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Résumé:

Asplénium ceterach est une plante médicinale appartenant a la famille des Aspleniaceae, cette
espéce connue sous le nom de «Herbe dorée », est trés répandue dans le nord algérien. Les
extraits organiques ont €té obtenus par macération en utilisant le méthanol comme solvant. Le

rendement de cette extraction est de 8%. La teneur totale en composes phénolique a été

déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de 167,9 pg.EQAG/mg. Les

flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICIs, leur teneur est de 57,07 ug.EqQ/mg.

L’activité antioxydant a été evaluée en utilisant la méthode de réduction de radical libre
DPPH le ICso a été estimee a 492 ug /ml. L’activité antimicrobienne a été déterminée sur six
souches bactériennes et une levure, selon la méthode de diffusion en puits AWDT. La
concentration minimale inhibitrice (CMI) la plus importante et celle du Pseudomonas
aerugenosa ATCC 27853 est de 0,39 mg/ul, sur Proteus mirabilis ATCC 35659 et Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 sont de 1,56 mg/ul, Staphylococcus aureus ATCC 33862 et
Escherichia coli ATCC 25922 sont de 3,125 mg/ul, Candida albucans ATCC 10231 et
Bacillus cereus ATCC 10876 sont de 25 mg/ul. Notre extrait a montré un effet sur tous les

microorganismes testés.

Mots clés : Asplénium ceterach, Extraits organiques, Composés phénoliques, Activité
antioxydant, Activité antimicrobienne.




Abstract

Asplénium ceterach is a medicinal plant belonging to the Aspleniaceae family, this species
known as «Golden Grass», is widespread in northern Algeria. Organic extracts were
obtained by maceration using methanol as a solvent. The efficiency of this extraction is
8%.The total content of phenolic compounds was determined using the Folin-Ciocalteu
reagent, it is 167.9 ug.EqAG/mg. The flavonoids were evaluated using the Alcl3 method,
their content is 57.07 pug.EqQ/mg. Antioxidant activity was evaluated using the free radical
reduction method 1C50 DPPH was estimated to be 492 pg/ml. Antimicrobial activity was
determined on six bacterial strains and one yeast, using the AWDT well diffusion method.

The highest minimum inhibitory concentration (MIC) and that of Pseudomonas aerugenosa

ATCC 27853 is 0.39 mg/ul, on Proteus mirabilis ATCC 35659 and Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 are 1.56 mg/ul, Staphylococcus aureus ATCC 33862 and Escherichia coli
ATCC 25922 are 3,125 mg/ul, Candida albucans ATCC 10231 and Bacillus cereus ATCC

10876 are 25 mg/ul. Our extract showed an effect on all the microorganisms tested.

Key words: Aspleniaceae, Asplénium ceterach, organic extracts, Phenolic compounds,
antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Les plantes ont constitué le premier et principal outil thérapeutique a la disposition de
I’homme et ce, pendant de nombreux siécles. Dans diverses civilisations et sur tous les continents, les
pharmacopées végétales se sont développées et enrichies grace a I’empirisme. Avec un don
d’observation inégalé, les anciens ont pu mettre en évidence des propriétés curatives ou préventives

des plantes médicinales qui n’ont d’ailleurs, jamais été démenties par ’usage (Carillon, 2009).

En effet prés de la moitié des médicaments que nous utilisons ont une composition
d'origine végétale, et la quart renferme des extraits ou des molécules actives provenant
directement des plants. Ainsi, par l'intermédiaire des médicaments de synthése ou d’hémi-
synthese autant que par le biais de la phytothérapie, les plants constituent le mode de
traitement le plus répondu dans le monde, y compris dans les pays occidentaux (Adida et al .
2016). Environ 170 000 molécules bioactives ont étés identifiées a partir de plantes. (Chaabi,
2008).

Les métabolites secondaires, les composes phénoliques représentés majoritairement
par les flavonoides, suscitent de plus en plus l'intérét des chercheurs car ils sont considéres

comme de tres puissants antioxydants. (Sarni- Manchado et Cheynier. 2006)

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales

qui constituent le couvert végétal, se trouve I’espéce de Asplénium cétérach est un exemple

éloquent d'une espéce qui n'a pas €té exclue de I'étude, malgré son utilisation dans la

médecine populaire locale. Toutes ces considérations nous ont amenés a réfléchir aux
possibilités d'évaluer les effets thérapeutiques de ces derniers pour en bénéficier et encourager
sa culture du fait qu’elle soit rare et peu exploitée. Cette recherche s'inscrit dans une
contribution au renforcement de notre patrimoine naturel en terre d'Algérie, et son objectif est
de caractériser le phénol ainsi que d'étudier les activités antioxydants et antimicrobienne

d'Asplénium cétérach.

Notre travail de recherche comporte deux parties :
La premiére partie se compose une étude bibliographique avec deux chapitres
* Présentation de la plante étudiée ;
* Activités biologiques, (I’activité antioxydants et antimicrobiennes).
La deuxieme partie présente les matériel et les méthodes d’extraction des composés

Phénoliques et qui utilisés dans notre travail. Et I’évaluation de leurs activités antioxydants et
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antimicrobienne et présentation des résultats obtenus et leurs discussions. En fin, une

conclusion générale comporte les principaux résultats obtenus.
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BIBLIOGRAPHIQUE
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I.1.généralités sur Asplénium cétérach :

La plante qui fait 1’objet de ce travail est appelée Asplénium ceterach, dénommée aussi

Doradille ou encore Herbe dorée, une fougére de de la famille des Aspleniaceae Adaptée a la

sécheresse (les feuilles s'enroulent) grace a une aptitude a I'anhydrobiose et la reviviscence.

C’est une plante commune des fentes des rochers (plante chasmophyte) et vieux murs
calcaires (plante lithophyte). (NCBI, 2017). « Centre américain pour les informations
biotechnologiques » Taxonomy - NCBI » sur www.ncbi.nlm.nih.gov (consulté le 30 ao(t
2017)

Asplénium ceterach est une plante vivace de 5-15 cm, a souche courte, épaisse,
gazonnante (Figure 01). Ses feuilles sont en touffe, roulées en crosse dans leur jeune &ge,
étalées, a pétiole court et couvert d'écailles, étroitement oblongues, pennatiséquées, a lobes
courts, ovales-obtus, entiers ou crénelés, alternes, confluents, épais, glabres et verts en
dessus, couverts en dessous d'écailles brillantes d'abord argentées puis roussatres. La
fructification est disposée a la face inférieure des feuilles en sores allongés, droits, épars,
placés obliquement sur la nervure médiane, dépourvus d'indusie. Adaptée a la secheresse ;
par temps sec les feuilles s’enroulent et présentent les écailles qui limitent

I’évapotranspiration. C’est une plante commune des rochers et vieux murs calcaires

(Trewick et al., 2004).

Figure 01 : Photographie de Asplenium ceterach (Trewicket al., 2004)
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1.1.1. La classification de Asplénium ceterach : est donnée comme suit (Tison & de foucault
2014):

Regne : Plantae ;
Sous-régne : Tracheobionta ;
Division : Pteridophyta ;
Classe : Filicopsida ;
Ordre : Polypodiales ;
Famille : Aspleniaceae ;
Genre : Asplénium ;
Espece : Asplénium ceterach. L., 1753
Plante de L’Asplénium ceterach
1.1.2. Usages :

La plante médicinale Asplénium ceterach est peu étudiée, néanmoins quelques
propriétés et utilisations traditionnelles ont été rapportées comme son usage contre les calculs
rénaux, la diarrhée, les troubles intestinaux, la névralgie ainsi que les troubles de la prostate et
gastro-intestinaux (Karadeniz et al., 2015). L'infusion, faite en faisant bouillir 20 g de plante
entiére dans 1 L d'eau pendant 20 min, est un excellent diurétique par prise de 2 a 3 tasses par

jour (Antonone et al., 1988). Il est publié dans le journal « The Lancet » que le traitement par

une décoction de 1’Asplénium ceterach fait partie des singularités thérapeutiques des calculs

biliaires (The Lancet, 1887). Cette plante est douée également d’un potentiel antioxydant
intéressant et des activités antimicrobiennes et protectrices contre les dommages de I'ADN
(Berk et al., 2011).

1.2. L’étude des activités antioxydants et antimicrobienne de Asplénium ceterach

Au cours des métabolismes normaux de cellules (respiration, nutrition, réaction
immunitaire ou aprés exposition a des molécules toxique (pollution, radiation..), certaines
molécules sont créées et peuvent avoir un effet néfaste sur I’organisme. parmi ces molécules,
les espéces oxygénees réactives (EOR), sont formées a partir de 1’oxygene(02). De ce type
sont soit des radicaux libres tell que 1’anion super oxyde (O2-), ou le radical hydroxyle OH),
soit des molécules non radicalaire tell que le peroxydes d’hydrogéne (H202) (Haleng et
al.2007 ;Agbo et al.2015 ; Leila 2018).

e
12
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I.2.1.Activité antioxydant

1.2.1.1.Radicaux libres

Un radical libre peut étre défini comme tout espéces capables d’existence
indépendante qui contient un électron non apparie dans un atomique orbital (Halliwell et
al.1989 ;Is Young.2001).en général les radicaux libres sont neutraliser par 1’organisme a
I’aide de molécule antioxydant. Ces derniere agissant comme source d’électron, et réduisant

ainsi leur effets nocifs sur la cellule (Mak et Newton.2001).

Dans ce cas, 1’équilibre oxydants /antioxydants est en équilibre et le corps se protéges
par divers systemes antioxydants contre les radicaux formées (Pincemail et al.,2002 ;Durand
et al.,2003), lorsque 1’organisme n’arrive plus a maintenir entre la production des radicaux
libres et leur neutralisation on parle de stress oxydatif (Popovici et al.2009 ;Djahra 2014
;Agbo et al.2015 ; Leila 2018).

1.2.1.2 Espéces réactives de I’oxygéne (EOR)

Les radicaux dérives de I'oxygene représentent la classe la plus importante d'especes

radicalaires générées dans les systemes vivants (Grassi et al., 2010). Ce sont des molécules

tres réactives qui sont constamment produites par des réactions enzymatiques dans les cellules

(Pérez-Pérez et al., 2013). Il existe plusieurs ERO comme le peroxyde d'hydrogéne (H202),
le radical super oxyde (O2¢-) et le radical hydroxyle (HO«) (Ivanov et al., 2013).

1.2.1.3.Stress oxydatif

La notion de stress oxydatif est défini comme le corps a également été incapable de
défense contre I’agression des especes oxygénées réactives (EOR), suite a un déséquilibre lie,
soit a la production d’EOR a augmente, soit & une diminue de la capacité de défense
antioxydant (Sies H.1991).

Stress oxydatif c’est n’est pas une maladie en soi c’est une terre favorable au
développement de maladie différents, telle que les maladies cardiovasculaires,
neurodégéneératives (Alzheimer, parkinson..), ou le cancer (M. Morina et al.2002).
L’organisme se protége en permanence de la formation et de I’agression de ces substance
oxydantes graces a divers mécanismes défensifs enzymatiques et non enzymatiques identifies

par le terme antioxydants.
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1.2.1.4 Les antioxydants

Les antioxydants sont un groupe de molécules qui empéchent directement la
production ou limitent la propagation ou la destruction des espéces d’oxygenes et peuvent
fonctionner en réduisant ou en décomposant ces especes, en les piégeant pour former un

compose stable, en séquestrant le fer libre (Favier.2003).

e lerole

Le role physiologique des antioxydants tel que suggere dans cette définition et de
prévenir les dommages aux composants cellulaires résultants de réaction chimiques

impliquant des radicaux libre (Is. Young, JV. Woodside.2001).

Ces derniers peuvent étre produits en exceés a cause des agents externes les (pollution,
les radiation, UV), de ce notre systeme endogene de défense se trouve incapable de réduire
toutes ces especes réactives, notre organisme a alors besoin d’une alimentation riche en
antioxydants. parmi ces antioxydants, on trouve les vitamines C ,E et A, ainsi que les

polyphénols (Venkatachalam et Muthukrishnan.2012).

1.2.2.Mécanisme d’action des antioxydants

(Lamina et al., 2013; Liochev, 2013) Les antioxydants peuvent protéger 1’organisme
contre les effets néfastes des espéces réactives comme suit:
Inhibition de la formation des radicaux libres.
Neutralisation des radicaux libres.
Augmentation du systeme de défense du corps.

Reéparation des dommages résultants de radicaux libres

1.2.2.1 Le principe actif de la plante médicinale

Le principe actif sont des molécules présentes dans une médecine des plantes ou dans une

préparation a base de plantes médicinales (Pelt.1980), les principe actif a un intérét

thérapeutiques ou préventif, elle provient des plantes fraiches ou desséchées, et peut étre citée

comme faisant partie des racines, des feuilles, des fleurs, des graines.(Benghanou.2012).
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Les plantes possede des métabolites secondaires sont des molécules organiques
complexes synthétisées par les plantes autotrophe, qui sont divisés principalement en trois
familles : les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél.,
2007) .

1.2.3. Les groupes des principes actifs
1.2.3.1 polyphénols

Les polyphénols ou composes phénoliques, en designe un vaste ensemble de
substances qui possedent un cycle aromatique a 6 carbone, portant un ou plusieurs

groupement hydroxyle (poly- hydroxyle), Plusieurs milliers d'entre eux ont été décrits et

caractérises chez les végétaux, Ils sont subdivisés en sous-classes : les acides phénoliques, les

flavonoides, les lignines, les tanins (Jean.JM., 1996)

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racine, tiges,
feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

1.2.3.2 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des petites molécules, constitues d’un noyau benzénique
et au moins d’un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées, éthérifiées, (Wichtl et
Anton.2009), parmi cet ensemble trés diversifié, les acides hydroxy-benzoiques ou hydroxy -
cinnamiques, jouent un réle important en raison de leur abondance et de leur diversité dans la
plupart des organes végétaux consommes par I’homme. (Jean.J.M.1996).

Les phénols possédent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques. (Iserin
etal., 2001). (Figure 02)

acide benzoique acide Cinnamique

Figure 02 Structure des acides benzoiques et cinnamiques
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1.2.3.2 les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques naturels (Seyoum et al., 2006), le
terme en latin ; flavus = jaune. Ont une structure de C6-C3-C6 a poids moléculaire faible
(Wichtl et Anton, 2009). souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles (Ghestem et al.,2001 ; Bruneton ,J.1999).

Les flavonoides ont des sous-groupes caractérises a contenant deux ou plusieurs
cycles aromatiques existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,
chacun portant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont

carbone,(Hellier et Forkmann.1993).

La plupart des plantes vasculaires, contiennent des flavonoides. le flavonoide sont
classes en plusieurs sous classes tell que flavonols, flavones, flavonones, isoflavones, et les

catéchines par la structure de I’anneau C (Toshio .A. et al .2000).

Tableau 1: Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001)

classe Structure chimique Exemple

Flavonols O @
I

[

-kaempferol
-myrecetine
-quercetine

=

Flavones

O

O

R

-apigénine
-lutéoline
-diosmétine

Flavonones

H
O

=

OH
o
[=]

|
HO”/‘ g
H

Ry
-

-Eriodictyol

Isoflavones

[

-Daidezine

-Genisteine
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1.2.3.3 Tanins

Les tanins sont des polyphenols, possédants la propriété de précipiter les protéines,
elle est utilisé par I’homme, pour tanner les peaux des animaux, est trés ancienne, qui sont

classiqguement. (Jean, J.M.1996), subdivises en deux catégories
-Tanins hydrolysables dérivés de 1’acide gallique. (Jean, J.M.1996).
-Tanins condenses, formes a partir des flavonols et des flavanes-3,4-diols. (Jean, J.M.1996).

1.2.3.4 Lignines

Sont composes qui s’accumulent dans les parois cellulaires (sclérenchymes, ou noyau
de fruits ),au niveau de la seve bruts qui permet aux fibres de rigidité, est apres avoir attaché
trois unités phénoliques, de base appelées monolignols, de caractere hydrophobe.(Sarni .M et
Cheynier.2006).

1.2.3.5 Alcaloides

Le terme alcaloide du grec (Eidos= aspect), est un compose organique hétérocyclique,
d’origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus ou moins basique, et certains sont
tres toxique, (Jean, B.2009 ;Jaber, A.2017). a ce jour, si ’origine végétale est prépondérante
plus de 27683 alcaloides différents ont été isoles a partir de sources végétales, animales, ainsi

qu’a partir de microorganisme. (Amirkia et al.2014 ;Jaber, A.2017).

H
N
\

\
—
N

Figure 03 : Exemple d'alcaloides : la nicotine (Jaber, A .2017).

les alcaloides jouent aussi le role d’antibiotique. (Cushnie et al.2014 ; Jaber, A.2017).

1.2.3.6 Terpénes

Les terpanoides sont un large famille de composes naturels, d’environ 15000,(Wichtl

et al.2009). sont géneralement des solvants naturels, existant dans nombreuses plants.

s
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Ils comprennent des hydrocarbures avec des unités d’isopréne de la formule (C5HS).
et peuvent étre dérivés principalement d’huiles essentielles, de résines, et d’autres produits

aromatiques végétaux.(Celine, D.T ; et al . 2012).

N

Figure 04: Structure Unité isoprene (Osbourn et Lanzotti, 2009).

1.3. Activité antimicrobienne

Dés la naissance, 'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-

organismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3

groupes : les barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et

I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicite vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999).
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I1.1 Matériel

11.1.1 Matériel végétal

Le matériel vegétal utilisé au cours de cette étude I’Asplénium ceterach (Figure 05)

récoltée en mois de Janvier ; Février 2020 sur les rochers du massif de Guezoul. Wilaya de

Tiaret.

Au laboratoire, le matériel végétal récolté est lavé plusieurs fois avec 1’eau de robinet
afin d’¢liminer I’exces de sels, les grains de sol et autres particules; puis séché a 1’abri de la
lumiére et de I’humidité pendant quelques semaine. Une fois séchée, la matiére végétale a été

broyée en poudre a 1’aide d’un mixeur, et conservé jusqu’aux jours d’extraction (Figure 5 et

6).

Figure 05 : Echantillon de L’Asplénium ceterach  Figure 06 : Le Matériel VVégétal Broyée.

e Objectifs d’expérimentation

L’objectif général de ce travail est de déterminer le contenu en Polyphénols totaux et
en flavonoides totaux dans I’Asplénium ceterach. Ensuite mesurer le pouvoir antioxydant des

composés phénoliques contenu dans 1’extrait de la plante étudié.

11.2. Méthodes

I1.2.1. Préparation de I’extrait méthanol d’Asplénium ceterach

Aprés séchage et broyage d’Asplénium ceterach, 70g du matériel végétal et soumis a une
agitation pendant 24h a température ambiante, dans 400 ml du méthanol (99%).
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L’extrait ensuite filtrés sur papier Whatman , puis le résidu a été récupéré dans un
autre récipient avec 400 ml d’éthyle acétate 99% et laissé sous agitation pendant 30 mn puis
les suspensions sont encore filtrées par un papier wathman. Les deux filtrats obtenus ont été
mélangés pour étre séchés par évaporation du solvant a 45° avec un rota-vapeur (buchi). La
solution récupérée est séchée dans 1’étuve a 45°C pendant 72h afin d’obtenir un résidu sec,

¢’est I’extrait brut méthanol pour Asplénium ceterach (figure 07).

Agitation. Filtration

Evaporateur. L’extrait brut

Figure 07 : Les étapes d’extraction
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Les étapes de I’expérimentation sont présentées dans la (Figure 08 ) :

Récolte de I’Asplénium ceterach

Lavage et séchage Asplénium ceterach

Broyage

Décoction sous reflux pendant 24h dans méthanol (99%) ]

Filtration de 1’extrait Obtenu

Evaporation a sec a I’aide d’un Rotavapeur

Extrait méthanol de I’ Asplénium ceterach

|~

Dosage des Dosage des] Mesurer le

flavonoides Polyphénols pouvoir

Totaux. Totaux. Antioxydant.

Figure 08: Les Différents étapes réalisées dans L’expérimentation.

s
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11.2. 2 Le Rendement Obtenue

Le rendement de I’extraction est déterminé par le rapport entre la masse des
Polyphénols extraits et la masse de la matiere premiere végetale traité. Le rendement exprimé

en pourcentage est calculé par la formule suivante:
Rdt (%) = P2 — P1/ P3 x 100

P1: Poids du ballon aprés évaporation.

P2: Poids du ballon avant évaporation.

P3: Poids de la matiere végétale de départ.

11.2. 3. Dosage des Polyphénols Totaux

Ce dosage repose sur la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.
Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide (H3PW12040) et d’acide (H3PMO1,040).
L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle au taux de composés phénoliques

oxydés dont I’absorbance est comprise entre 725 et 760 nm (Ribéreau-Gayon,1968).

Méthode

Un Volume de 0.2ml d’extrait a ¢ét¢ mélangé avec 1 ml de méthanol pur Dans 5 tubes,

depuis le 2 *™ tube on fait une dilution (1/2 ; 1/4 ; 1/6) avec I’agitation des tubes. Ensuit 0.1

ml de chaque échantillon a été mélangé avec 1 ml de méthanol pur avec 0.5 ml de Folin-
Ciocalteu (10%). Apres 5 minutes, on rajoute Iml d’une solution de Carbonate de sodium
(6%). Le mélange est soumis une agitation puis incubé a température ambiante a 1’obscurité
pendant 1h et I’absorbance est lue a 765 nm sur un Spectrophotométre. L’acide gallique est
utilisé comme standard de référence. Les résultats sont exprimés en microgramme

d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (Ug EQAG/mg ES).
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Les étapes de dosage de Polyphénols totaux sont présentées dans la (Figure 09):

0.2ml d’extrait Eau-Méthanol.

igh

0.5ml du Folin-Ciocalteu (10%).

I | <:| Aprés 5 min

1ml du Solution de Carbonate de sodium (6%).

! ! <] Incubation a T° ambiante pendant 2h.

La lecture sur un spectrophotométrie (A=765nm)

Figure 09 : Dosage de polyphénols totaux.

Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide gallique a différents concentration de
0.1 au 10 pg/l, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont
ainsi exprimés en microgramme d’équivalents d’acide gallique par milligramme de matiére

végétale fraiche.
11.2. 4. Dosage des Flavonoides totaux

Les flavonoides sont quantifiés par une méthode colorimétrique au trichlorure
daluminium (AICIl3) 2%. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les

flavonoides, qui absorbe dans le visible a 510 nm (Ardestani et Yazdanparast, 2007).
Méthode

Un Volume de 0.5 ml d’extrait a été¢ additionné a 0.5 ml de Chlorure d’aluminium a
2% (Alcls) dans le tube 1. 0.5 ml depuis le 1% tube, a été mélanger avec 0.5 ml de Chlorure
d’aluminium dans le tube 2, jusqu'au le 4°™ tube, le mélange obtenue a été placé a
température ambiante et a 1’obscurité pendant 10 min puis 1’absorbance a été mesurée a
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430nm sur un Spectrophotomeétre. Le Quercétine est utilisé comme standard de référence. Les
résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents de Quercétine par milligramme
d’extrait sec (ug EqQ/mg ES).

Les étapes de dosage de flavonoides totaux sont présentées dans la (Figure 10) :

Iml d’extrait Méthanol.

I I Incubation a T° ambiante pendant 10min.

Iml de solution Chlorure d’aluminium a 2%.

4

La lecture sur un spectrophotométrie (A=430nm).

Figure 10 : Dosage de Flavonoides totaux.
Courbe d’étalonnage de la Quercétine

La courbe d’¢étalonnage est effectuée par Quercétine a différents concentration de 0.1
au 10 pg/l, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en microgramme d’équivalents de Quercétine par milligramme de matiére végétale

fraiche.
11.2.5. Mesure du pouvoir antioxydant

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydant,
in vitro et in vivo des composés Phénoliques purs ou d’extrait. Dans notre étude nous avons
utilisé des tests chimiques qui mesurent la réduction du radical stable le DPPH (2,2-Diphényl-
1-picrylhydrazyl) (Sharma, et al., 2009 ; Bourkhiss et al., 2010).

11.2.5.1. Evaluation de P’activité Anti-radicalaire du radical libre DPPH

La méthode du DPPH utilise un radical relativement stable, dont les antioxydants
réduisent ce radical ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphénylpicryl
hydrazine (Figurell). Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage

d’inhibition du DPPH ; dont la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
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antioxydants donneur de proton présents dans 1’échantillon (Sanchez Moreno, 2002 ; Parejo et
al., 2003).

NO
NO, 2

DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle (non

(radical libre) radical)

Figure 11 : Structure Chimique de radical libre et non radical.

e Mode Opératoire
L’effet de I’extrait sur la réduction du DPPH-« a été réalisé selon le Protocol suivant (Benariba

etal., 2013).

- Préparation Du DPPH
3.16mg de DPPH est dissoute dans 100ml du méthanol pure pour obtenir une solution de
DPPH.

- Préparation des échantillons

Un Volume de0.2g de notre extrait est dissout dans 2 ml de méthanol (CH3-OH) ; a
partir de cette concentration, on prépare 10 tubes moins concentré que le premier, on prépare
(100; 50 ; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19), Puis en ajoutant 1 ml de DPPH dans

chaque tube.

Le mélange obtenu est ensuite agité, puis gardé a I’abri de lumiére a température
ambiante pendant 30min. Ensuite La lecture ce fait a 1’aide d’un Spectrophotométrie de la

densité optique a 517nm. (Figure 12)
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0.2 g d’extrait + 2 ml méthanol ]

! ]<:' 1 ml DPPH

[ Agitation et incubation a L’obscurités a 30min ]

Absorbance a 517 nm sur un spectrophotométrie

Figure 12 : Protocol de préparation de I’enchantillons de test DPPH.

L’acide ascorbique a été utilis€ comme controle positif a différentes concentrations. Le

mécanisme réactionnel du test DPPH est présenté dans la figure suivante :

\ . A . :
N0z + Antioxydant-OH —— =" )=, + Antioxydan(-0

DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 13 : Mécanisme réactionnel du test DPPH.

La valeur 1C50 est la concentration d’extrait qui assure la réduction de 50% du
DPPH, déterminée graphiquement par la régression linéaire, pour chaque extrait a partir de la

courbe du pourcentage de reduction en fonction de la concentration (Samarth et al., 2008).
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Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique

La courbe d’étalonnage est effectuée par 1’acide ascorbique a différents concentration
de 0.1 au 10 pg/l, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats
sont ainsi exprimes en microgramme d’équivalents d’acide ascorbique par milligramme de

matiere végétale fraiche. ug. EQAA/mg

11.2.6. Activité antimicrobienne

o Origine des souches

Les souches utilisées dans ce travail comportent des souches pathogenes qui

proviennent de la collection du laboratoire LMBAFS tableau 02.

Tableau 02 : Les souches pathogénes utilisées.

Souches Référence

Staphylococcus aureus ATCC 33862
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus cereus ATCC 10876
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Condida albicans ATCC10231

Proteus mirabilis ATCC 35659

Réactivation des souches
La réactivation des souche est effectuée par ensemencement des souches pathogénes
dans un bouillon BHIB a 37°C pendant 24 heures d’incubation avant chaque test

d’antagonisme pour obtenir une culture jeune .Puis ajuster la densité optique de 0.08 a 0,10

lue a la longueur d’onde de 625 nm qui correspond & 10® UFC/mI (Kishor, 2005).
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11.2. 6.1.Méthode de diffusion en puits AWDT (méthode de Barefoot et kaenhammer, 1983)

La méthode de diffusion tres utilisée en microbiologie (antibiogramme et
antifongigramme), repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu semi solide
(gélose molle), I’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une

zone d’inhibition, et en

fonction du diametre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de
sensible, d’intermédiaire ou de résistante. Dans la technique de diffusion il y a compétition
entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit tester (Broadasky et al,
1999) .

Cette méthode consiste a couler 15 ml Muller Hinton molle avec 100ul d’une culture

jeune de 24h d’incubation de nombre de 10° UFC/mI (la densité optique 0.08-0.1) sur une

boite de pétri. Aprés solidification a température ambiante dans une zone stérile, des puits
sont creusé a I’aide d’un embout jaune stérile. Généralement ont réalisé 1 puits par boite de

6mm de diamétre. Un volume de 50ul de I’extrait brut est mis dans les puits.

Les boite de pétri sont incubées a 37°C pendant 24h pour permettre la bonne diffusion
de la substance antibactérienne (pré-diffusion) (Doumandji et al, 2010).

La présence de zone d’inhibition a formées autour des puits est examinée apres 18 a
24h d’incubation (Hwanhlem et al, 2011)

La lecture des résultats se fait par la mesure de diamétre des zones d’inhibition
apparaissant ; il sera considéré comme positif si le diamétre est supérieur a 2 mm
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—— e

Cultures jeunes des 100l d’inoculum +15ml
souches pathogenes milieu Semi-solide (séché
testées pendant 30mn)

Embout jaune stérile Réalisation des puits
Diaméetre,=6mn

Extrait brut Remplis les puits par 50 pl
d’extrait brut

Figure 14 : Apreés I’incubation a 37C° / 24h La Lecture : mesurer les zones d’inhibition
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11.2.6.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Généralement la concentration minimale inhibitrice (CMI) est considéerée comme étant
la plus faible concentration de substance antimicrobienne capable d’inhiber la croissance

visible d’un microorganisme donné apres un temps d’incubation de 24h (Ganiere et al., 2004)

La détermination de la CMI a éte réalisee par la Méthode de micro dilution sur milieu liquide

selon CLSI ( Clinical and Laborztory Standards Institute) ( 2008).

Dans cette technique, des microplaques a fond rond (96puits) sont utilisées pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice, dans chaque ligne de la microplaque, est
déposé 100 ul du bouillon nutritif BHIB.

Ensuit, 200 pl de I’extrait brut a tester sont introduits dans le premier puits. Apres
avoir bien mélangé le contenu du premier puits ,100 ul est prélevé, puis déposé dans le

Zéme

puits, et ainsi de suite jusqu’au 11°M

puits ou 100 pl restants sont éliminés. Par
conséquent, nous obtenons une dilution % entre chaque puits .le dernier puits représentent le

témoin négatifs : le puits n°12 contient uniquement le bouillon nutritif.

Enfin, 100 pl de I’inoculum (1*10° UFC/ml) est ajouté dans chaque puits. Les

microplagues sont scellées et incubées a 37 °C pendant 24h.

Figure 15 : Microplaque de la CMI de souches pathogenes testées
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I11.1. Rendement d’extraction d’Asplénium ceterach

Le rendement de I’extraction se calcule par le rapport entre la masse de Polyphénols
extraits et la masse de la matiere premiére végetale traitée.

Apres extraction et récupération d’extrait, leur rendement a été déterminé par rapport a
100 g de matiére végétale exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

Rdt (%) = P2 — P1/ P3 x 100

P1 =51,96g (poids du ballon aprés évaporation.)
P2 =50,37g (poids du ballon avant évaporation)
P3 =20g ( poids de la matiére végétale de départ).

Donc le rendement de 1’extraction est égale 8% rapport a 100 g de matiére végétale. (Figure
16)

Le rendement d'extraction

Figure 16 : Rendement d’extraction de I’Asplénium ceterach

Le calcul de la teneur de rendement d’extraction repose sur plusieurs facteurs a savoir

température d’extraction, de la matiére végétale initiale et I’humidité (Wattiaux,1994).

Selon Michel et al. (2012), le rendement des extractions dépend de la nature du
solvant utilisé et des proprietés chimiques des molécules a extraire. De méme, la méethode
d’extraction (macération, décoction, infusion) joue également un rdle important dans la

détermination du rendement ainsi que la composition chimique de D’extrait préparé
(Tefiani,2015)
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111.2. Taux de polyphénol et de flavonoide totaux
111.2.1 Taux de Polyphénols totaux

La teneur en Polyphénols totaux dans I’extrait est déterminée a partir des équations de
la régression linéaire de courbe d’étalonnage de I’acide gallique exprimées en ug.Eq acide

gallique par mg d’extrait (Figure 17)

Ab

y = 0,0049x+ 0,0373
RZ = 0,998
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Figure 17 : Courbe étalon de I’acide gallique.

La méthode de dosage par la méthode au Folin-Ciocalteu 2% est largement utilisée
pour la quantification globale des composés phénoliques. Cette méthode se base sur la

réaction d’oxydoréduction entre les groupements hydroxyles des composés phénoliques et les

acides phosphotungstique et molybdique du réactif de Folin-Ciocalteu. La réduction de ce

dernier provoque le changement de sa couleur du jaune-verdatre au bleu.

En effet, le réactif peut réagir avec des protéines, des sucres, 1’acide ascorbique et des
composés soufrés, ce qui peut influencer les résultats obtenus (Singleton et Rossi, 1965). En
ce qui concerne notre étude, I’analyse des composés phénoliques montre que la teneur en

Polypheénols enregistrée dans cette étude est de 167,9 ng. EQAG/mg par mg d’extrait.

Des éetudes récentes ont montré que les teneurs en composés phénoliques et surtout le
Polyphénol, changent de fagcon considérable d’une espéce a une autre et a I’intérieur de la

méme espece, a cause des facteurs extrinséques (température, climat...), génétiques (la variété
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et I’origine d’especes), physiologiques (le degré de maturation des algues, les organes utilisés)
et de la durée de stockage (Maisuthisakul et al., 2007; Ksouri et al., 2009).
111.2.2. Taux de Flavonoide totaux

Equations de la régression linéaire de courbe d’étalonnage exprimées en pg.Eq/mg
Quercétine par mg d’extrait (Figure 18).
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Figure 18 : Courbe étalon de Quercétine.

La teneur en flavonoide est déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage a la
Quercetine. La teneur en flavonoides enregistrée dans cette étude est de 57,07 pg.EQ/mg

extrait.

Tableau 03 : Teneurs en Phénols totaux, et en flavonoides de 1’extrait brut d’Asplénium

ceterach

Phénols totaux (pg Flavonoides
EA/mg extrait) (ng EQ/mg _extrait)
Extrait 167,9 57,07
Brut

D’aprés ces résultats nous constatons que d’Asplénium ceterach est riche en phénols totaux

(167,9 ng.EA/mg extrait) par rapport les flavonoides totaux (57,07 pg.EQ/mg extrait).

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car 1’utilisation de
différentes méthodes d’extraction, réduit les possibilités de comparaison entre les études

(Ksouri et al., 2009).
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De ce fait le méthanol reste le meilleur solvant pour extraire ces composés, cette affinité est

appuyée par plusieurs travaux (Abdille et al., 2005).
111.3. Evaluation du pouvoir antioxydant (Test de DPPH)

L'activité antioxydant de I’extrait d’Asplénium ceterach est évaluée par le test de réduction
du radicale libre DPPH. Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical
de couleur violacée qui absorbe dans I’UV- visible a la langueur d’onde de 517nm, suivie par
spectrophotométrie. Il fut I'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier 1’activité

antioxydant des composés phénolique.

Dans ce test, le substrat est un radical libre qui, en réagissant avec une molécule antioxydant,
se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son absorbance
caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieu
éthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est

treés utilisé, car il est rapide et facile, Malgré qu’elle soit couteuse.

L’étude quantitative d’acide ascorbique de I’Asplénium ceterach, est réalisée par des dosages
spectrophotométrique. La teneur en vitamine C est exprimé en microgramme d’équivalent

I’acide ascorbique par ml d’extrait (Figure 19).

120 -

y = 16,068In(x)+ 61,394
R2=0,7783

100
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Figure 19 : Effet anti-radicalaire d’extrait d’Asplénium ceterach sur la réduction du
DPPH effet de 1’acide ascorbique
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II1.3.1.Calcul des pourcentages d’inhibitions 1%0

Les résultats du pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par I’extrait méthanolique de

I’Asplénium ceterach sont illustrés dans le Tableau 04

Nous calculons les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :
1%=((Ac-At)/Ac)*100

Ac: Absorbance du contrdle néegatif.

At : Absorbance de I’extrait.

Tableau04 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par 1’acide ascorbique et I’extrait

Concentrations 50 25 12,5 6,25 3,12
d’extrait (ng/ml)

% d’inhibition de 99,7 99,03 98 97,2 96,8

I’acide ascorbique

% d’inhibition de 97,9 97,6 96 88,8 79,8

I’extrait

111.3.2 Evaluation de I’IC50

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est définie comme étant la
concentration de I’extrait qui permet de réduit le pourcentage d’inhibition du DPPH a
50% et il est inversement proportionnel a la capacité antioxydant En utilisant

I’équation de régression y = 16,016 In(x) + 61,394

50=16,016 In(x) + 61,394 == 1C50= x=492 ng /mi

L'IC50 est déterminée a partir d’'une courbe de pourcentage d’inhibition du radical

libre DPPH enregistrée dans cette étude est 492 pg /ml .
I11.4. Pourvoir de I’activité antimicrobienne de /’Asplénium ceterach :

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobienne d’extrait brut de I’Asplénium
ceterach par la méthode de diffusion en puits AWDT (Barefoot et Klaenhammer, 1983) sur
un milieu gélosé solide, Mueller-Hinton, c'est le milieu le plus utilisé pour faire ces tests

d'antagonisme.
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L'activité antimicrobienne de I’Asplénium ceterach a été estimée en terme de diamétre
de la zone d'inhibition autour des puits contenant I'extrait brut a tester vis-a-vis de 7
microorganismes testés qui proviennent de la collection du laboratoire LMBAFS, dont deux
bactéries Gram positif (+) : B. cereus ATCC10876 et S.aureus ATCC 33862, et quatre
bactéries Gram négatif (-) P.aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, P. mirabilis
ATCC 35659 et K. pneumoniae ATCC 13883 ainsi une levure C. albicans ATCC 10231.

111 .4.1.resultat Méthode de diffusion en puits AWDT

C’est la technique de base utilis¢ pour étudier la capacité substance a exercer un effet
antimicrobien. D’aprés Les résultats obtenus, on remarque que les propriétés
antimicrobiennes dans ce test ont montré que I'extrait brut de ’Asplénium ceterach influence

totalement sur toutes les souches (Figure 20).

Candida albucans ATCC10231 Escherichia coli ATCC25922 Bacillus cereus ATCC10876

Staphylococcus aureus Pseudomonas aerugenosa Kilebsiella pneumoniae
ATCC33862 ATCC 27853 ATCC 13883

Proteus mirabilis ATCC35659

Figure 20: Pouvoir antibactérien d’extrait brut de I’Asplénium ceterach par la méthode de

diffusion en puits vis-a-vis des souches testées.

e
36
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L’extrait brut de I’Asplénium ceterach a montrée des diamétres d’inhibition compris
entre 40 mm a 25 mm vis a vis toutes les souches. Ainsi qu’il possede une
activité inhibitrice importante vis a vis la souche Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853, qui
obtenu le diamétre d’inhibition 40 mm, cette inhibition est respectivement avec les souches
pathogenes. Proteus mirabilis ATCC 35659 a enregistré un diametre d’inhibition de l'ordre de
35 mm, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 qui obtenu le diameétre d’inhibition 33
mm, Staphylococcus aureus ATCC 33862 a marque a son tour un diametre de I'ordre de 31
mm, Escherichia coli ATCC 25922 qui obtenu le diamétre d’inhibition 30mm, Bacillus cereus
ATCC 10876 et Candida albucans ATCC 10231 qui sont obtenu le diamétre d’inhibition
25mm (Figure 21)

Diametre de la zone d’inhibition

T T T T 1
Pseudomonas Proteus Klebsiella StaphylococcusEscherichiacoli  Candida Bacillus cereus
aerugenosa mirabilis ATCC pneumoniae aureus ATCC ATCC 25922 albucans ATCC ATCC 10876
ATCC 27853 35659 ATCC 13883 33862 10231

Figure 21: diameétre des zones d’inhibition (en mm) en présence d’extrait brut d’Asplénium

ceterach vis-a-vis des souches testées.
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111.4.2. Résultat de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI pour une souche pathogéne donnée, représente la plus faible concentration
d’extrait de [I’Asplénium ceterach brut qui inhibe toute croissance visible apres 24h
d’incubation. La CMI permet de définir la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes

Vis-a-vis d’un inhibiteur donné.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI en mg/ul d’extrait brutu%m) des

différentes souches pathogenes testées dans ce travail sont respectivement variables, selon la

souche, de 25 mg/ul a 0,39 mg/pul. les résultats obtenues sont représentées dans le tableau 05 ci-

dessous :

La souche | CIM
Souches fongique

Candida albucans ATCC 10231 | 25mg/ul
Souche bactériennes gram positif

Bacillus cereus ATCC 10876 25 mg/ul
Staphylococcus aureus ATCC 33862 3,125 mg/ul
Souche bactériennes gram négative
Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 0,39 mg/ul
Escherichia coli ATCC 25922 3,125 mg/ul
Proteus mirabilis ATCC 35659 1,56 mg/pl

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 1,56 mg/ul
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CONCLUSION
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Leur utilisation est en progression constante, étant donné
la toxicité et les effets secondaires indésirables des molécules de synthése. Dans ce contexte,

on s’est intéressé a étudie les activités antioxydants et antimicrobiennes d’asplenium ceterach

Asplénium ceterach egalement connu sous le noms de «Herbe dorée », est I’une des
plantes medicinales les plus populaires. appartenant a la famille des Aspleniaceae, est trés
répandue dans le nord algérien. Utilisées depuis longtemps dans la pharmacopée traditionnelle
de notre région. ont été rapportées comme son usage contre les calculs rénaux , les troubles
intestinaux, les troubles de la prostate et gastro-intestinaux .

L’objectif de cette presente étude la valorisation de la plante Asplénium ceterach Par une
estimer de la teneur des composés phénoliques et flavonoides, ensuite d’évaluer de la

pouvoir antioxydant et 1’activité antimicrobienne de 1’ extraits phénoliques de cette plante.

Dans cette étude les résultats d’extraction de la matiére végétale obtenus montrent que
I’extrait brut de I’Asplénium ceterach est récupéré avec un rendement de 8%o. La teneur en
polyphenols totaux pour les extraits de I’asplenium ceterach a été estimee par la methode

colorimetrique de folin ciocalteau , les resultats obtenus indiquent que ’extrait est riche en

polyphénols totaux de teneur 167,9 pg.EA/mg d’extrait) et qui est responsable a des effets

antioxydants important sur le DPPH. En paralléle la teneur en flavonoides a été estimee par la
methode colorimetrique au trichlorure daluminium (AICl3) 2%.le totaux de teneur 57,07
ng.EQ/mg d’extrait.

L’évaluation de I’effet antibactérien montre que toutes les souches bactériennes testées
sont sensibles a I’extrait d’Asplénium ceterach. La zone d’inhibition la plus importante est
obtenue par la souche bactérienne Pseudomonas aerugenosa a 1’égard de toutes les souches
testées avec un diamétre de 40mm.

La méthode d’extraction joue un role important dans la détermination du rendement
ainsi que la composition chimique de I’extraits préparés .Le rendement d'extrait dépend de la
nature du solvant utilisé et des propriétés chimiques des molécules a extraire.

Les résultats obtenus in vitro ne conforme qu’une étape initiale dans la recherche de
substances d'origine naturelle biologiqguement active, nous souhaiterons une étude in vivo, a
travers laquelle, nous garantissons une vision plus approfondie sur les activités biologique des

extraits de cette plante.
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