] x 100

2.5, Determinaton of total polyphenals

The total phenol content of the extracts was determined by the Folin-Ciocalten method [12]. A quantity
of 250 pL of the exracts was mixed with 2 mL of distilled warer and 250 gl of freshly prepared Folin-
Ciocalten reagent (0.2 My After 2 min of incubation, 500 pL of 7.5% wiv sodium carbonate {MaxC0s) was
added 10 the previous mixmee, The resuliing mixire was incubated for 30 min at room emperatune in the
dark. The absorbance was measured wsing a UV-Y spectrophetometer (Shimadze Corporation, Japan) ar 760
noy wavelengthe The resulis were expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry matier
(mg GAESz DM).

206, Determination of total flavonolds

The toral flavonaid content of the extracts was determined by the colorimetnie method descnbed by
Baborun et al. [13]). Ope milliliter of the extracts was mixed wath | mL of a 2% wfv aluminum chlonde
[AICLs) solution, incubated for 10 min, then the absorbance was measured at 430 nm [13). The resulis were

expressed in mg quercetin equivalent per g dey marter (g QEfz D).
1.7. Ferric Redocing Antloeddant Power (FRRAP) Test

The ferric reducing antioxidant power of the exoraces was determined according 1o the method
described by Yen et Duh [11]. A 500 gL volume of sach extract (different concentrationsy was mixed with 500
pL of a phosphate buffer solution (0.2 b, pH &.06) and 300 pLoof a 19 sy potassium fericyanide KaFe(CN e
solution. The total mixiwee was incubated at 50°C for 20 min, then 300 pL of 105 wfv irichloroacete acid
wis added o stop the reaction. From the previous reaction maxture, an aliquet of 1 mL was cambined with |
ml of distilled water and 500 pL of 0015 wiv FeCly agueous solution. The colerimetric measugement was
performed at 00 mm [11]. Theee standard antioxidane solutions were wsed as positive controls: gallie acid,
querceting and ascorbic acid. The reducing power of extraces and standards was represented by the values of

the median effective concentrations {ECss).

2.8 DPPH" radleal trapping test

This meethod was based on measuring the ability of antioxidants to irap the free radical 2, 2-diphenyl-1-
piceylhydrazil (DPPH ). The effect of cach extract on DFPHY was measured by ihe procedure desenbed by
Que et al. [14]). A volume of 750 gL of different concentrations of cach exiract and antiesidant standards
(pallic acid, gquercetin and ascorbic seid expressed in pofiml) was added to 750 pl of the freshly prepared 4
mzfml DPPH solution. The reaction mixiune was incobated an room temperatuee and in the dark for 50 min
and the absorbance was read at 517 o The median inhibition concentration ([Cssp values were determined
graphically by the exponential regression of extracts and solutions, and the antiradical activiny % was

calculated according to the following formula 2

Eurapean Journal of Biological Research 2022; 12(1): 4651
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AA () = [(Ae- A Ac] = 100
Where: Ah % Antiradical activity: Aq: The absorbance of DPPH' radical; A2 The absorbance of the sample.
2.9, Neutralization of hydrogen peroxide (Ha(b2)

The hydrogen peroxide (Ha04) seavenging capacity of extracts was determined by vsing the method of
Ruch et al. [15]. Two milliliters of cach exiract ar different concentrations were added wo 1.2 ml of a H4AD:
solution (4 mh in phosphate buffer 0.1 M at pH 7.4). The blank was prepared in the same way by replacing
the H:k solution with phosphate buffer. After 15 min incubation period, and the absorbance was measured ar
230 nm. Gallic acid and ascorbic acid {expeessed in pefmL) were used s standards [15]. The 1Cs values were
calenlated from the linear regression curves. The HaAD: inhibition percentage was calculated aecording to the
fodlowing formula 3:
Halr: (%) = [(Aa- Aad £ Aad] = 100
Where: Ao The absorbance of Ha0:2 A2 The absorbance of the sample.

210k Antl-lipld peroxidation activity

210 Y. Liver fromogenale preparatio

Al necropsy, the Liver of six Wistar rats was carefully rervoved and rinsed with 9% NaCl A 10 2 Lliver
pooled sample was added wo 100 mL (0.1 B, pH 74 having 0.15 M KCl) phosphate buffer, ground by
ultratueax T25 (Janke £ Kunkel GrabH £ Co kg: Ika Laboriechnik Staufen Geemany) and centrifuged ap 4000
g Boe 200 min at 4°C, the resulting supernatant was recoveresd and incubated for | b in ice and then stored ot
-20°C [16].

2102 Lipid peroxidation and ihiohardifarle acld reactions

Lipad peroxidation assay was performed by a formerly deseribed protoooel by Gupta and Sharma [17).
Fhosphate buffer 380 pL (001 M: pH 7.4), 200 pl of exeract or standard, 200 pL liver homogenate and 20 pl.
fereic chlogide {100 md, H:O2 0.50% prepared in phosphate boffer 000 M, pH 7.4) [18], were combined io
form a mixtuee that was placed in a shaking water bath for 1 h at 37°C. The assesament of malonic dialdehyde
(MDA content was performed acoording o the proveeol described by Yagi [19], a volume of 300 pl. of a
0.375% (wiv) TBA, TCA (20%), BHT {0.01%), and HCL (1IN} mixture was added wo 200 pl of the previously
prepared solution. After shaking for 2 min, the mixiwne was incobated ina water bath ar 100 °C for 10 min.
Dwring this step, the aldehyde functions of MDA were released by acid hydrolysis at 1000 °C. They seact with
THA forming a pink-colosed complex (MDA-TBA). To stop the reaction, the wbes were placed in iee, the
complex thus formed is extracted with 2 mL of 1-butanol for 2 min. Afier centrifugation at 4000 gpm for 10
min at 4 “C (Sigma, SK10, Laborzenirifugen, Germany |, the supematant was collected and the absorbance of
the pink chromogen abtained was measured a1 532 nm wsing a spectrophotometer (Shimadza 12460, Japan).
The tissue concentration of malondialdehyde (MDA) was calculated vsing a linear PET curve. The pereentage
of MDA inhibition was deermined according o the following fonmula 4:

MDA (%) = [(Co-Ci) o] = 100
Where: Co: MDA concentration without protection: C1: MDA concentration with proteciion.

2.11. Antihacterlal actvity
21T Agar diffiesion meetfiod

A bacteral suspension was prepared in sterle physiolegical water {009%) for cach strain. The merbidity
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of this suspension was adjusted to 0.5 Mae Farland. This inocalum was spread on the sueface of the Muoeller-
Hinton agar plate. Sterile filler dises (6 mm diameter) were impregnated with 20 pl of cach extrece solution
and then deposited on the swifece of the inoculated agar. The plates were incubated @t 37°C for 24 b [20).
Antibiotic discs of wetracyeline, amikacin, and erythromycin (Merck, Gemmany) served as positive contrals
and discs impeegnated with 50% methanel, 505 ethanol and direethyl sulfoxide (DMEO) served as negative
conirala. Antibacterial activity was determined by measuring the diameter of the inhibition zone around cach

dise.
2112 Ineorporation metftod

The MIC and MBC of the extracts were determined wsing an agar incorporation wechnique [21]. The
different extracts were added in increasing amounts {vfv) o the Mueller-Hinton media for a final volume of 5
ml. The mixture was poured ints plates, then each inoculum standardized 1o 10° cellaml was deposited oa
the agar plate and ineubated ar 379C for 24 b, MIC is determined as the lowest concentration of the exiract
that inhibits visible bacrerial growth, However, MBC is the lowest concentration of the extract thar killed 995

of the bacieria in the inigal inocola within 24 he

212, Statistical analysls

The resules were expressed as necan £ standard erroe (M £ SE). The data analysis was performed using
the Statistica StaiSoft software (version 6.1, Statsoft, Tulsa, UK). The one-facter AMOWVA was vsed o
comprare the means, followed by Duncan's post-hoc test. Differences were considened statistically significant

ata p-value of less than 0005 scress all statistical analyses.
3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Extraction yleld, quantification of phennlic and flavonold compounds

Results of extraction yield and phenolic compound content are shown in Table 1. The total polyphenol
(TF) and flavenoid {TF) content of Aramisia herbwg-alba are determined from the linear regression equation

of the calibration curve using different concentrations of gallic acid and guercetin. The resulis are expressed in

g gallic acid equivalent {GAE)Y and mg quercetin equivalent (QENe dry matter.

Table 1. Extraciion viekd and, coalent of phenelic and Aavenedd compeands.

Extracts Yield Totul pn]}_]'.lh!nuh Tulal.!'.l.'.l.:rl.muidu
el (mg LaAEdy DM {my QEz DM
MEA T.E9 & (LD 154406 & 1.7 47497 £0.32
EEA 675 & (L4 LI5.2H &+ 2 31° IB22 £ 030F
AEA 1214 20,003 5144 2 D99=F 3186 2080%F

The values represent the means 2 SE (o = 6). Values wilh o superscripl are significantly different from thase in the MEA.
fa, P < U05; b, P<01; c, P < LG

Aqueons extraction of A. frerba ol has vielded a very imponant amoone of 12004 £ 0.003% {aiw)
compared o the methanolic and #thanolic exraction with 789 £ Q0045 (wiw) and 675 £ Q004%
respectively. A highly significant (00001 ) amoont of ol polyphenols was obiined with the methanolsc
exiract of A herdv-alba (MEA) compared o both ethanolic (EEA) and aqueous {(AEA) extracts (15406 £
170, 118.258 £ 231 and 3244 £ 0099 mg GAERL DM, respectively). However, the gquantification of togal
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flavonaids revealed a high content in the MEA (4797 £ 032 mz QEf DM followed by the AEA (3186 £
080 mgz QEg DM and the EEA (1822 £ 039 mg QEg DM} (Table 1)

In the present siudy, the saqueows extract showed the highest extraction yield compared o the aleoholic
exteacts {methano] and ehanoly; these resulis ane similar 1o these repormed by Al-Kharabsheh en al. [22] that
the aqueous exteact of A, herla alba gives the highest yield {13,783 £ 0210 27100 ¢ DW) compared o other
extracts. These findings ane best illusteated by Lioy et al. [23] who showed that best sesulis are obained wsing
a more polar solvent agueous ethano] 5305 (wiv) with a yield of 15 8% compared to ethanol 100% and T0%
(wivy of I0E% and 15.29% respectively. Dt is well documented thar the variations in extraction yield and
polyphenod content depend on the experimental conditions, essentially the method, the solvents used and the
exieaction emperatuse [24). It is alse widely accepred that variations in exmracton yvields could be attrbured
mot anly 1o the difference in the polanoy of the solvent used, which plays a key role in increasing the solubility
of phenolic compounds, but also o the polanty of the phenolic compounds that make upohe exiract [25.26]).

The resules of total polyphenols and flavonoids quantification in the extracts of A ferba olfv showed
that high amounes were found with the methanolic extract compared to ethanolic and squeous exiracts, these
results are highly comelated 1o those obained by Mepdiche-Esourni et al. [27] with high eontents of 1ol
polyphenols and flavonoids of Asesiisie compesrris were found in the crude methanolic extrect comparned 1o
the ehyl acetate frection and water fraction and accounting for (158 23 £ 7.2 mg EAGH DM versus 9417 £
1214 and 10063 £ 216 mg EAGY: DM) total polyphenol and (17523 £ 7.2 mg BEC/g DM versus 6745 £ 225
and 6G3.E1 £ 052 mg EC/e DM} flavonoids, respectively. Same findings were reported in ancther study
investigating the antioxidant activiry of Artesrdsfe sp. showing high content of twoial polyphenols 1200 ma
GAESs DW where 111 mg BECSe DW {about 92.5% ) are flavonoids recosded 1o the methanalic exoract of
Arteniiste capillalees, in the other extracts of Asesidsir sp. woal polyphenols content sccounted for &6-101 mz
GAES DW from which 77-93% were flavonoids [28]. However, Abdallah et al. [29] have reported that the
exteaction of A, herfa alla using T0% ethanal showed a high ol polyphenol contenr (2456 £ 20.4) mgo
GAES dry extract and flavonoids (62,15 £ 5.8) mg nutin'g dry extract. Stodies have shown that polar solvenis
such as methanol and ethanol allow beter extraction of phenolic compounds from plant matenals than less
polar solvents [30,31] and that phenolic compounds ane more soluble in methanal than in water [32]. which
may explain the low guantity of phenolic compounds obtained from the aqueows extract of A, herla-alla in
this study.

Touil and collaborators reported that A. frerba-alla 5 a rich souree of polyphenalic compounds and
that the levels of phenolic compounds, incloding flavonoids, vary in guaniity and quality depending on
harvest time; with the highest content of phepolic compounds obtained with the July's harvest durng the
vegetative stage (515 £ 142 malg DMW ), and the lowest content obfainsd in November's harvest (265 £ 45
mgfe DBAW) [33]. The same findings were reported in previows studies with the highest content of phenolic
compounds ebtained ar the flowenng stage. Given the vagiations in the aceumulation of secondary metabalites
in A frerbg-alla, it could be concloded thar the physiological stage of the plant help choosing the suitable

harvesting period [34,35].

3.2 Redoeclng power (Ferrle Reducing Antioxidant Power)

The redocing power of Ao berba-allse extracts, oallic acid, quercetin and ascorbic acid (used as

standard anticxidants), are pepresented in Fig. 1.
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Figure 1. Reducing power of difTerenl concentralions of Aremisia Aerboalthe Asso extracls (Al gallic acid. guercetin
and ascorbic acid (B) by spectmpholometric detection of Fe™ transformation 1o Fe? * (Mean + stamdard emror, n=h).
Values with an exponent are significantly differemt from those with different concentrations (a, P < 005 b, F < 000

o, F < M)

Figure 1 shows the resulis of the reducing power of ieon at different concentrations of the exiraces and
standards. The results show the highest reducing power of standards were obtained with gallic acid and
guercetin wath (0D = 121 £ 002 and 0079 £ 00004, respectively ) at the highest concentration {0050 mafinl),
at the same concentration the reducing power of ascorbic acid was showed the lower effect with (OD= 057 £
0.06). we have registersd ECsq of the following order (2524 £ 119 for gallic acad; 3212 £ 2.01 for quercetin
and 56,55 £ 191 for ascorhic acid pgiml) in Table 2. Both alecholic extracts recosded highest reducing
power with (0D = 0088 £ 004 for MEA and 0083 £ 0.03 for EEA) arthe highest concentration (00430 mafiml).
However, at the same concentration the aqueows extract was recorded a lower reducing power (OD =042 £
00040, Calculated ECs; values of theee extracts were 24988 £ 6207, 26159 £ 355 and 53236 £ 258 pg'ml
for EMA, EEA and EAA, respectively. In addition, we found a strong and positive correlation beoween the
total polyphenols content and the reducing power of ron for all exwracts. Becorded respective coerelation
cocfiicients were = L9866, r = 09559 and ¢ = 0L9854 for the methanolic, ethanolic and agueous exmracts.
This indicates thar %% of the antioxidant capacity of the extracts, are due o the contribution of phenolic

compounds which are the dorminant antioxidants in these extracts [36].

Tahle 2. ECwq amid [Csq values {pe'ml) of Armerise herbaalba Asso extncts and siandard antioxidants in FRAP, DPPIT?
ancd Hz0ke test,

Exiracts FRAP{CEzm) DI'PH {Clag) HAY (U ag)
MEA 145UHE & 607 3471 2094 1Z5.41 = 140
EEA 161.59 = BE.55 53129 .= LB9” W54+ 1607
AEA 53236+ 15T QTAS £ 34 1E7.08 £ 7.95°

Callic acid 1514 % 0% 1LEI 20 AT 2 EGF

Quercetin z12+201° 44T+ 57 "

Aseerhic acid 56.55 £ 1.91° 534 £ L]1E 11302 OLROF

The ECsg values are expressed as mean £ 5E {n = &) ¥alues with @ superscripl are significamly difTerenl from thase io the
MEA (o, P < (L05; b, P< 0000 ¢, P < (LODD).
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The biclogical efficacy of exiracts depends on the expermental methed, namwre and concentration of
the extracts [37,38]. In this study the antioxidant activity of the different A. Frerda-alba extracts was assessed
using three complementary tests. The obtained resulis are in correlation with those repomed by Hodzic et al.
using the FRAP assay to evaluate the antioxidant capacity, that is reproducible and coreelated o the
concentration of antiogidants compounds found in the samples [39]. The phenalic compounds of the extracts
of A. ferbg-alba produce a dark blue color complex via the reduction of ferric ron (Fe**) io ferric complex
(Fe™*) which has a maximum absorpiion ar 700 nm [40], plants work as clectron donces becanse of their
content of phenolic compounds [ LR]. These findings are similar to the research achieved by Abdul Cradir and
his collaboravors, they repomed an increase in reducing power with an increase in the concentration of
antiogidant compounds [41]. Another study found that the crude methanolic extract of A campesrris had a
high reducing power compared io the other two extracts; ethyl acetate fraction and water feaction with ECss of
PI0+ 200 pefml va 230 £ 522 and 340 £ 751 pe'ml, respectively [27). However, Lee found that methanolic
extract of A. jeporica bas a reduction capacity 3.83 times higher than thar of A, mornerer extract, they thoughe
that the free radical scavenging scrivity and the reducing power of Arfemiisie sp. exiract was not as high as
that of A, siowrara exwact [28). Exercise clectron donation can react with free radicals to conver them into
meore stable products and stop free-radical chain reactions that redoce inflammatory symptoms caused by
harmful radical eompounds. Acoording o Younsi er al. the methanolic extract showed lower antioxidant

activity than the sssential oil of A, herba-olfa using the FREAP assay (ECqp of 372 2 6.0 and 79 £ 1.0 pmaol
Fe'ip, respectively) [38].

33, DPPH" radleal scavenging activity

DPPH free radical scavenging activity (58] of the various exracts s shown in Fig. 2. The test was
performed waing six increasing concentrations of standards and extracts. All standards and exeracts have
recorded a concentration-dependent scavenging effect of DPPH radical with the highest activities obtained ot
the highest tested concentrations of exiracts and standards, respectively. Similar scavenging activities were
registered with the MEA (94 £ 0515 ) and EEA {9274 £ 1024 followed by the AEA {T7.67 £ 0.93%).
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Figure I. Scavenping aclivily of 1be free radical DFFIT 21 differem concenirations of extrucls of Aremicia herba-aiba
Axsn (A), pallic acil, quercetin, and ascorhic acid (B) by the 2. Z-diphenyl-1-picrylhydraey] rlical (Mean 2 stndard
errer., =) ¥Yalues with an exponent are significantly differemt from these with differemt concentrations (a, F o< D05,

b, F< 000 ¢, P« (LK L.
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To better assess the antioxidant serivity, 103 values for standards and exiracts were caleulated (Table
2. Results showed a highly significant (P < 0053} antioxidant sctivity for the MEA (3471 £ 096 pafiml),
compared w the EEA (53.29 £ LAY pgimlp and the AEA (9768 £ 342 padiml). Mearly similar scavenging
activiry values were recosded with all standards; gallic acid (9600 £ 0.28%), quercetin and ascorbic acid with
an inhibitien rabe of, 9598 £ 1.28% and 2461 £ 056%, respectively), these activities have been confirmed
with [Csy of 1.82 £ 01T padfml for gallic acid: 447 £ 037 pgiml for quercetin and 534 £ (U1 pgfml for
ascorbic acid. Thus, this wapping sctivity is significantly (P < 0.03) affected by the concentration of the
extracts with a positive correlation eoefficient (r = 0.7992 for MEAL r = 08197 for EEAL r= 008691 for AEA).
It was very evident that the antioxidane activity of the standards was remarkably higher than that of the
exiracs.

Or resules are appeocimately similar wo those of Seddik et al., who reporied an [Css of the DPPH"
radical of 329 + (L0336 and 154 £ 0004 pgfml for ethyl acetaie and squeows extrsct of Ao herda-aila
respectively [42). The wrapping potential inepcased with the increasing concentration of the solutions studied.
It is well established that the high scavenger capacity of the DFPH' radical s significanidy selated o an

inceease i the concentration of trapped antioxidant substances [43,44].

34, Neutralization of hydrogen peroxide (H=0:z)

Thie Has seavenging ability of extracts and standards (gallic acid and ascorbic acids) is summanized in
Fiz. 3. Both extracts and standards showed a dose dependent abiliny to scavenge the HeOs Almost sioilar
scavenging activity percentages of wrapping activity 8436 £0.5% and 8291 £0.38% were obtained using the
EEA and the MEA, respectively, followed by the AEA {7366 £ 00609%). on the other hand, the twio standards
showed a very high Ha0; inhibition percent with 99, 87 £ 000345 for gallic acid and 99.69 £ 0.08% ascorbic
acid. In teems of 100 the highest HaOr: scavenging effect (P < QU001 was obained with EEA (9654 £ 164
pedmly comypared to MEA (12841 £ 141 pafimly and the AEA (187,08 £ 7.95 poiml). Comparatvely, a very
high scavenger effect of hydmgen peroxide was obiained with both standards 3.7 £ 0003 pgfind for gallic acid
and 11.31 £ 080 pg/ml for ascorbic acid. However, the Has scavenging capacity of an extreet may be related
to the namral structural properiies of their active components, which determine their ability o donate
clectrons. The HaOh scavenging of warious extracts of A, herlw-albe may be related o their phenolic

compounds, which can donate electeons o Ha0: and thus newtralize it into water,
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Figure 3. Hydrogen peroxide scavenging activily (%) against increasing concentrations of Artemitia herba-aiba Asso
extracts (A), gallic acid and ascorbic acid (B) (Mean 2 stambard errer, n=6). Values with an expoment are significanily

different from lhese with different concenlrations (o, P < 0005; b, P < 001 ¢, P < 001 )
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Ohur pesulis are different to these fownd by Rowali et al. they indicated that the methanolic extract of
Arrenlste dadice showed a maximom activity of 68.53% inhibition comparable 1o that of quercetin with an
activity of T9.7% at the same concentration of 200 pgiml, while the ethanolic and 506 hydromethanolic
extract showed a much lower inhibition of 32.8% and 25%, respectively [45). However, according to our
results, we confiem the above that the seavenger effect of HaObs, the uprake effect of the free radical DPFFH or
the reducing power of iron, are propomionzal to the concentration of polyphenols which plays a role of

seavenging and antioxidant substances,
3.E Protectlve effect of Artewnisle frerba-alla extracts against in vitro lipid perocddation

The pesulis of the protective activity of standards and phenolic extracts of A, berta-lla against Lipid
peroxidation illustrated in Fig. 4 showed a highly significant increase (= 0.00002) of MDA* level (with
stresa) 136,76 £ 185 pool/e compared 1o MDA level (withowt siress) 3653 £ 0089 pmiolfs.

Bewer protection against lipid peroxidation was obtained with the two standards showing MDA content
similar 1o MDA group, accounting for 37.05 £ 050 pmol's for gallic acid, 4248 £ 0.70 for ascorbic acid and
36,53 £ 089 pmol'g for negative control; this is equivalent w 7290 £0.530% and 63.93 £0.51% inhibition of
MDA for gallic and ascorbic acid. respectively. However, a low protective activity was obiained with all
extracts revealed by a highly significant decrease (P < 00011 of MDA content. Among the tested extraces,
G697 £ 3.61 was obtained with the MEA: 76,19 £ 502 with the EEA and 5179 £ 230 pmol’g with the AEA.
This was associated with 5102 £ 2645, 4707 £ 3.2% and 40019 £ 168% MDA inhibition for the MEA,
EEA and AEA respectively. Ie's well known that the protective effect of A. fedba-alla extracis against lipad
peroxidation is achieved via a decrease of the oxidative cell damage cavsed by Ha0: and HO- and mediated by
the Fenten reaction.
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Figure d. Prolective properties of exirocts of Arfemisia ferbasalia Asso, gallic aced amd ascorbic aculd against lipad
peraxidation expressed in MDA pmedty of tissue (A), and the percentage of inhibition of perexidation (%) (Mean
stanclanl ermer, n=h). Values with a superscript are significamtly different from those io the MEA (o, B < DU05E; b P < 0000
«, F < LT} MDA~ pegative contral; MIDA*: pogitive contral,

Crur resuls are highly superior to those obiained by Seddik er al. they found a 457 £ 5.6% inhibition of
MDA wath the cthyl acetate extract of A, herba-aila Asso versus a 43 £ 50125 reduction with the agueous
exiract knowing that they tesied a conceniration of 50 mgfml and they uwsed homogenate of rabbit brain [42).
Effective antioxidants can protect against lipid peroxidaton by different modes of action: they can act

indirectly, by newtealizing one of the inigaroes of lipid oxidative damage, o directly, by newtralizing lipid
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radicals, thus stopping the propagation reactions typical for lipid perexidation. Thus, complex natwral exiracs
will present a combined lipid peroxidation inhibitogy potential (PIPL), depending on their content in
antioxidants capable stopping the chain reaction of the propagation of lipid radicals by newtralizing oxidative

stress [46].
3.6, Evalonation of antibacterial activity

The resulis of the antibacterial sensitvity test for three phenolic exmracts of A ferfa-allv are
summarized in Table 3. Although they have rescted positively o all strains, the obiained results revealed a
significant difference in anibactenal activity of A, herfer-olfve exiracts against the four tesied strains ar a dose-
dependent way, A significant inhibitory effiecr of bacterial growth was obtained with the ethanolic and
meethanalic exteacts compared o the aqueows exiract against E. coll, P aeraglooi, B, cerens and 5. aireas

that could be related to their mchness in hioactive compounds (polyphenols and flavenoids).

Table 3. hamelers of inhibition zeoes (mm) of Artemisia ferba-aliba Avso, extrocls amd antibiolic discs against the tested
bacieria

Extracis Barieria
MEA (mg/mlL) E, cali P ey e 8. cerels 5. awreus
50 1125 +023 1176 +0.32 14.78 £ 0.50) 1401 £ 061
125 Lol 2025 10.2] £0.22 1490 +032 1158 2019
B2.5 RI3 2041 o0l 20146 L592023 MAR £ 025
3135 £.39 2 008 152013 TR 2024 44 2021
EEA (mg/ml)
50 1356 £ 0567 13242 & 0.40F 1689 20772 1563 £ D4F
125 11.54 £ 020F 1198 £0.20° 1377 249 11.ER 235
625 1002 = 0368 52 = 458 1151 2023 078 £ (LIK
3135 754 £ 0E B0 +0.53 918 £ 057 T4l 2031
AEA (mpfml)
250 1053 £0.25 18 £ 0.32° 11.93 £ (k44" 10. 20 £+ (2K
125 B30T B30 =000 QA5 £ (55" B 72 £ 025
625 G985 £ 0% TAHI L0 T.Ef & (L24° 770+ (LD
3125 £ 17 & 005 654 £ 0140 7182032 .50 & (L.OW
Antibinlics (peidics)
Tetracycline (30 peidicsi 1530 £ 0.45 1108 £ 047 1051 £047 16452031
Amikacin (30 peilics) 2407 £0.45 3T 021 2110 +£041 RA5£0.20
Ervthmmycio [ 15 pgidics) 1507 2 0.61 - - 2111 2049

The walues shown are the mean £5I {n = ) Values with a superscript are significantly different from thase in the MEA
(a, F<0.03; b, P < (L0]1; c, P < UM ).

Gram-positive bacteria were more sensitive (5 oweeens and B, cerens) compared to Gram-negative
bacteria (£ coll and P geruginose). The incorporation of EEA showed a strong antibacterial effect with MIC
values of G, £, 10 and 10 mgiml againsg 5 oweens, B cerens, E oeoll and P oaerrglooesa, respectively, and
MEBC values of 14,16, 15 and 22 mg/ml against 5. aureas, B cerens, E colt and P oaerugiaosa. Alinsest
similar MIC values were secorded for all tested strains when the plates were incorpogated with MEA, but the
MEBC values were slighily higher than those obiained with the EEA (Table 4). However, the squeons exiract
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(AEA) has shown a very low antibactenal efficacy againar all tesced strains with MIC values of 75 mgfmL for
& eneredes, B0 mgfml for B cerens and E ocolt and 90 mo/ml for P oaenrgimosa. Although, Gram-positive
bacieria 5. eurews and B eereas were more sensitive compared o Gram-pegative bacteria E coli and P
aeraginosg, and this may be related o the difference in wall structure between Grame-positive and Gran-

negative bacoeria [47-49].

Tuble 4. Mimimum inhikbitony (MEC) amd bactericicdal (MBC) concenirtions of Armemisia ferbur-aibha Asso exiracts against

the bacleria lested.

EEA MEA AEA
Struins
MIC MELC MIC MELC AIIC MNEC
E. coli 10 i5 16 24 B0 M
I menrginesg 10 22 18 255 w0 i
B. cevener B 6 15 21l B0 M
. awrear £ i 14 I8 TS MNd

Mel: nol delermuined.

In their study of the antimicrobial activity of exiracts of the seral pan of 23 medicinal plants
including A, cenmpesras, Sasal et al. found that the scetone exiract exens an inhibitory effect among the
three extracts (hexane and methanol extract) [50]. Ouwr resulis corroborate those of Maili et al., the resulis
obtained in this study show that the methanolic exteact of A cermpestes leaves has an inhibitory effect on all
the studied bacteria, including 8. aereier, Eocolt, and P ogerugloosa [51] Younsi et al. confineed the
substantial antimicrobial activity exhibited by the essential oil and extract of A, fera-alba, suggesiing
that the bicactivity of C-glyoesyl flavonoids and caffeoylguinic acids 15 responsible for antibacterial
activiry [38].

Previous siudies have idenified major phenolic compounds such as | 8-cineale, camphor, a-thujone
and Hhujone, aglyeone flavonoids and glveosy] flavosoids 1o be the main responsible for antibactenal

activiry [32,53].
A CONCLUSION

The pesults of this study showed the aqueous extraction yield was greater than the alcoholic extracts
and thar the methanolic exiract gave bener content of polyphenolic compounds and flavonoids compared 1o
both ethanolic and agueous extracts. The antiexidant activity was the most powerful with the iron reducing
power (FRAP) and antiradical actavity (DFPH) of methanolic exoraet (P< 0.005) compared o ethanolic and
aqueons extract, however the scavenger activity of hydrogen peroxide (Ha00) was more powerful with the
cthanolic extract of Arresiste berba-alla.  All extracts reacted positively in a dose-dependent way o all
tested bacteria, confieming that the Areedstr berfa-afba plant has strong antimicrobial propertics against
bacteria (Srpplodecocens sy and  Baeifas cerens) and less inhibiting  properties against bacteria
(Esclrerichin eolf and Psendomonas aeniginnsg). The exiracts feom Artesibein herbu-alba are sood candidares
as part of new pharnmaceutical or puraceurical s fornmulations, and can be considered in preventive strategics

for many metabolic disorders induced by oxidative siress,
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