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Introduction

Introduction

Depuis plusieurs années, ’homme est habitu¢ a utiliser les plantes pour leurs propriétés
médicinales et nutritives, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes ont
I’aptitude de synthétiser de nombreux composés appelés métabolites secondaires, elles
constituent donc un immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique,
possédant un large éventail d’activités biologiques. Ainsi, 1'évaluation de ces activités
demeure une tache trés intéressante qui peut faire l'intérét de nombreuses études (Jaccot et

Campillo, 2003).

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
néfastes dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces réactives oxygénées
(ERO) (Haleng et al., 2007). Dans certaines situations, la production des Espéces Réactives
oxygénées (ERO) augmente fortement, entrainant un stress oxydatif qui est défini d'une
maniére concluante pour étre associé au vieillissement et aux maladies relatives a 1'age, y

compris les maladies inflammatoires, le cancer, le diabéte et bien encore.

Dans le méme sens, le traitement par les antibiotiques des infections est associé¢ a
plusieurs effets indésirables tels que 1’émergence d’especes bactériennes résistantes ainsi que
les inconvénients associés au traitement avec les antibiotiques comme I’exposition aux
infections nosocomiales (Song, 2010). Par ailleurs, les plantes médicinales possédent
¢galement un atout considérable et jouissent d'une popularit¢ grace a la découverte

progressive de leurs propriétés médicinales antibactériennes.

Parmi les plantes les plus répandues dans le Sahara algérien 1’espéce Ephedra alata est
connue pour son usage en médecine traditionnelle, cependant elle reste peu étudi¢e dans la

littérature sur le plan local.

Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude est I’évaluation de I’activité antioxydant et
I’activité antibactérienne des quelques extraits et des alcaloides de la plante Ephedra alata

afin de déterminer la teneur en métabolites secondaires.

Notre recherche sera structurée en deux grandes parties dont la premiére, est consacrée a
une synthése bibliographique contenant des généralités sur la plante, sa composition
phytochimiques et les activités antioxydant et antibactérienne. La deuxieéme partie illustre le

matériel et les méthodes utilisés dans les différentes étapes de notre travail expérimental :



Introduction

Nous avons entamé cette partie par la préparation des extraits de la plante, ensuite une
analyse phytochimiques préliminaires de la plante a été réalisée, dans une troisieme étape
étant le dosage de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux et pour finir 1’évaluation
des activités biologiques tels que 1’activité antioxydant et antibactérienne. Finalement on

expose nos résultats obtenus avec discussion.
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Chapitre 1 Ephedra alata alenda

1.1. Famille des Ephedraceae

La famille des Ephedraceae représentée par le seul genre Ephedra inclue environ 40
especes dans le monde (Evans, 2009). Les especes de ce genre peuvent pousser dans des
conditions semi-arides et désertiques, ce qui rend les six continents appropriés pour la
croissance de ce genre. Ce dernier se développe habituellement dans des sols sableux, des
pentes séches et des cotés secs de montagnes (Limberger et al., 2013) et qui poussent surtout
dans la Chine, 1'Inde, I'Egypte, le Moyen-Orient, en Europe et dans les Amériques (Hegazi et
El-Lamey, 2011).

1.2. Ephedra alata alenda
1.2.1. Position systématique
La systématique d’Ephedra alata, est donnée dans le tableau 1.

Tableau 1. Classification d’Ephedra alata alenda selon (Ozenda, 1991).

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Gymnospermes
Classe Gnetopsida
Ordre Ephedrales
Famille Ephedraceae
Genre Ephedra
Espéce Ephedra alata
Sous espece Ephedra alata alenda

1.2.2. Nom vernaculaire d’Ephedra alata alenda
En arabe : s2il=ll | en frangais : Ephédre et Ephedra en anglais.

1.2.3. Description botanique
Cette espéce, qui est réputée pour sa tolérance élevée a la carence en eau dans les

régions sahariennes, est un arbuste de 1 a 3 metres de haut, avec rameaux articulés et trés

3



Chapitre 1 Ephedra alata alenda

ramifiés d'une couleur vert-jaunatre, portant au niveau des noeuds de petites feuilles opposées,
alternant d'un nceud a l'autre. Les fleurs sont en petits cones blanchatres, dioiques (fleurs
males et femelles sur des pieds différents) et les fruits entourés de bractées largement
membraneuses. Elle présente un systéme de racines latérales extrémement puissant (Ozenda,

1991; Derbel et al., 2010), représenté dans la figure 1.

Figure 1. Représentation de I’ Ephedra alata alenda (Kebili, 2016).

1.2.4. Répartition géographique

L'espéce E. alata est une plante médicinale appartenant au genre Ephedra originaire
d'Asie, y compris 1'Arabie Saoudite (Al-Qarawi ef al., 2011). Elle est commune dans le Sahara
du Maroc a la Libye jusqu'a I'Egypte et 1'Arabie (Ozenda, 1991). En Algérie, E. alata se
trouve dans le Sahara septentrional et occidental au niveau des terrains sableux, des regs et les
lits sablonneux des oueds. Elle est méme rencontrée dans le sable de l'étage tropical et la

Hamada de Tinghert (Ozenda, 1991).
1.2.5. Propriétés et utilisation de la plante E. alata

Les espéces du genre Ephedra sont parmi les plus anciennes herbes médicinales
connues de l'humanité. Ephedra sinica est 1'espece principale qui a été utilisée en Chine
depuis plus de 5000 ans. Ephedra gerardiana a aussi été¢ utilisée dans la médecine

traditionnelle indienne depuis l'ancien temps. Méme durant le temps de I’empire Romain,

4



Chapitre 1 Ephedra alata alenda

1’Ephedra était bien connue (Abourashed et al., 2003). En Algérie, E. alata s’utilise contre la
grippe, la coqueluche et la faiblesse générale en tisane et par inhalation ainsi que sous forme
de gouttes nasales contre les thumes (Ould El Hadj et al., 2003). Elle est tres appréciée par le
dromadaire. Au Maroc, elle est utilisée pour lutter contre le diabéte. Ainsi, les tiges broyées
d’E.alata et cuites dans du beurre, seraient ingérées par les femmes du Sahara pour avorter

(Bellakhdar, 1997 ; Ould El Hadj et al., 2003 ; Ghourri et al., 2013).

D’aprés Cavaney et al. (2001) les espéces Ephedra d’Asie ont été récemment utilisées
dans la fabrication clandestine d'une drogue de rue, de la méthamphétamine (d-desoxy-
¢phédrine). En Egypte, E. alata est utilisée en médecine traditionnelle comme dépurative,
hypotensive, antiasthmatique et agent astringent (Nawwar et al., 1984). En Arabie Saoudite,
Ephedra est 1'une des plantes de parcours les plus répandues. Elle a été utilisée comme
paturage pour de nombreux animaux attirés par son arome acceptable (AL-Qarawi et al.,

2012).

Les organes utilisés dans la médecine traditionnelle sont les tiges vertes séchées, qui
sont usuellement bouillies dans de 1’eau pendant environ trente minutes et administrées

comme thé chaud (Abourashed et al., 2003).
1.2.6. Compositions phytochimiques

Les especes de 1'Ephedra sont des sources naturelles de nombreux phytoconstituants
incluant des alcaloides, des tanins, des saponines, des proanthocyanidines, des acides

phénoliques, des flavonoides et des huiles essentielles (Hegazi et El-Lamey, 2011).

Il est bien connu dans la littérature que les propriétés biologiques traditionnelles de
'Ephedra sont attribuables en grande partie aux alcaloides de type éphédrine, proto-alcaloides
dérivés de la phénylalanine (Caveney et al, 2001). Notons que 1’éphédrine et la
pseudoéphédrine sont généralement les plus abondantes, ils représentent environ 80% de la
teneur en alcaloides dans la plante séchée (Caveney et al., 2001; Soni ef al., 2004; Phinney et

al., 2005).
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2.1. Métabolites secondaires

Ils sont synthétisés par I’ensemble des végétaux et ils participent aux réactions de
défense face a différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures, symbiose) ou
abiotiques (lumiére, rayonnements UV, faible température, carences). Les polyphénols
contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleur, astringence,

ardme, amertume) (Visioli et al., 2000).
2.1.1. Polyphénols

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre

fonction : éther, ester, hétéroside (figure 2) (Bruneton, 1999).

OH

Figure 2.Structure du noyau phénol (Bruneton., 1999).

2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Tous
les flavonoides posseédent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze
atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six atomes
de carbones liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une partie d'un

troisieme cycle C (Tapas et al., 2008) (figure 3).
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Lh

Figure 3. Structure de base des flavonoides (Tapas et al., 2008).

Les principales classes des flavonoides sont : les flavonols les flavones, les flavanones,
les flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes, ils varient dans leurs caractéristiques

structurelles par la diversité fonctionnelle autour de 1’oxygénation de I’hétérocycle.
2.1.3. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est li¢ a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Da (Paris et Hurabielle, 1981). Ils peuvent exister dans divers organes: 1'écorce, les feuilles,

les fruits, les racines et les graines (Khanbabae et Ree, 2001).
2.1.4. Alcaloides

Un alcaloide est un composé organique d'origine naturelle (le plus souvent végétale),
azoté, plus ou moins basique, de distribution restreinte et doté, a faible dose de propriétés
pharmacologiques marquées. Le regroupement d'un tel ensemble est par ailleurs confirmé par
des réactions communes de précipitation avec les «réactifs généraux des alcaloides»

(Bruneton, 2009).

Les alcaloides sont généralement classés selon leurs précurseurs biogénétique communs

et la position de I'atome d'azote, en:
a). Alcaloides vrais

Les alcaloides vrais contiennent ordinairement un azote hétérocyclique dans leurs

structures qui dérivent des acides aminés.
b). Pseudo- alcaloides

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais mais ce ne sont pas des dérivés des acides aminés. Il s'agit dans la majorité

des cas connus d'isoprénoides et I'on parle alors d'alcaloides terpéniques: monoterpéniques,
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sesquiterpéniques, ou diterpéniques. Dans ce groupe on connait également des substances

issues du métabolisme de l'acétate, c'est le cas de la coniine, principe toxique de la cigué.
¢). Proto- alcaloides

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I'atome d'azote n'est pas inclut dans
un systeme hétérocyclique mais forme plutot des groupements aminés latéraux. Ils sont bio

synthétisés a partir des acides aminés (Aniszewski, 2007).
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3.1. Activité antioxydant

3.1.1. Stress oxydatif

Des molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou especes réactives de I’oxygene
(ERO) sont produites quotidiennement dans I’organisme. Ces dernieres sont cependant
controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque I’équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres. Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou
une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance

oxydant/antioxydant (Papazian et Roch, 2008 ; Poncelet et Sifer, 2011).
3.1.2. Radical libre

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs
¢lectrons célibataires (€lectron non apparié¢ sur une orbitale). Cela lui confére une grande
réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en

oxydant un autre composé (Goudabl et Favier, 1997).
3.1.3. Les antioxydants

Pour contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel a des systémes
de défense appelés antioxydants. Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la
capacit¢ de retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible
(Halliwell et Gutteridge, 2007). Ainsi, les antioxydants servent a contréler le niveau des
especes réactives pour minimiser le dommage oxydatif (Tang et Halliwell, 2010). Les

antioxydants se divisent en deux grandes catégories :
a). Antioxydant enzymatiques
Les superoxyde dismutases (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX).
b). Antioxydants non-enzymatiques

Acide ascorbique (Vitamine C), tocophérols (Vitamine E), caroténoides, les

polyphénols naturels comme antioxydants.
3.2. Activité antibactérienne

Les infections microbiennes ont été la principale cause de maladies tout au long de

I'histoire de 1'humanité. Avec l'introduction des antibiotiques, on pensait que ce probléme



devait disparaitre. Alors que l'utilisation répandue et parfois inappropriée de ces agents, ainsi
que leur utilisation extensive comme activateurs de croissance dans l'alimentation animale ont
poussé les bactéries a développer des mécanismes de résistance leur permettant de survivre
avec succes au cours des 50 dernieres années en face d'un assaut continu d’antimicrobiens

(Davies, 1994; Lowy, 2003 ; Dzidic et al., 2008).
3.2.1. Antibiotique d’origine végétal

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 multi résistantes 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, sous forme de métabolites secondaires (Billing et Sherman,
1998). Les antimicrobiens d'origine végétale sont efficaces dans le traitement des maladies
infectieuses, tout en atténuant ou en évitant un grand nombre d'effets secondaires qui sont

souvent associés aux agents synthétiques (Arshad et al., 2010).
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4.1. Matériel

4.1.1. Appareillages

Les réactifs et ’appareillage sont présentés dans 1’annexe 1.
4.1.2. Matériel végétal

La plante E. alata, a été récoltée durant le mois de février 2019, dans la wilaya de Oued
Souf, Algérie. L’identification botanique de la plante a été effectuée par Mme attaché de

recherche au niveau du centre C.R.S.T.R.A (Biskra).

La partie qui a été utilisée est la partie aérienne des plantes composées de rameaux et de
feuilles. Le matériel végétal a été séché a température ambiante, a I’obscurité et a I’abri de

I’humidité. Apres séchage, la plante est broyée et stockée soigneusement.
4.1.3. Matériel biologique

Pour étudié I’activité antimicrobienne de la plante, nous avons donc décidé de tester 'activité
de différents extraits d’E. alata sur deux souches a GRAM négatif et une souche a GRAM
positif. Les souches utilisées sont des souches de références, il s’agit de : Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 5923) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27852).

4.2. Méthodes
4.2.1. Préparation des extraits

Cette méthode d’extraction a été effectué¢ selon le protocole décrit par Bekheet et al.,

(2011) avec une légere modification.

Dans une premicre étape 1’extraction se fait avec le méthanol a 75%, 40g de la plante
broyée a été soumise a une macération avec 400 ml de méthanol a température ambiante et

sous agitation pendant 72 heures, apres 72 heures I’extrait récupéré est filtré.

Dans une seconde étape, le macérat récupérer de la premiere extraction a ét€¢ soumis a
une seconde macération avec 400ml de méthanol a 75% avec les méme conditions, pendant

72 heures, le mélange et par la suite filtré.

Le filtrat récupéré subi une décantation (délipidation), un volume d’hexane (V/V) a été
ajouter au filtrat, I’opération a été répéter trois fois jusqu'a épuisement total. Les deux phases

(organique : extrait hexane et aqueuse : extrait méthanolique) récupérés sont évaporé dans une
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rota vapeur (évaporateur rotatif) a 40°C, D’extrait est placé dans 1’étuve a 37°C jusqu’a

séchage.
4.2.2. Extraction des alcaloides

Les alcaloides se trouvent le plus souvent sous forme des sels d’acide minéraux ou
organique. Leur mode d’extraction est trés variable selon la nature de I’alcaloide mais on
trouve typiquement deux méthodes d’extraction par un solvant apolaire en milieu alcalin ou
par un solvant polaire en milieu acide. Dans notre é¢tude nous avons suivie la méthode décrite

dans la figure 4, par Harbonne (1980) :

13



Chapitre 4 Matériel et méthodes

25 g de la poudre (matiere végétale)

250 ml (76 ml de HCI &
2% + 174 ml d’acétate
d’éthyle) Macération pendant 24h
Filtration

Ammoniac NH,OH (10%) V/V

Solution extractive (alcaloides +
impuretes)

Phase organique (HCI + Phase aqueuse (NH4OH)
AE)

200 ml d’Acétate d’éthyle
(répéter trois fois)

Phase organique

Déshydratation (Rota vapeur)

Alcaloides totaux

Figure 4. Protocole d'extraction des alcaloides totaux (Harbonne, 1980).
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Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il

est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.

Les rendements des extractions (méthanolique, hexane, acétate d’éthyle) sont calculés

suivants la formule ci-dessous (Boubekri, 2014).

R% = Me / Mé + 100

R% : rendement en pourcentage.

Me : masse de I’extrait sec en gramme.
M¢ : masse de 1’échantillon en gramme.
4.2.3. Screening phytochimiques

La partie aérienne d'E. alata réduites en poudre a subi différents tests chimiques afin de
mettre en ¢évidence la présence ou l'absence des principales familles de métabolites

secondaires.
4.2.3.1. Caractérisation des alcaloides

Dans un tube a essai, 3 ml d'extrait, auquel a été¢ ajoute 1 goutte d'HCI concentré, et

puis 2 gouttes de réactif de Dragendorft.

La présence des alcaloides est révélée par l'apparition de précipité orangé avec le

réactif de Dragendorff (Koffi ez al., 2009).
4.2.3.2. Caractérisation des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) permet de caractériser les polyphénols. A 2 ml
de l'extrait, une goutte de solution aqueuse de chlorure ferrique a 5% est ajoutée. L’apparition
d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée, indique la présence de

polyphénols. (Koffi et al., 2009).
4.2.3.3. Caractérisation des tanins

La présence de tanins est démontrée en ajoutant & 1 ml de chaque extrait 1 ml d'eau et 1
a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée a 1%. L'apparition d'une couleur vert foncé ou bleu-
vert indique la présence de tanins. L'apparition d'une couleur vert foncé indique la présence de

tannins catéchiques. L’apparition d’une couleur vert foncé indique la présence de tanins
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catéchiques. L’apparition d’une couleur bleu-vert indique la présence de tanins galliques

(Boufellous et al., 2017).
4.2.3.4. Caractérisation des flavonoides

La présence de flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par un test simple
et rapide appelé « réaction de Shinoda » (Lock et al., 2006). Le test consiste a ajouter a 2ml
de I’extrait, quelques gouttes d’HCI concentré (2N) et environ 0,5g de magnésium métallique.

Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur (Malec et Pamelio, 2003).
4.2.3.5. Caractérisation des stéroides

A 2 ml des différents extraits, 2ml d’anhydre acétique et 0,5ml d’acide sulfurique sont
ajoutées. L’apparition d’une couleur violette, bleu puis verte indique leurs présences

(Bruneton, 1999).

4.3.4. Dosage des métabolites secondaires

4.3.4.1. Dosage des polyphénols totaux
e Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin

Ciocalteu selon la méthode décrite par Singleton et Rossi (1965).

Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et
d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif
Folin Ciocalteu en un complexe ayant la couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de
molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques

oxydés.
L’absorption est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans les extraits
végétaux (Charpentier et Boizot, 2006).

e Mode opératoire

Dans un tube a essai mélanger 100 pl d’extrais avec 500 ul du réactif de Folin Ciocalteu
a 10 % (v/v) le mélange est incubée pendant 4 minutes, 400 pl de NaCO3 (carbonate de
sodium) a 7.5 % (v/v) est ajouté puis le mélange est soumis a une autre incubation pendant 2h

a I’obscurité la lecture se fait dans la longueur d’onde 765 nm.

Le blanc du test contient 100 ul d’éthanol 500 pl de Folin Ciocalteu et 400 ul de

NaCO3. Pour chaque extrait, le test est réalisé en triplicata.
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e Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le

méthanol.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en acide gallique par un

milligramme d’extraits sec (ug EAG/mg d’extrait).
4.3.4.2. Dosage des flavonoides totaux
e Principe

La teneur en flavonoides dans les extraits a été déterminée par spectrophotométrie selon
Lamaison et Carnat (Quettier-Deleu et al., 2000), en utilisant une méthode basée sur la
formation d'un complexe flavonoide-aluminium, aprés décomposition du chlorure
d’aluminium, ayant le maximum d'absorption a 430 nm. La quercétine a été utilisée pour

établir la courbe d'étalonnage.
e Mode opératoire

1 ml d'échantillon dilué a ét¢ mélangé séparément avec 1 ml de solution méthanolique
de chlorure d'aluminium a 2%. Apres une incubation a la température ambiante pendant 15
minutes, l'absorbance du mélange réactionnel a ¢été mesurée a 430 nm avec un
spectrophotometre et la teneur en flavonoides a été exprimée en pg par g d'équivalent en

quercétine.
e Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations de la quercétine dans le

méthanol.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent en quercétine par un

milligramme d’extraits sec (ug EQ/mg d’extrait).
4.3.5. Evaluation de I’activité antioxydant

4.3.5.1. Test anti radicalaire (DPPH)

e Principe
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Le 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable ou accepteur
d’hydrogene de couleur violet intense (Cavar et al., 2009). Ce radical perd sa coloration
native quand il se lie avec des substances anti oxydantes, qui lui transfeérent des électrons ou
des protons. La forme réduite du DPPH confére a la solution une couleur jaune (Gadow et al.,
1997). Le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration découle, de la nature, de
la concentration et de la puissance des principes actifs présents (Kroyer, 2003 ; Es-Safi et al.,

2007). La réaction peut se résumer de la facon suivante (figure 5) :

donneur & hydrogéne (AH), qui aboutit 4 la formation d'une forme non-radicalaire. le DPPH-

H
;""""'""""’.‘..:'-_1
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Figure 5. Mécanisme réactionnel intervenant lors du DPPH entre I'espéce radicalaire DPPH
et un antioxydant (Kebili, 2016).

e Mode opératoire
L’activité anti-radicalaire des différents extraits a été testée par la méthode du radical
libre DPPH selon Blois (1958). Pour chaque extrait et pour chaque concentration, 200 ul
d'extrait préparé dans I’éthanol est additionné a 800 pl de solution DPPH préparée a 6 mg

dans 100 ml d’éthanol. L’absorbance est mesurée au spectrophotometre apreés 30min a la

longueur d’onde de 515 nm. Pour chaque extrait, le test est réalis¢ en triplicata.

Pour le blanc, I’extrait est remplacé par 1’éthanol.
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e Expression des résultats

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour Butyl
hydroxy toluéne (BHT), Butyl hydroxy anisol (BHA) et o-Tocophérol pris comme

antioxydants standards.

Le pourcentage d'inhibition du DPPH est déterminé par la formule suivante :

Ac — At
X 100

Pourcentaged inhibition% =

Ac: Absorbance control
At: Absorbance test

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant des extraits, introduit le paramétre 1Csg

est introduit.

L’indice ICsy montre les concentrations de 1’antioxydant qui sont nécessaires pour faire
décroitre la concentration initiale du DPPHe avec 50%. La capacité antioxydante d'un

composé¢ est d'autant plus élevée que son ICs est petite (Popovici et al., 2009).

Les résultats sont exprimés en pg/ml et les écart-types ont été calculés a partir de trois

séries d’expériences.

4.3.5.2. Test de pouvoir réducteur (FRAP)

e Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir anti-radicalaire. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe®™) présent dans le complexe K3Fe(CN)g en fer ferreux (Fe?"). En effet le Fe** participe 4 la

formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.
e Mode opératoire

225 pl d’extrais de différentes concentration sont mélanger a 225 ul de tampon
phosphate (pH = 6,6), par la suite I’ajout de 225 pl de Ks;Fe avec agitation, le tout incuber au
bain marie a 50°C pendant 20 min. Aprés 20 min 225 pl de TCA (10%) a été immeédiatement
ajouter et directement centrifuger pendant 10 min a 3000 TPM. Un volume (375 pl) a été
prélevé du surnagent au quel est ajouter 375 pl d’eau distillé et 75 pl de FeCLs. La lecture des
Absorbances est réalisée a 700 nm. Contre un blanc ou I’extrait est remplacé par le méthanol

(Oyaizu, 1986 ; Hubert, 2006).
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e Expression des résultats

L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés (Singelton et Rossi, 1995). Pour chaque concentration, une absorbance est

mesurée et les résultats sont représentés sous forme de graphique.

Les résultats sont obtenus en pg/mg d’extrait sec par extrapolation sur la courbe

d’étalonnage de 1’acide ascorbique et a-Tocophérol comme standards.
4.3.7. Test de I’activité antibactérienne
e Principe

Afin d’évaluer I’activité antibactérienne des extraits de la plante, nous avons utilisé la

méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé (aromatogramme).
e Mode opératoire

Les souches microbiennes a tester ont €té cultivées dans des boites de pétri contenant de
la gélose nutritive. Apreés 18h d’incubation a 37°C, des suspensions microbiennes d’une
densité optique de 0.5 McFarland ont été préparées, pour chaque microorganisme, dans 5 ml
d’eau physiologique stérile, ce qui est traduit par une absorbance comprise entre 0.08 et 0.1 a
625 nm (Rahal, 2005). Un prélévement a partir de cet inoculum sert a ensemencer de
nouvelles boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton par la technique
d’écouvillonnage. Des disques Wattman stérile de 6 mm de diamétre sont chargés avec 10 ul
des différents extraits puis placés sur les boites. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C
pendant 24h. L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diamétre de la zone

d’inhibition autour des disques (Kada, 2018).

Des disques imprégnés de DMSO sont utilisés comme témoins négatifs et d’autres
imprégnés d’antibiotiques (Ampicilline, Amoxicilline/acide clavulanique) qui sont utilisées

comme témoins positif. Toutes les déterminations sont faites en triplicata.
e Expression des résultats

L’absence de croissance bactérienne se traduit par un halo translucide autour du disque
dont le diamétre est mesuré et exprimé en millimetre a laide un pied a coulisse ou une régle

Les écart-types ont été calculés a partir de trois séries  d'expériences.
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5.1. Rendement d’extraction

Les rendements et les différents aspects des extraits sont rapportés dans le tableau

suivant :

Tableau 2. Aspect, couleur et rendement de différents extraits d’Ephedra alata alenda.

Mode d'extraction Aspect Couleur Rendement %
EMet Poudreux Brune 20.35%
EHex Pateux Vert 0.5%
EAlcT Pateux Noir 3.6%
EAlcaq Pateux Marron foncé 9.84%
EMet : Extrait méthanolique EAICT : extrait des alcaloides totaux
EHex : Extrait de I’hexane EAlcaq : extrait des alcaloides phase aqueuse

Apres analyse des différents extraits d’E. alata, on note que ’EMet (20,35 %) a un
rendement plus élevé que les trois autres extraits, suivi de I’EAlcaq avec un rendement de

9,84%, ensuite vient EAlcT égale a 3,6% et enfin I’EHex avec un pourcentage de 0,5%.

D’une maniere générale, le rendement d’extraction varie en fonction de I’espeéce
végétale, 1’organe utilisé dans 1’extraction, les conditions de séchage, la richesse de chaque
espece en métabolites et dépend aussi du type de solvant utilisé, de sa polarité¢ et de la
solubilité¢ des composés phénoliques dans les solvants d’extraction (Daoudi et al. 2015) ; La
région et la période de la récolte sont aussi des facteurs déterminants du rendement (Keskes et

al., 2014).

Les résultats trouvés dans notre travail pour I’EMet et I’EAICT, sont supérieur a ceux
qui ont été mentionnés dans le travail de Kebili (2016), qui a obtenu un rendement de 1’extrait

brut méthanolique égale a 16,21 % et 0,96 % pour I’extrait des alcaloides totaux.
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5.2. Screening phytochimique
Les résultats des tests phytochimiques pour les extraits sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3. Mise en évidence de la présence ou absence de certaines familles de métabolites
secondaires d'E. alata

Extraits Extrait Méthanolique Extrait de I’hexane
Métabolites
Alcaloides ++ ++
Phénols ++ -
Flavonoides ++ +
Tanins ++ -
Stéroides ++ +

Réaction fortement positive: ++ ; Réaction positive : + ; Réaction négative : -

Le test phytochimique d’E. alata réalisés a montré la présence d’alcaloides, de
flavonoides et de stéroides pour ’EMet et ’EHex. Cependant il y a une différence de
I’intensité, on remarque une intensit¢ importante pour les phénols et les stéroides pour

I’extrait méthanolique par rapport a I’EHex.

Par ailleurs, pour I’EMet on constate une présence des phénols et des tanins, mais une

absence pour I’EHex.

Ces résultats sont comparés avec 1’é¢tude de Kebili, 2006 sur E. alata de la région
d’Ouargla qui marque la présence des alcaloides, des phénols, flavonoides et tanins

catéchiques.
5.3. Résultats du dosage des métabolites secondaire
5.3.1. Polyphénols et flavonoides totaux

L’estimation de la teneur en polyphénols se fait selon la méthode de Singleton et Rossi
(1965) par I'utilisation de Réactif de Folin-Ciocalteu. Ainsi, la teneur en flavonoides dans les
extraits a été déterminée par spectrophotométrie selon Lamaison et Carnat (Quettier-Deleu et

al., 2000). La quantité des polyphénols totaux dans les extraits est exprimée en microgramme
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¢quivalant d'acide gallique par un mg d’extrait sec et la quantité¢ des flavonoides totaux est

exprimée en microgramme équivalent de quercétine par un mg d’extrait sec.

Les essais ont été réalisés en triple et les teneurs des composées phénoliques et des
flavonoides totaux ont été estimées grace a des droites d'étalonnages a des concentrations (25-
200 pg/ml), l'acide gallique comme standard pour le dosage des polyphénols qui suit une
équation de type: Y= 0,003x + 0,104, sachant que le coefficient de corrélation est de
R*=0,997.

Et avec une substance de référence, la quercétine pour le dosage des flavonoides qui suit
une équation de type : Y= 0,004, sachant que le coefficient de corrélation est de R*=0,997

(voir annexe 2). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 4.
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Figure 6. Teneur des extraits en polyphénols et flavonoides totaux en pg/mg d’extrait

sec d’E. alata.

Les résultats de la figure 4 ont montré que, ’EHex est plus riche en polyphénols totaux

(67,07 £8,6 ng EAG/mg) par rapport a ’EMet qui est de 60,36+7,60ug EAG/mg.
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La différence entre la teneur en polyphénols des deux extraits s'explique par la
différence en solubilité de ces composés dans les solvants extracteurs choisis (Macheix ef al.,
2005). Elle peut aussi varier en fonction de la saison de culture et de récolte, la localisation
géographique, les conditions climatiques et environnementales, la maturité de la plante et la
durée de conservation, ainsi que les méthodes d’extraction et des dosages différents (Bentabar

etal., 2012).

D’aprés nos résultats on a remarqué que les molécules de polyphénols sont plus

solubles dans ’EHex par rapport a I’EMet.

En comparant les résultats de I’espece E. alata, ’EMet posséde une teneur en
polyphénols totaux trés faible a celles étudié par Kebili, (2016), qui ont montré que la teneur
en composés phénoliques totaux d’Ephedra alata alenda est de 291.45+4.37ug d'équivalents

d’acide galliques par milligramme d'extrait séché.

Pour les résultats de la teneur en flavonoides, on remarque que I’EHex est plus élevé en
flavonoides totaux et contient une teneur de32, 9 £8.66 ng EQ/mg d’extrait sec par rapport a

I’EM et qui est de 21,72+7.60 pg EQ/mg.

La plante E. alata présente une teneur nettement supérieure en flavonoides dans ’EMet
¢gale a 21,72+7.60png EQ/mg comparé au résultat de Kebili, (2016) qui a obtenue 11.29+0.12.
png EQ/mg pour I’extrait méthanolique.

Le facteur principal influengant sur la solubilité¢ des flavonoides est leurs capacités a
former des liaisons hydrogenes avec le solvant. Les flavonoides sont des substance moins
soluble dans I’eau et dans des solvants trés apolaires, mais soluble dans les solvant polaire

(alcools) (Calias et al., 1996).

Certains paramétres pendant la croissance de la plante telles que: la salinité, la
sécheresse et 1I’exposition solaire qui agissent sur la biosynthése des métabolites secondaires,

peuvent également étre la cause (Ghedadba ef al., 2014).
5.4. Activité antioxydant

5.4.1. Résultats du test anti radicalaire (DPPH)

L'évaluation de l'activité anti-radicalaire de nos extraits via le test DPPH, a conduit aux

résultats illustrés par les figures 5 et 6.
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Figure 7. Pourcentage de ’activité anti-radicalaire de I’EMet de la plante et des
standards

D’apres ces résultats, on constate que le pourcentage d’inhibition du radical libre

augmente avec I’augmentation de la concentration.

L’EMet d’E.alata a enregistré un pourcentage d’inhibition de 84,77+4,30 a une
concentration de 125 pg/ml, ce résultat est inférieur a ceux trouvé pour les standard. Le
standard qui a le meilleur pourcentage d’inhibition est le BHT avec une valeur de 95.02+0,23,

suivie par le BHA (90,14+0,00), et enfin a-Tocophérol (89,52+0,33).

Ces résultats s’expliqueraient non seulement par la richesse des extraits en phénols
totaux, mais aussi par la nature de leurs composés phénoliques hydrosolubles (polaire). Ces
composés sont caractérisés par la présence des groupements hydroxyles qui jouent un role

primordial dans ’activité anti radicalaire (Hamdeyazdan et al., 2014).
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Figure 8. L’activité¢ anti radicalaire de ’EHex, ’EAICT et EAlcaq et de différents standards
(BHA, BHT et a-Tocophérol) vis-a-vis du radical DPPH (m+SD).

Le pouvoir d’inhibition le plus élevé pour les extraits, est enregistré par ’EHex avec
une valeur de 75,62+3,29 a une concentration de 200 pg/ml, suivie de I’EAICT avec une
valeur de 56.00% +0.46 et enfin I’EAlcaq qui a manifesté une valeur de 40.15 % + 1.45 a la

méme concentration (200pug/ml).

Cependant, le BHA, BHT et a-Tocophérol, utilis¢ comme standards, semblent avoir de
meilleurs pourcentages d’inhibition (87,13 = 0,17, 94.97 £0,08 et 89,45+0,22 respectivement)

a une concentration de 200pug/ml.

En comparant les quatre extraits (EMet, EHex, EAlcT et EAlcaq) et les différents
standard (BHA, BHT et a-Tocophérol), on observe une augmentation de 1’activité anti
radicalaire proportionnel avec I’augmentation de la concentration, ’activité anti radicalaire est

alors dose dépendante.
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Figure 9. 1Cs des différents standards et extraits d’E. alata.

La concentration inhibitrice ICso, qui assure le piégeage de 50% du radical DPPH,
enregistrée par I’EMet est égale a 63,83+6,56 pg/ml, suivie par I’EAlcT avec
1C50=89.02+2.02 pg/ml, ’EHex avec une ICso = 114,134£8,21 pg/ml et enfin I’EAlcaq avec
1C50=347.65+£16.94 pg/ml. Cependant, le BHA, BHT et 1’a-Tocophérol, utilis¢ comme
standards, semblent étre les meilleurs agents piégeur vis-a-vis du radical DPPH, avec des
valeurs d’ICso (6.14+£0.41 pg/ml, 12.99+£0.41 pg/ml et 13.0245,17 pg/ml) significativement

tres faible en comparaison a celle des extraits.

En comparant nos résultats avec I’étude effectuée par Kebili, (2016) sur I’EMet de la
partie aérienne de la plante E.alata, qui a montré que 1’extrait méthanolique exerce un effet
piégeur anti-radicalaire avec une valeur d’ICs égale a 260+£0.013pg/ml. On réalise que nos

résultats sont inférieur au siens, ce qui indique que I’extrait méthanolique a un important effet
piégeur.
5.4.2. Résultat du test du pouvoir réducteur FRAP

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur des différents extraits augmente

en fonction de la concentration, ces résultats sont représentés dans la figure 8.
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Figure 10. Pouvoir réducteur du fer des standards et de I’EMet, ’EHex d’E.alata.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré que I’EMet et ’EHex de la
plante E.alata possédent une capacité réductrice concentration-dépendante. L’EMet a donné
le pouvoir réducteur le plus important avec une absorbance de 1,40+0,12 enregistrée a la
concentration 125 pg/ml, par la suite ’EHex qui a enregistré une absorbance de 0,75+0,03 a

la méme concentration.

Par ailleurs on constate que le pouvoir réducteur de I’EMet est trés proche du pouvoir
réducteur exprimé par le standard acide ascorbique avec une absorbance de 1,44+0,21 a une
concentration égale a 200 pg/ml. Par contre il reste inférieur au pouvoir réducteur de I’a-

Tocophérol qui exprime une absorbance de 1,81+0,09 a la concentration de 200 pg/ml.

La capacité d’une plante a réduire le fer ferrique en fer ferreux peut étre di a sa
richesse en antioxydants par rapport aux autres plantes. L’activité réductrice observée peut
étre due principalement a la présence des polyphénols qui ont des propriétés redox qui leur
permettent d’agir comme étant d’agents réducteurs et/ou donneurs d’électrons (Djeridane et

al., 2006).
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Figure 11. Pouvoir réducteur du fer de ’EAIcT et I’EAlcaq et des standards d’E. alata.

L’EAIcT a donné le pouvoir réducteur le plus important avec une absorbance de
0,92+0,01 enregistrée a la concentration 200 pg/ml, suivie de I’EAlcaq avec une absorbance
de 0,90+0,05 a la méme concentration. En comparaison avec les standards on constate que le
pouvoir réducteur de 1’a-Tocophérol avec une absorbance de 1,81+0,09 a la concentration
¢gale a 200ug/ml est meilleur que celui obtenu par 1’acide ascorbique qui affiche une

absorbance de 1,4440,21 et I’acide tannique 1,02+0,13 a la méme concentration.

Les résultats des standards, acide ascorbique et a-Tocophérol obtenus montrent que les
absorbances des différents standards augmentent en fonction de la concentration, qui reste

supérieur a I’EAIcT et I’EAlcaq d’E. alata.
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Figure 12. Le pouvoir réducteur en absorbance 0,5 des différents extraits d’E. alata et des
standards.

Les résultats consignés dans la figure 10 montrent que I’EMet d’E. alata a manifesté un
fort pouvoir réducteur Ay s= 6,89+0,77 ng/ml, cet extrait est trés proche au pouvoir réducteur

enregistré par le standard acide ascorbique dont le Agsest égale a 6.77+1.15 pg/ml.

L’EHex quand a lui possede un pouvoir réducteur faible par rapport a 1’extrait
méthanolique, il a enregistré un Ags = 83,67+1,47ug/ml, suivie de I’EAIcT qui présente un

Aps = 115,6742,63ug/ml et enfin I’EAlcaq qui a donné un Ags = 117,58+2,88 pg/ml.

Le pouvoir réducteur des différents extraits reste faible par rapport aux standards utilisés
qui donnent un pouvoir réducteur plus fort avec Ags = 6.77 =+ 1.15 pg/ml pour 1’acide

ascorbique et I’a-Tocophérol (Ags =34.93 +2.38 ng/ml).

Cela est probablement 1i¢ au pouvoir de donation d’¢électrons que posséde les standard
et les extraits qui peut étre due a leurs contenus en composés phénoliques et flavonoides, et

par conséquence leur capacité ¢galement a neutraliser les radicaux libres.

Nos résultats sont en accord avec I’étude publiée par Kebili, (2016) a démontré
I’importance du pouvoir réducteur présenté par E. alata qui a donné une valeur de 419.12 +
6.02 mg EAA/g d’extrait méthanolique et 3.31 + 0.65 mg EAA/g d’extrait des alcaloides
totaux.
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5.5. Résultats du test antibactérien

Le pouvoir antibactérien de ’EMet, I’EAICT et ’EAlcaq a été examiné in vitro vis-a-vis
trois souches (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa). L’évaluation a été effectuée par la méthode
de diffusion sur un milieu gélosé solide, Mueller-Hinton (Rahal, 2005), en utilisant des

disques imprégnés de différents extraits.

Les résultats obtenus ont révélé que le DMSO, comme un solvant approprié, ne présente
aucun effet inhibiteur sur la croissance normale des souches microbiennes testées, de ce fait, il
est employé comme un témoin négatif T(-). Par ailleurs, les souches testées ont montré de
différentes sensibilités aux antibiotiques standards, utilisés comme des témoins positifs T(+),

tels I’ Ampicilline, Amoxicilline/acide clavulanique.

Les résultats expérimentaux obtenus dans la présente étude ont montré que les trois
extraits ne présentent aucune activité vi a vis des trois souches E.coli, S. aureus, P.

aeruginosa (voir annexe 4).

Nos travaux sont en désaccord avec les résultats trouvé par Kebili, 2016, qui ont démontré
que D’extraits méthanolique et D’extrait des alcaloides totaux possédent une activité
antibactérienne intéressante contres de nombreuses souches, pour 1’extrait méthanolique la
plante & montré des zones d’inhibition de 8,8 mm, 9,7 mm et 13,5 mm contre E.coli, P.
aeruginosa et S. Aureus respectivement. Et pour I’extrait des alcaloides totaux la plante a
enregistré des zones d’inhibition de 7,3 mm, a 8,7 mm et 19 mm contre E.coli, P. aeruginosa

et S. Aureus respectivement.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées quant a cette absence de réponse lors des

tests in vitro.

La plante est utilisée fraiche en médecine traditionnelle. Lors de cette étude, pour des
raisons de conservation, nous avons pris le parti de sécher les plantes. Cette étape préliminaire
de séchage peut engendrer des altérations chimiques des composés et provoquer la perte de

Pactivité.
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Conclusion

Les plantes médicinales ou les extraits des plantes sont utilisées dans le traitement de

nombreuses maladies, sont aussi utilisées dans les préparations pharmaceutiques.

Notre travail est consacré a 1’étude de 1’activité antioxydant et antibactérienne des
différents extraits (méthanolique, hexane) et des alcaloides totaux de la partie aérienne

d’Ephedra alata alenda appartenant a la famille des Ephedraceae.

L’extraction par macération dans le méthanol a permis d’obtenir un bon rendement
d’extraction pour I’extrait méthanolique 20,35 %, suivie par 1’extrait des alcaloides totaux 3,6

% puis I’extrait de I’hexane avec un rendement de 0,5 %.

La quantification en polyphénols et en flavonoides totaux des différents extraits nous a
permis de déduire que la plante testée est une source prometteuse en polyphénols et en
flavonoides. Les résultats obtenus nous ont révélé que I’extrait le plus riche en polyphénols et

flavonoides est ’extrait de ’hexane.

Pour évaluer le potentiels antioxydant des différents extraits et des alcaloides totaux ont
été évalué par deux méthodes différentes, le test de piégeage du radical libre DPPH, et le test
du pouvoir réducteur (FRAP), qui montrent que les extraits testés ont une activité antioxydant
variable, I’extrait méthanolique noté comme le plus actif (ICso = 63,83+6,56 pug/ml et Ags =
6,89+ 0,77) suivi de I’extrait de I’hexane puis 1’extrait des alcaloides totaux. Cependant, pour
le test du pouvoir réducteur (FRAP) I’extrait des alcaloides totaux a montré une meilleure

activité par rapport a [’hexane.

L'étude de I’activité antibactérienne a permis de montrer que les extraits issus d 'E. alata
ne présentent aucune activée vis-a-vis des trois souches choisis (E. coli, S. aureus, P.

aeruginosa).

Nos résultats permettent de conclure que la partie aérienne d’E. alata représente une
source naturelle d’agents antioxydants et peut servir comme traitement préventif contre le
stress oxydatif. D'autres travaux qui doivent se concentrer sur 1’étude de la composition

chimique de la plante, le dosage des alcaloides totaux serait aussi trés intéressant.

Ainsi ’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape
dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo
est souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydant

antibactérien des extraits de ces plantes.
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Annexe 1. Réactifs et Appareillage utilisées

e Réactifs

- Acétate d’éthyle (C4H305)

- Acide acétique (CH3;COOH)

- Acide gallique

- Acide sulfurique (H2SO4)

- Anhydre acétique (CsHcO3)

- Hydroxyanisole butylé¢ (BHA)

- Hydroxytoluéne butylé (BHT)

- Chlorure d’aluminium AlCls

- Chlorure ferrique a 5% (FeCls)

- Diméthylsulfoxyde (DMSO)

- 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
- Réactif de Dragendorff

- Eau physiologique

- Ethanol : (C2H60), 100%, MM=46.07 g/mol, d=0.8
- Chlorure de fer (FeCls) (0,1%)

- Acide chloridrique (HCI)

- Hexane

- Ferricyanure de potassium (K;Fe(CN)g)
- Magnésium métallique

- Me¢éthanol : (CH30H)

- Gélose Mueller Hinton

- Carbonate de sodium (NaCOs3)

- Ammoniaque (NH4OH)

- Quercétine

- Réactif de Folin Ciocalteu

-~ TCA (10%)
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Appareillages

Agitateur magnétique (FALC)

Autoclave (Systec VB 150)

Bain-marie (MEMMERT)

Balance (KERN EMB 220-1)

Balance analytique (KERN, ABT 220-5DM)
Centrifugeuses

Etuve (MEMMERT)

Evaporateur rotatif (Biichi)

Hotte

Micropipettes (SCILOGEX)

pH meétre (HANNA)

Plaque chauffante agitatrice (Stuart)
Spectrophotometre UV-visible (SELECT)

Vortex (VELP Scientifica)
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Annexe 2. Résultat des tests phytochimiques de I'extrait méthanolique et e I’extrait de
I’hexane (alcaloides, polyphénols, tanins, flavonoides, stéroides).
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Annexes 3. Courbe d’¢étalonnage de I’acide gallique (a), et de la quercétine (b).

Absorbance a 765nm
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Annexe 4. Résultat du test antibactérien ((a) et (b) : E. coli ; (¢) : S. aureus ; (d) : P.
aeruginosa)

(b)

(c) (d)
Ala : extrait des alcaloides totaux (phase aqueuse) Me : extrait méthanolique
Alo : extrait des alcaloides totaux T": temoin négatif (DMSO)

At : temoin positif (antibotioque)
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Résumé

Le but de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydant et antibactérienne, des extraits de la partie aérienne d’E. alata
et de déterminer leurs teneurs en polyphénols et flavonoides. L’extraction par macération nous a donné 1’extrait
méthanolique, 1’extrait de 1’hexane, et les alcaloides totaux, qui a montrer un meilleur rendement pour I’extrait
méthanolique (20,35 %). Le dosage des polyphénols et flavonoides ont été quantifiés par la méthode de Folin-
Ciocalteu et trichlorure d’aluminium, respectivement. Les méthodes de I’activité antioxydant in vitro on été effectué
via le test piégeur du radical DPPH et le test du pouvoir réducteur (FRAP). Et I’activité antibactérienne a été évaluée
par la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé. La quantification en polyphénols et en flavonoides la plus
¢élevée a été présente dans I’extrait de 1’hexane (67,07 £ 8,6 ng EAG/mg). L’activité antioxydant a montré que tous les
extraits de la plante étudiée présentent des propriétés antioxydant a différent niveau. Cependant 1’extrait méthanolique
a signalé une activité antioxydant la plus importante pour les deux tests utilisés, dont son ICsp= 63,83 + 6,56 pg/ml et
un Ay s = 6,89 £ 0,77pg/ml, respectivement. Ainsi pour 1’activité antibactérienne les extraits d’E. alatan’ont présenté

aucun effet antibactérien vis-a-vis les souches testées. Ces résultats peuvent étre considérés comme point de départ

pour des applications de ces plantes en santé pour le traitement de certaines maladies.

Mots clés :Ephedra alata alenda, activité antioxydant, activité antibactérienne, polyphénols, flavonoides.

Abstract

The purpose of this study is to assess the antioxidant and antibacterial activity of E. alata aerial extracts and to
determine their polyphenol and flavonoid content. The maceration extraction gave us methanolic extract, hexane
extract, and total alkaloids, which showed a better yield for methanolic extract (20.35%). The determination of
polyphenols and flavonoids was quantified by the Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride method, respectively. In
vitro antioxidant activity methods were performed with the DPPH radical trap test and reductive power test (FRAP).
Antibacterial activity was evaluated by the disc diffusion method in the agar medium.The highest amount of
polyphenols and flavonoids was in hexane extract (67.07+ 8.6 pg EAG/mg). Antioxidant activity showed that all the
extracts of the plant studied have antioxidant properties at different stages. However, the methanolic extract reported the
highest antioxidant activity for the two tests used, including 1Cs5,=63.83 6.56 pg/ml and A(5=6.89 0.77 ng/ml. Thus, for
antibacterial activity, the E. alata extracts presented no antibacterial effects next to the strains tested.These results can

be considered as a starting point for healthy applications of these plants for the treatmens of some diseases.

Keywords: Ephedra alata Alenda, antioxidant activity, antibacterial activity, polyphenols, flavonoids.
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