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Résumé

L'objectif principal de ce travail de recherche est d’établir une étude
phytochimique de deux plantes : Beta vulgaris L. de la famille d’Amaranthaceae et de

Daucus carota L de la famille d’Apiaceae.

D’autres part, nous sommes aussi intéressés a I'étude des colorants synthétiques
azoique a pour buts de remplacer nos colorants naturels (du Beta vulgaris L et Daucus

carota L) par ces colorants azoiques dans différents domaines.

L’étude des tests phytochimique des différents extraits montrent que ces plantes

riches en flavonoides, Saponosides, stéroles et terpénoides.

La deuxieme partie, porte sur la valorisation des différents extraits des plantes.
Dans un premier temps, 1’activité anti-oxydante des extraits méthanolique et aqueux des
deux especes et les colorants, (E)-4-(3-quinolin-4 olazo) benzenesulfonamide ; (E)-1-
(phenylazo)-2-naphtol ; (E)-1-(3-aceto phenylazo)-2-naphtol ; (E)-4-(2-naphtolazo)
benzenesulfonamide est mesurée par la méthode de DPPH. Ensuite, I’extrait
méthanoliques et les colorants ont subi une étude de leurs activités antibactérienne. Les
résultats n’ont montrés aucune activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique pour
les deux espéces et les trois colorants synthétiques sauf le colorant E)-1-(3-aceto
phenylazo)-2-naphtol qui réagit sur E.coli dans ma concentration 25 mg/ml.

Pour les quatre colorants synthétiques étudiés dans ce travail nos résultats sont
considérés comme premiers de ce genre, parce que 1’étude de I’activité antioxydant et

I’activité antibactérienne de ces colorants n’a jamais fait 1’objet d’une publication.

Mots clés: Beta vulgaris L, Daucus carota L, colorants azoiques, screening

phytochimique, antioxydant, antibactérienne, DPPH.



Abstract

The main objective of this research work is to establish a phytochemical study of
two plants: Beta vulgaris L. from the family of Amaranthaceae and Daucus carota L

from the family of Apiaceae.

On the other hand, we are also interested in the study of synthetic azo dyes aimed
at replacing our natural dyes (Beta vulgaris L and Daucus carota L) by these azo dyes

in different fields.

The study of phytochemical tests of the various extracts shows that these plants

are rich in flavonoids, saponosides, steroles and terpenoids.

The second part deals with the valuation of the various plant extracts. Firstly, the
antioxidant activity of the methanolic and aqueous extracts of the two species and the
dyes, (E) -4- (3-quinolin-4 olazo) benzenesulfonamide; (E) -1- (phenylazo) -2-naphthol;
(E) -1- (3-aceto phenylazo) -2-naphthol; (E) -4- (2-naphtholazo) benzenesulfonamide is
measured by the method of DPPH. Then, the methanolic extracts and dyes underwent a
study for their antibacterial activities. The results showed no antibacterial activity of the
methanolic extract for the two species and the three synthetic dyes except the dye E) -1-

(3-aceto phenylazo) -2-naphthol which reacts on E.coli in my concentration 25 mg / ml.

For the four synthetic dyes studied in this work our results are considered the first
of their kind, because the study of the antioxidant activity and the antibacterial activity

of these dyes has never been published.

Key words: Beta vulgaris L, Daucus carota L, azo dyes, phytochemical

screening, antioxidant, antibacterial, DPPH.
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ABREVIATIONS

BV : Beta Vulgaris L.

DC : Daucus Carota L.

C : Carbone.

ERO : especes réactives oxygénées.
EOA : d’espéces oxygénées activées
UV : ultra-violet.

CO;: Dioxyde de carbone.

ICs : Concentration inhibitrice a 50%.
Abs : Absorbance.

DMSO : diméthylsulfoxyde.

ABTS : acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique.
ATB : antibiogramme.

ASC : Acide ascorbique.

CLR : Colorant.

EXA : Extrait aqueux.

EXM : Extrait méthanolique.

mg : milligramme.

MH : Mueller Hinton.

Min : minute.

ml : millilitre.

Mg : Microgramme.

pl : Microlitres.

DO : densité optique.

AAQO : activité anti-oxydante.

AAB : activité antibactérienne.
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

Aujourd’hui, Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme source de matiere premiére
essentielle pour la decouverte de nouvelles molécules indispensables a la mise au point
de futurs médicaments (Abou-chaar et al, 1980). Sachant que plus de 25% des
médicaments ordonnés dans les pays industrialises tirent directement ou indirectement
leurs origines des plantes (Newman et al, 2000 ; Calixto, 2005). Dans le monde, pres
de 80% de la population a recours aux plantes médicinales par insuffisance d’acces aux
médicaments prescrits mais aussi parce que les plantes ont pu prouver une réelle
efficacité, Une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les pays
en voie de développement, se soigne strictement avec des remedes traditionnels a base
de plantes (World Health Organisation, 1999).

Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits ne
participant pas a leur métabolisme de base, mais représentant plutdt des produits du
métabolisme secondaire parmi lesquels on distingue les terpénoides, les alcaloides et les
composés phénoliques. Avec leur diversité structurale remarquable, ces derniers,
également appelés polyphénols, représentent 1’un des groupes les plus importants du fait
qu’ils aient une faible toxicité et de nombreux avantages biologiques, notamment
thérapeutiques, pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires (Gurib-Fakim,
2006).

Malgré le développement obtenu grace a l'utilisation des plantes dans de
nombreux domaines industriels, alimentaires et pharmaceutiques ; les chimistes ont
essaye de trouver des alternatives a cette source naturelle, comme [l'utilisation de

colorants ou l'utilisation de colorants synthétiques (Batzias F.A. et SidirasD.K, 2007).

Les colorants synthétiques sont obtenus par synthése chimique et les colorants

naturels proviennent de sources animales, minérales et végétales.

C’est dans le cadre de la valorisation des substances naturelles des plantes
jouissant d’activités biologiques, que s’inscrit notre travail. Et dans le but de
poursuivre ce programme de recherche, nous nous sommes intéressés a 1’étude

phytochimique de deux especes :

> Daucus Carota L.



INTRODUCTION GENERALE

» Beta vulgaris L.

La premiere partie de ce travail de recherche porte sur une synthése d’une
recherche bibliographique. D’abord, une étude sur les colorants et les colorants
synthétiques, les métabolites secondaires, en 1’occurrence les composes phénoliques, et

les activités biologiques.
La seconde partie, expérimentale, s’articule autour :
v le matériel et les différentes méthodes utilisées pour la réalisation de ce travail.
v" Le screening phytochimique.

v L’étude de I’activité anti-oxydante des extraits des deux espéces mesurée par la
méthode du DPPH.

v" Ensuite, une étude de leurs activités antibactérienne.

On termine notre travail par une conclusion générale.
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l. LES COLORANTS:
1.1. Définition

Un colorant est une substance fortement colorée qui interagit avec le milieu

dans lequel elle est introduite, et le colore en s'y dissolvant et en s'y dispersant.

Un colorant posséde généralement une trés grande aptitude a se fixer par teinture
ou impression sur la plupart des textiles. Sa couleur dépend essentiellement de sa

structure.

Les groupements chromophores qui possédent la propriété d'absorbance dans le
domaine du visible ou de [lultraviolet. Pour les colorants organiques, trois des
chromophores les plus importants sont l'azobenzéne, le triphénylméthane et

I'anthraquinone (Bougueria, 2007).

Il existe plusieurs classes de colorants selon leurs structures chimiques, leurs

colorations et leurs domaines d’utilisations.
1.2. Nature des principaux colorants

Les colorants naturels sont extraits des plantes, des fruits, des arbres, des
lichens, des insectes ou des mollusques par des procédés simples comme le chauffage
ou le broyage. Le jaune est le colorant naturel le plus répandu, mais l'indigo et le
pourpre sont aussi présents en grande quantité dans le regne végétal (Batra et Devi
,2015).

1.3. Les colorants synthétiques

Les colorants synthétiques dominent aujourd’hui le marché surtout que leurs
propriétés peuvent étre précisément adaptées a leur utilisation. Tous ces colorants sont
synthétisés principalement a partir des produits pétroliers, notamment du benzéne et de

ses dérives (toluene, naphtaléne, xyléne et anthracene) (Simont, 1982).

IIs sont de plus en plus utilisés dans les industries de coloration et des textiles
grace a leur synthése assez facile, a leur production rapide et a la variété de leurs

couleurs comparées aux colorants naturels (Griffiths, 1984).

Les colorants synthétiques sont classés selon leur structure chimique (Willmott

et al, 2012), repose sur la nature du groupement chromophore on distingue : colorants

)
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azoiques, colorants triphénylméthanes, colorants indigoides ...etc (Sulekova et al,

2017).

1.4. Application des colorants

Les colorant aujourd’hui jouent un role essentiel dans de nombreux domaines tel

que : la teinturerie, I’alimentation, la chimie, la biologie et la santé.

v

Utilisé comme additifs de produits alimentaires (Une alimentation sans
additifs est désormais inconcevable. Les aliments a I'état brut paraitraient
aux yeux des consommateurs comme « moins bons ». La couleur, I'aspect
de la nourriture ont une influence psychologique sur le godt percu des
aliments) (Ahmad H et al, 1995).

Augmenter ’attractivité du produit, et donc son acceptabilité, surtout chez

les enfants.

Rendre une préparation plus uniforme lorsqu'un ingrédient de la

formulation a lui-méme un aspect variable d'un lot a l'autre (Rowe, 2009).

Permettre aux patients qui utilisent plusieurs produits, en particulier ceux
qui ont des difficultés pour lire, de reconnaitre et de différencier plus

aisément les médicaments prescrits (Guindo, 2019).

Juger de la bonne conservation d’un médicament, car un changement de
coloration au cours du stockage peut généralement attester d'une possible

altération du principe actif (Guindo, 2019).

1.5. Aspect toxicologique des colorants

Les

colorants sont des composes difficilement biodégradables par les

microorganismes, ils sont toxiques ou nocifs pour I’homme et les animaux.

1.5.1. effets toxiques des colorants sur la santé humaine :

Plusieurs travaux de recherche sur les effets toxiques des colorants sur la santé

humaine ont été développés (Abouzaid, 2001).

En effet, des chercheurs (Desoille, 1987), ont montré que les colorants aminés

sont souvent aptes a provoquer des irritations de la peau et des dermites.
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Des effets similaires avec production d’eczéma et d’ulcération ont été observés
chez les ouvriers d’usine de fabrication des colorants de la série du triphénylméthane
(Abouzaid, 2001). Des réactions allergiques, ont été observés avec divers colorants
aminés azoiques, anthraquinoniques, et avec certains colorants du groupe des

naphtalénes (chelite de rouge).

Les colorants de synthése a base d’amines entrainent des risques cancérogenes,
des tumeurs urinaires et plus spécialement les tumeurs bénignes et malignes de la
vessie (Desoille, 1987).

Les colorants azoiques sont aussi responsables d’apparition de Lépatomes chez
I’homme. Les colorants métalliféres sont parmi les substances qui représentent de
grands risques pour la sant¢ de I’homme. Ils peuvent également causer des dégats sur
les réseaux d’assainissement et des perturbations des traitements biologiques dans

les stations d’épuration a cause de leur toxicité élevée (Norseth, 1981).

L’utilisation des colorants a base d’arsenic tels que le vert de Scheele
(arsénite de cuivre), vert de Schweinfurt (acétoarsénite de cuivre) provoquent des
troubles digestifs : digestion pénible, nausées, diarrhée et peuvent étre a I’origine
des irritations de peau, des muqueuses oculaires et pulmonaires et surtout de cancer
(Desoille,1987).
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I1.LA. GENERALITE SUR LES METABOLITES SECONDAIRES :

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire
des substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des metabolites primaires
classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment
des métabolites secondaires dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente
mais qui représentent une source importante de molécules utilisables par I'hnomme dans
des domaines aussi différents que la pharmacologie ou l'agroalimentaire (Macheix et al,
2005).

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans
toutes les cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ils sont divisés
en quatre grandes familles : les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides

nucléiques.

Les métabolites secondaires sont des molécules essentielles a la vie des plantes,
ce sont des molécules organiques complexes synthétiques, accumulés par les plantes en
petite quantité. Les métabolites secondaires marquent une espéce, un genre ou une
famille de maniere originale. 1ls sont classés selon leur appartenance chimique
(Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006). Ils participent ainsi, d’une maniere trés efficace

dans:

v’ Latolérance des végétaux a des stress variés : action anti-herbivore (menthe par

exemple),

v Inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des champignons, prédation

d’insectes.
v Défense contre la sécheresse et lumiére UV. (elles peuvent étre anti-nutritives).

v Beaucoup de métabolites secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans

des vésicules spécifiques ou dans la vacuole (Sandrin, 2004).

I1.A.1.Classification des métabolites secondaires

On estime a plusieurs centaines de milliers les métabolites secondaires (200.000),
de structure et de fonction tres diverses. Il existe donc un grand nombre de classification

selon les sources. . Ils sont divisé principalement en trois grandes familles : Les
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polyphénols, les terpénes, les alcaloides (Lutge et al, 2002 ; Abderrazak et
Joél ,2007).

11.LA.1.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les plantes et appartiennent

au metabolisme secondaire des plantes. Ils :

v’ Participent a la protection des plantes contre les agressions

environnementales.

v’ Se caractérisent par la présence de plusieurs groupements phénoliques
liés dans une structure plus ou moins complexe, généralement de poids
moléculaire élevé (Zakkad, 2017).

11.LA.1.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont les plus couramment trouvés dans les plantes sous forme de
sels. Ce sont des composés spécifiques contenant au moins un atome d'azote. (Zakkad,
2017).

Ils forment un groupe important de substances naturelles d’intérét thérapeutique
par leur diversité structurale et 1’éventail de leurs activités pharmacologiques
(Almaimoune MAIG, 2014).

11.A.1.3.Les terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures qui contiennent généralement une ou
plusieurs doubles liaisons C = C. lls sont completement distribués dans le régne végétal,
mais peuvent également étre trouvés chez les animaux (Bruneton, 2009 ; Bouvie et
al ,2005).

I1.B. LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les polyphénols sont des produits du meétabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement
lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels

que : éther, ester, hétéroside...ctc. (Bamforth, 2000; Lugasi et al, 2003)

La biosyntheése des polyphénols se fait par des voies principales qui sont:
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. La voie de Shikimate

C’est la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle permet de controler

le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Kening et al, 1995).
e Lavoie de phénylpropanoide

Ca commence par la phénylalanine qui fournit en plus des principaux acides
phénoliques simples, isoflavonoides, flavonoides, coumarines, acide salicylique, des
précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second bio-polymeére le plus
important apres la cellulose (Zakkad, 2017).

11.B.1. Classification des polyphenols
11.B.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénols, Ce sont des composés organiques posseédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils présentent des propriétés
biologiques : anti radicalaires, anti-inflammatoires, immunostimulants, hépato

protecteurs, cholérétiques, antiseptiques urinaire (Bruneton, 1999).
11.B.1.2. Tanins

Les tanins sont des macromolécules de structure variée, on les trouve chez
nombreux végétaux comme les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café....)

(Hemingway, 1992).

Sont des substances d’origine végétale, non azotées de structure polyphénolique,
soluble dans I’eau, 1’alcool, I’acétone, peu soluble dans 1’éther. Ils ont la propriété de

former des complexes avec les protéines (Harborne, 1997).

Deux groupes de tanins différents par leur structure : Les tanins hydrolysables et

les tanins condensés (Pietta, 2000).
11.B.1.3.Coumarines

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus. Elles sont
connues dans la nomenclature internationale par: 2H-1-benzopyrane-2-one. Les
coumarines sont répandus pour leurs nombreuses activités : cytotoxiques, antivirales,
tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes, hypotensives (Gonzalez et Estevez,
1997).

B
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Figure 01 : Structure chimique des acides coumariques (Macheix et all, 2005)
11.B.1.4.Flavonoides

Le terme flavonoide a été prété du flavus ; (flavus = jaune) (Male Eev et Kuntic,
2007).

Ce sont les pigments universels des végétaux responsables de la coloration des
fruits, des fleurs et des feuilles (Anta Almaimoune MAIG, 2014). On les trouve
dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou des chromoplastes
(Guignard, 1996).

Les flavonoides ont une structure de base formé de 2 noyaux benzéniques A et B
reliés par un noyau C qui est un hétérocycle pyranique (Lobstein, 2010). Leur structure

est représentée selon le systeme C6-C3-C6 (Emerenciano et al ,2007).

Figure 02: Squelette de base des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011).

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs
structures chimiques : flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et
anthocyanidines (Medic et al, 2004).

11.B.1.5.Saponines

Ce sont des hétérosides caractérises par leurs propriétés tensioactives.
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Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces

composés moussent une fois agités avec de I’cau.

IIs se composent d’aglycones non polaires liés a un ou a plusieurs sucres Cette
combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules

explique leur comportement moussant en solution aqueuse (Manach et al ,2004).

11.B.1.6.Quinones

Des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés aromatiques
avec deux substitutions cétoniques, caractérisés par un motif 1,4-dicétocyclohexa-2,5-
diénique (para quinones) ou par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3,5-diénique (ortho

quinones) (Bruneton, 1993).

Les quinones peuvent étre classées: Benzoquinones, naphtogquinones, isoprénoides

quinones, anthraquinones.
11.B.1.6.Alcaloides

Des substances organiques azotées a propriétés basiques (Fig.3). Extraites de

nombreux végétaux surtout chez les dicotylédones (Marouf et Reynaud, 2007).
e Role biologique des alcaloides
v' Leur amertume et leur toxicité repoussent les herbivores.

v' Certains motifs chimiques utilisés par des papillons, soit pour rendre leur chair
inavalable par des prédateurs, soit pour synthétiser des phéromones nécessaires a

leur accouplement (Guignard, 2000)

R

OH
HoN

(0
Figure 03: Structure de base des alcaloides

11.B.1.8.Les stérols

Ce sont des graisses végétales. Jouer un rdle important dans le fonctionnement

du systeme immunitaire. Certains stérols se seraient montrés prometteurs dans le cadre

B
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d’études sur les cellules cancéreuses du sein et de la prostate (Eberhard et al, 2005). Le

plus représentatif est le cholestérol (Fig. 4).

HO

Figure 04 : Cholestérol.
11.B.1.9. Stéroides et terpenes

Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possédent moins de 30 atomes
de carbone, synthétisés a partir d'un triterpene acyclique. Ces molécules présentent en
forme des huiles essentielles ; parfums et golOt des plants, pigments (carotene),
hormones et des stérols (Hopkins, 2003).

Les térpenoides et les stéroides constituent sans doute le plus vaste ensemble
connu des métabolites secondaires des végétaux et constituent le principe odoriférant

des végétaux (Bruneton, 1999).
11.B.2. Activité biologiques des polyphénols
e Chez les végétaux

Les polyphénols représentent un systeme de défense pour les plantes contre les
micro-organismes pathogenes (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols donnent la capacité a une espece végétale de résister a I’attaque des
insectes et des microorganismes avec la teneur en composés phénoliques (Thomas,
1988). Ils sont responsables des qualités sensorielles et alimentaires des aliments

vegétaux (couleur, qualités nutritionnelles...).
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Figure 05 : Effet biologique des polyphénols (Bahorun, 1997).
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IIILACTIVITES BIOLOGIQUES

I11.1. Activité antioxydante

L’oxydation est I'une des plus importantes manifestations a 1’origine du
vieillissement des produits alimentaires et cosmétiques. Les dégradations oxydatives
affectent les qualités nutritionnelles et sensorielles des aliments et peuvent avoir des

répercussions sur la santé du consommateur (Djemoui, 2012).

Les principaux agents oxydants sont les espéces réactives de 1’oxygéne, des
enzymes des ions métalliques et les peroxydes lipidiques, qui concourent tous a la

formation en chaine de radicaux libres.

Suite a I’exposition successives a des facteurs externes (exposition prolongée aux
UV, pollution, pesticides, infection), et aux mauvaises habitudes (tabac, alcool,
alimentation déséquilibrée, sport intense, stress, fatigue), et enfin ; une déficience
nutritionnelle en un ou plusieurs antioxydants comme les vitamines et les
oligoéléments. Ce qui donne naissance a la formation de ce qu’on appelle « le stress
oxydatif». Ces facteurs vont favoriser la formation de radicaux libres dans nos cellules
(Boyd et al, 2003).

111.1.1. Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Un radical libre est une entité chimique (atome ou molécule), possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur sa couche périphérique. Cette propriété rend ces
éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier, déstabilisant
ainsi d’autres molécules. Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets
du métabolisme cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte
énergie et qui, avant d’étre neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils ont donc la
propriété d’étre extrémement réactifs vis-a-vis des autres molécules, possédant un temps

de demi-vie extrémement court (Koechlin et Ramonatxo, 2006).

Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et
initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

Les radicaux libres sont produits dans toutes les cellules de I’organisme tout en

faible quantité dans les mitochondries.

3
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111.1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydants de 1’organisme (Haleng et al,
2007).

111.1.3. Les espéces réactives oxygénées

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé ‘espéces réactives

de I’oxygene’ (ERO).

Parmi les espéces réactives oxygénées les plus intéressantes on se trouve les
especes réactives radicalaires qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule
d’oxygene, par addition d’un électron. Elle inclut les radicaux libres de 1’oxygene
proprement dit : radical superoxyde (O*"), radical hydroxyl (OH"), monoxyde d’azote
(NO"), mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante: 1’oxygéne singulet (*O,), peroxyde d’hydrogéne (H,O,), peroxynitrite
(ONOO ) (Favier, 2003).

111.1.4. L'antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi
retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats Ce sont des éléments protecteurs qui

agissent comme capteurs de radicaux libres. (Shahidi, 1997).

Ce sont des composés tres réactifs comportant un électron célibataire et nécessaire

a des mécanismes vitaux (Bartosz, 2003).

Et parmi leur propriété on peut dire qu’ils peuvent réduire les radicaux si
dangereux pour l'organisme en raison de leur pouvoir oxydant trés eleve (Harrar,
2012).

Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation
cellulaire et leur origine en deux types : les antioxydants

endogenes ou enzymatiques et les antioxydants exogénes ou non enzymatiques.

111.1.4.1. Antioxydants endogénes

Sont des enzymes impliquées dans la defense antioxydante. Ce systéemes de

défense est constituée de trois enzymes antioxydants majeures sont les superoxydes
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dismutases (SOD), les glutathions peroxydases (GPx) et la catalase (CAT) (Chetibi et
Diab, 2016). Ces enzymes antioxydants permettent 1’élimination des radicaux libres
primaires (Lehucher-Michel et al., 2001).

111.1.4.2. Antioxydants exogenes

Les antioxydants secondaires sont genéralement reliés a 1’inhibition de facteurs
initiant 1’oxydation. lls englobent une large gamme de différentes substances chimiques
qui inhibent I’oxydation des lipides par différents mécanismes et ne transférent pas le

radical libre sous sa forme non-radicalaire. (Miller et al., 1996).

On trouve dans cette catégorie : les caroténoides et 1’ubiquinol, la vitamine E, la
vitamine C, le glutathion (GSH), I’acide urique, 1’acide alphalipoique...etc (Delattre et
al., 2005).

111.1.5. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, un antioxydant peut agir

contre un radical libre par défirent maniéres, Leur mécanismes d’action sont divers :
V' le captage de I’oxygene singulier
v’ la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente
v'aréduction de radicaux ou de peroxydes.

v’ la chélation des métaux de transition ce qui a pour effet de ralentir les réactions
de Fenton (Ekoumou et Coene, 2003. Prior et al, 2005).

111.1.6. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Les méthodes les plus utilisées, en particulier pour les tests in vitro chimiques,
pour analyser les extraits des plantes et de fruits sont la méthode ABTS et la methode
DPPH.

Les résultats de I’activité antioxydante sont généralement exprimés en fonction
d’une molécule de référence possédant de forte propriété antioxydante connue sous le
nom de Trolox qui est un analogue hydrosoluble de la vitamine E et la vitamine C.
(Zakkad, 2016).
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111.2.Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne correspond a I’activité d’une molécule présente au
sein d’un végétal qui a une trés faible concentration, inhibe ou tue totalement le
développement d’une bactérie. La sensibilit¢ d’une bactérie a un antibactérien varie

selon la nature de 1’antibactérien (Nicola et Daniel., 1998)
111.2.1. Les principales substances antibactériennes
111.2.1.1 Les bactéries

Les bactéries sont définis comme des micro-organismes vivants unicellulaires
(formé d’une seule cellule).visible au microscope (de 0,5 um a 1um de largeur et de 0,5
a 0,8 um de longueur) et appartenant a une zone de transition entre le régne animal et le

regne végétal. (Nicklin et al, 2000).

Pour se développer, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur des
conditions physico- chimiques favorables nécessaires, ainsi que des aliments qui
répondent a leurs besoins énergétiques fondamentaux et spécifiques. Sur le plan
pratique, le milieu de culture congu par I'hnomme pour I'étude des bactéries répond a ces

besoins, on I'appelle donc milieu de culture (Mogode, 2005).
111.2.1.2.Les antibiotiques

Un antibiotique posséde les caractéristiques suivantes :
v Toxicité sélective pour les bactéries ou les mycoses.

v Mécanisme d’action précis avec une cible spécifique dont il bloque la fonction
physiologique.

v Actif en milieu organique et capable de diffuser.
Les antibiotiques sont divisés selon le mécanisme d'action en deux parties :
e Antibiotiques qui inhibent la croissance des bactéries comme : Sulfonamide.
e Antibiotiques bactéricides come : Pénicilline (Monsieur, 2005).

111.2.3. Micro-organismes utilisés
A. Escherichia coli

C’est une bactérie a gram négatif (Steven, 2004), apparentant a la famille des
Entérobactérie, souvent mobiles, mais parfois immobiles, isolées pour la premiére fois

par Thomas Escherich en 1855. C’est I’espéce dominante de la flore aérobie du tube
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digestif. De forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile gréace
aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E.
coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil
urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été, diarrhée infantile et les

intoxications alimentaires (Percival, 2004).
B. Pseudomonas aeruginosa

Un certain nombre de bacilles a Gram négatif de I'environnement se comportent

comme des bactéries opportunistes et sont souvent a I'origine d'infections nosocomiales.

Il s'agit souvent de bactéries résistantes a de nombreux antibiotiques. Une des plus
redoutables est Pseudomonas aeruginosa (Fig. 6) (Philippon, 1995)

Figure 06 : Vue sous le microscope électronique de bactérie Pseudomonas aeruginosa
(Elmeskini, 2011).

C. Les Streptoccocus

Les streptocoques sont définis comme des cocci a Gram positif, le plus souvent en
chainettes qui ont un métabolisme anaérobie, cependant la plupart des souches tolerent
I'oxygeéne et peuvent étre cultivées in vitro en atmospheére aérobie, qui sont exigeants en
nombreux facteurs de croissance: le sang ajouté aux géloses permet leur multiplication
in vitro. Cette multiplication peut étre favorisée par I'apport de CO, ou par une

atmospheére anaérobie.
111.2.2. Méthodes d’étude de ’activité antibactérienne

»L’aromatogramme
Une technique utilisée en bactériologie médicale, a été réalisé pour étudier 1’activité

antibactérienne appelée antibiogramme (ATB) ou méthode par diffusion en milieu
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gélosé ou encore méthode des disques. Cette méthode a 1’avantage de s’appliquer a un

trés grand nombre d’espéces bactériennes (Pibiri, 2006).

Nombreuses méthodes sont utilisées pour évaluer I'activité antimicrobienne in
vitro, ils sont capables de données des résultats différents selon les conditions adoptées

par chaque manipulateur, Deux techniques peuvent étre utilisées :
v" Méthode de diffusion.

v Méthode de dilution.
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IV.1. BETAVULGARIS L.

La betterave rouge (Fig. 7) est une plante originaire des bords de la
méditerranée. Son origine étymologique provient de « bette », dont elle est cousine
méme si elles ne se ressemblent guére, et de « rave » : plante cultivée pour sa racine

comestible,
Elle est une plante bisannuelle :

Premiere année : phase végétative : développement des feuilles et constitution de

la racine charnue, accumulation de réserves en sucre.

Deuxiéme année : montaison et production de graines (pour les producteurs

multiplicateurs de semences) (Medkour et Gasmi, 2017).

Figure 07: Aspect morphologique de Beta vulgaris L. (Photo Personnel, 2021).

IV.1.1. Etude botanique
Nom scientifique : Beta vulgaris L.
Noms vernaculaires :
e Beetroot, leaf beet,Garden beet, Swiss chard,spinach beet, (Anglais).

e Betterave potagére, betterave rouge, bette-épinard, poirée a couper,

poirée a carde, bette a carde, cote de blette (Frangais)
° )AA‘Y\ yaul) ,)M (Arabe)

e Betravou (Bambara)

ﬂ
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IV.1.2. Systématique

Tableau 1 : Etude systématique de Beta vulgaris L. (Guindo, 2019)

Régne Plantae

Embranchement : Spermatophyta (Spermatophytes)
Sous Embranchement Angiospermophyta (Angiospermes)
Classe Eudicotyledoneae (Eudicotylédones)
Ordre Caryophyllales (Caryophyllales)
Famille Amaranthaceae (Amaranthacées)
Genre Beta

Espéce Beta vulgaris L.

IV.1.3.Synonymes

Plus de 70 synonymes, dont : (Grubben,2004).
Beta alba DC. ;
Beta vulgaris subsp. Vulgaris.
Beta hortensis Mill
Beta altissima Steud.
Beta bengalensis Roxb.
Beta rapa Dumort
Beta stricta K.Koch
Beta marina Crantz
1V.1.4.Description génétique

Nombre de chromosomes: 2n = 18 (Compagnon, 2018)
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IV.1.5. Description botanique (Compagnon, 2018).

La betterave est une plante herbacée habituellement bisannuelle, robuste, et
érigée ; dont la racine principale est longue, trapue, et conique, les racines latérales
forment un systéme racinaire dense et étendu dans les 25 premiers centimétres du sol.
Chez la betterave potagere (betterave rouge), I’hypocotyle et la partie supérieure de la
racine principale forment un organe spectaculairement renflé, globuleux, aplati,
cylindrique ou conique, les racines adventives se présentent sur deux lignes opposées
dans la partie inférieure. La racine renflée est formée de couches alternées de tissu

conducteur en général fortement coloré et de tissu de réserve légérement coloré.

Les Feuilles: Les Feuilles de la rosette basale ont un long pétiole, les
caulinaires alternes et a pétioles courts, souvent ovales et cordées, de 20 — 40 cm de
long, aux bords ondulés sauf dans la bette-épinard. Les tissus des feuilles sont cloqués

entre les veines, presque glabre, vert, vert foncé ou rouge, et souvent brillant.

L’inflorescence: est un épi branchu, long et paniculé, atteignant 150 cm de
long. Elles sont verdatres, sous-tendues par de minuscules bractées. On compte 5

étamines ; un ovaire 1-loculaire, entouré par un disque, avec 2—3 stigmates.

Le Fruit: est une nucule, enfermée dans les parties basales du périanthe épaissies
et liégeuses, de 3—7 mm de diameétre, 1-6 fruits adhérents en glomérules. La graine est

réniforme, brune, de 1,5-3 mm de diamétre.
1VV.1.6. Utilisations
% Comme plante médicinale

Les racines et les feuilles de Beta vulgaris L. sont parfois utilisées comme
médicaments anti-infectieux et anti-tumoraux, et aussi utilisée comme agent

hypoglycémiant pour les diabétiques (Stintzing et Carle, 2004).
« Comme colorant

Actuellement, la bétanine, une bétalaine appartenant a la sous-classe des
bétacyanines, entre dans la composition (en tant que colorant) de nombreux produits
alimentaires, cosmétiques ou méme pharmaceutiques. Parmi les colorants autorisés
pour une utilisation dans la formulation des médicaments. Comme medicament colorer

avec de la bétanine (rouge de betterave, E162) peuvent étre cité (Guindo, 2019) :
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+ SUPRADYN BOOST (comprimés effervescents)
+ BEROCCA SANS SUCRE (comprimés effervescents).

IV.1.7.Les principaux colorants du Beta Vulgaris L. :

La coloration rouge caractéristique de BV est due a la présence de bétalaines, ce
sont des dérivés de l'acide bétalamique, que 1’on retrouve sous forme de sels internes

dans les vacuoles des cellules végétales (Damodaran, 2007).

La bétalaine est un colorant qui n’a montré aucune réaction allergique (Kuramoto
et al, 1996). Leur utilisation est particulierement convenue dans les produits
alimentaires acides comme les produits laitiers, ou la coloration avec les anthocyanines

n'est pas stable (Stintzing et Carle, 2004).
On distingue deux sous-groupes de bétalaines (Hibiscus, 2019):

e Des bétacyanines essentiellement constitué de pigments de couleur rouge a

violet, tel que la bétanine ou I’isobétanine.

e Des bétaxanthines, comprenant des pigments de couleur jaune a orange dont

I’indicaxanthine (un des principaux pigments colorés de la betterave).

E
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IV.2. DAUCUS CAROTA L.

La carotte, Daucus carota L. (Fig. 8) est le principal légume-racine cultivé dans
le monde aprés la pomme de terre (Villeneuve et al, 1992). C'est une plante bisannuelle
des climats tempérés appartenant a la famille des Apiacées, anciennement appelée

ombelliféres (Downie et Katz-Downie, 1996).

Figure 08: Aspect morphologique de carotte (Photo Personnel, 2021)
IV.2.1. Etude botanique
Nom scientifique: Daucus carota
Noms vernaculaires:
Carotte (Francais)
Carrot (Anglais)
Zaroudia, 425, 4t ) 3> (Arabe)
Carotii (Bambara)
1V.2.2.Systémique

Tableau 2: Etude systématique de Daucus carota L. (Botineau, 2010).

Empire Eukaryota
Régne Plantae
Sous-régne Viridaeplantae
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Embranchement

Tracheophyta

Sous-embranchement

Euphyllophytina

Infra-embranchement

Radiatopses

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Cornidae
Superordre Aralianae
Ordre Araliales
Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae
Tribu Caucalideae
Genre Daucus

Espece Daucus carota L

IV.2.3. Synonymes

- Daucus sativus.

- Daucus azoricus.

1V.2.4. Description morphologique

Le Plante: DC est une plante de taille moyenne (0,6 a 2 m au moment de la

floraison).Nous la connaissons pour sa racine pivotante développée en organe de réserve

charnue, cassante, pigmentée (rarement blanche), agréable au goGt et non ramifiée (en

sol meuble, sans obstacle) (Reduron, 2007).

Les feuilles: Les feuilles sont minces, souvent mates, avec un pourtour

triangulaire Elles sont trés divisees-pennées, a divisions écartées trés allongées, étroites,

linéaires ou lancéolées-linéaires (Reduron, 2007).
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Les fleurs (Fig. 9): Les inflorescences sont constituées de grandes ombelles
composées de fleurs blanches jaunatres, allogames et protandres, regroupées en
ombellules. Chaque fleur est constituée de cing sépales, cing pétales, cinq étamines et

deux carpelles (Tirilly et Bourgeois, 1999).

Figure 09: Les fleurs de Daucus carota L. (Bach et al., 1979)

Les graines (Fig. 10) : Le fruit (communément appelé graine de facon abusive)

est un diakéne albuminé de forme elliptique (Tirilly et Bourgeois, 1999)

Figure 10: les graines de Daucus carota L. (Latreche et Chaabane, 2020)

IVV.2.5. Description génétique

C'est une plante diploide et possede 2n = 18 chromosomes (Chaux et Foury,
1994). Son génome a une taille de 473Bp (génome haploide) (Arumuganathan et
Earle, 1991).
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I1V.2.6. Utilisations
% Comme plante médicinale

En raison de ses propriétés hypolipidémique, antinoceptive et anti-

inflammatoire, antioxydants, les carottes sont utilisées en médecine traditionnelle

analgesique :

>

Plusieurs études épidémiologiques ont montré une corrélation négative entre la
consommation de carotte et I’apparition de certains cancers, certaines maladies
cardiovasculaires et les maladies liées au vieillissement comme la cataracte (Cao
et al, 1998 ; Koca et al, 2007).

Renforce I’action du foie, la sécrétion d’urines. La vitamine A contenue
améliore la vision. La racine est un traitement des oxyures chez 1’enfant. Les
feuilles sont un bon diurétique, sont utilisées contre les cystites, soignent les
troubles digestifs et atténuent les flatulences. Les graines stimulent les regles, les

flatulences et soignent les troubles digestifs (Chevallier, 1996).

Les caroténoides contenus dans la plante de carotte participent dans la lutte
contre le cancer des poumons, du sein et de la prostate, des tumeurs de

’estomac, de ’intestin ou de I’oseophage (De Groot, 1998).

La consommation de la carotte augmentait la capacité antioxydante et le taux de
la vitamine E dans le sang (Nicolle et al, 2003).

La carotte est vivement recommandée durant la grossesse pour sa richesse en

caroténoides car les besoins sont accrus durant cette période.

Le carotene et Les oléorésines sont des extraits de Daucus carota L pour les

industries pharmaceutiques et cosmetiques (Doré et Varoquaux, 2006).
1VV.2.7.Les principaux colorants:
Les pigments présents dans les carottes sont appelés caroténoides.

a caroténe : ce pigment jaune orangé constitue environ 15% des hydrocarbures

des carottes.
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B caroténe : ce pigment jaune orangé constitue environ 85% des hydrocarbures
des carottes Qualifié de provitamine A, c'est une molécule dite "anti-radicaux” qui

aurait un role dans la prévention des cancers et des maladies cardio-vasculaires.

Y caroténe : Ce pigment jaune orangé constitue environ 0,1% des hydrocarbures
des carottes (Aurore, 2008).
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I.MATERIELS ET METODES
« Cadre de la zone d'étude

Les travaux que nous avons menés, ont été effectués au sein des laboratoires de
I’Institut des sciences et de la technologie centre universitaires Abdelhafid Boussof-

Mila, et aussi le laboratoire des analyses médicales MIROUH a Ferdjioua.

L’objectif de notre travail est porté sur I’étude phytochimique de deux plantes
utilisées comme colorants naturels et la comparaison de leurs activités biologiques

(antioxidante, et antibactérienne) avec ceux de quatre colorants synthétiques azoiques.
% Type et période d’étude
Nous avons effectué une étude qui s’est déroulée du 21 avril au 6 juillet 2021
I.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude est : Daucus carota L. et Beta

vulgaris L. (Fig. 11), la partie souterraine a fait I’objet de notre investigation.

Daucus carota Beta vulgaris

Figure 11: Le matériel végetal utilisé (Photo personnelle, 2021)

Les deux plantes sont coupée finement et séchées a une température ambiante
dans 1’étuve (annexe | ) pendant 24 heures, Aprés séchage les organes sont broyés et

mise en poudre a 1’aide d’un moulin a café électrique, La poudre obtenue a partir de
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chaque espéce est stockée dans des bocaux fermés et bien conservée a 1’abri de la

lumiére jusqu'a son utilisation pour éviter la perte des substances actives (Fig. 12).

Daucus carota L. Beta vulgaris L.

Figure 12 : Préparation du matériel végétal (broyage et tamissage) (photo personnelle,
2021).

1.2. Screening phytochimique :

Le screening phytochimique est une technique qui permet de mettre en évidence
la présence ou l'absence d’un certain nombre de groupes chimiques contenus dans un

organe végétal.
1.2.1. Préparation des extraits végétaux :
A. Préparation de I’extrait éthanolique

50g de la poudre de chaque espece (Beta vulgaris L., Daucus carota L.) a été
macéré dans 250 ml d’éthanol (807) sous agitation mécanique a une température
ambiante pendant 3 jours, le produit obtenu est filtré par papier filtre de type Whatman,
et apres, le filtrat obtenu est conservé dans un flacon en verre fermé hermétiquement et

stocké a I’abri de la lumiére jusqu’a utilisation.
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B. Préparation de I’extrait chloroformique

Une quantité de 1g du matériel végétale a été melangée avec 10 ml de
chloroforme. Suivi par le chauffage au bain marie pendant 3 min puis une filtration a

chaud et ajustement du volume a 10 ml.
1.2.2. Identification des groupes chimiques a partir de I’extrait éthanolique
e Recherche des flavonoides

Ajouter a 5 ml de I'extrait a tester, quelques gouttes d'HCI et quelques copeaux de
magnésium. L'apparition de rose, de rouge ou de jaune prouve la présence de
flavonoides (Trease et Evans, 1987).

e Recherche des alcaloides

Le test est réalisé par la réaction de précipitation avec le réactif de Wagner.
Ajouter 20 ml de I'extrait a 5 ml d'acide chlorhydrique HCI (10 %) et chauffer dans un
bain marie, ajouter la solution d'hydroxyde dammonium (10%) jusqu’a obtenir un

milieua PH = 9 puis extraire a I'éther.

Utilisez ensuite un appareil « évaporateur rotatif » (annexe 1) pour concentrer
I’extrait obtenu, Dissoudre le résidu dans 5 ml HCI (2%) et utiliser quelques gouttes de
Wagner I’apparition d’un précipité brun, indique la présence d'alcaloides (Memelink et
al., 2001).

e Recherche des stérols

Dans un bécher, ajouter 5 ml d'extrait a analyser ; 5 ml d'anhydride acétique puis
5 ml Chloroforme; utiliser une pipette et ajouter 1 ml d'acide sulfurique (H,SOy)
concentré¢ au fond du bécher sans remuer, laissé¢ reposer 20 min. La formation d’un
anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et une coloration violette

de la couche surnageant révélent la présence de stérols (Trease et Evans, 1987).
e Recherche des coumarines

Faire tremper 20 g de la poudre dans 40 ml d'éthanol pendant 2 a 3 heures. Aprés
maceration Filtrer et ajouter 5 ml de KOH (10 %) et 5 ml de HCI (10 %) aux 5 ml de
filtrat. Des précipitations brun-rouge indiquent la présence de coumarine (Trease et
Evans, 1987).
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e Recherche des glycosides

Pour détecter ces molécules, mélangez 1 ml d'extrait brut avec 2 ml d'eau Aprés
distillation, prélever 20 gouttes de liqueur de Fehling et le chauffer & 70°C au bain-

marie la formation d’un précipité rouge brique indique la positivé du test (Trease et

Evans, 1987).
e Recherche des anthocyanes

A 5 ml d’extrait aqueux on ajoute 5 ml d’acide sulfurique (H2SOj) puis 5 ml
d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue
violacée en milieu basique témoigne de la présence d’anthocyanes (Mibindzou

Mouellet, 2004).
e Recherche des tanins

1 ml de l'extrait d'alcool a été ajouté a 2 ml d'eau distillée suivi par 1’addition de 2-
3 gouttes de la solution de FeCl; 1 %. L'apparition d'une couleur verte ou bleu-vert
indique la présence de tanins. L’apparition d’une couleur verte indique tanins
catéchiques et bleue noiratre indique tanins gallique. (Trease et al., 1987 ; Douhou et
al., 2003).

e Recherche des stéroides

Dans un bécher, on introduit 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml de I’extrait, qui
sont reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H,SO4 concentré.
L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction

positive (Harborne, 1998).
1.2.3. Identification des groupes chimiques a partir de chloroforme :
e Recherche des Anthraquinones libres
On introduit dans un tube a essai 1 ml d’extrait chloroformique et 1 ml de

NH4OH dilué. La coloration plus ou moins rouge aprés agitation de la solution indique

la présence d’anthraquinones libres (Diallo, 2000).

3



MATERIELS

PARTIE EXPERIMENTALE | ET
METODES

e Recherche des quinones

29 de la poudre humectés par 2 ml de HCI + 20 ml de chloroforme pendant 3
Heures. Le filtrat est agité avec 5 ml d’ammoniaque. Une coloration rouge indique la

présence des quinones (Afaq et Malik, 2005).

1.2.4. Identification des groupes chimiques a partir de I’extrait
méthanolique :

e Recherche des terpénoides

Ajouté a 2,5ml de I'extrait méthanolique, 0,4ml de chloroforme et 0,6ml de l'acide
sulfurique concentré. La formation d'un anneau marron-rouge a l'interphase, indique la

présence des terpénoides (Trease et Evans, 1987).

e Recherche des saponosides

29 de la poudre a été macéré dans 80 ml d'eau distillé pendant quelques minutes,
apres filtration et agitation, I’apparition d'une mousse persistante dans le milieu prouve

la présence des saponosides (saponines) (Kalla, 2012).
1.3. Etude de ’activité anti-oxydante :

Dans notre étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro des
différents extraits (Extrait méthanolique, extrait aqueux, colorants synthétiques) est

réalisée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH.
s Test de DPPH
& Principe

Le DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrayl), un radical libre de couleur violette,
est réduit en présence de composés anti-radicalaires (Molyneux, 2004).

©\ /N.
N

NO.

NO:

Figurel3: Structure chimique du radical libre DPPH (2,2 DiPhenyle-1-Picryl- Hydrazyle)
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1.3.1. Préparation de I’extrait méthanolique des deux plantes étudiées

10g de la poudre sont ajoutés a une solution de 100 ml de méthanol 70 % (70 ml
méthanol + 30 ml eau) sous agitation mécanique a une température ambiante pendant 2

jours, ensuite le mélange a été filtré a I’aide d’un papier filtre.

Le filtrat est soumis a une évaporation par le rota vapeur. Le produit obtenu est

ensuite conservé dans une boite de pétri en verre jusqu’a utilisation.

1.3.2. Préparation de I’extrait aqueux des deux plantes étudiées

10g de la poudre est macéré dans 100 ml d’eau distillé, sous une agitation
mécanique pendant 24 heures, a 1’aide d’un papier filtre de type Whatman on fait la

filtration.
1.3.3. Préparation des solutions méthanoliques des colorants synthétiques:
Dans cette étude on a utilisé quatre colorants qui sont présenté dans le tableau 3 :

Tableau 3 : Code, nomenclature, formule et structure chimique des deux

colorants synthétiques (Bougueria H et al, 2013).

Colorants | Code Nomenaclature Structure chimique
CLR1 NH,SO,+NOH | (E)-4-(3-quinolin-4olazo) NH2
benzenesulfonamide 0=s=o0
N\N
‘ \ OH
N
CLR2 NH2+p (E)-1-(phenylazo)-2-naphtol
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CLR3 3COCH; (E)-1-(3-aceto

phenylazo)-2-naphtol

CLR 4 NH,SO,+8 (E)-4-(2-naphtolazo) Nz

benzenesulfonamide

¢+ Mode opératoire

Prendre une quantite (Fig.14) de chaque colorant, ajouter 50ul de méthanol et
compléter le volume par le méme solvant jusqua 5 ml. Puis prendre 50ul de cette

solution mere et compléter le volume jusqu'a 5ml par le méthanol.

L’absorbance des quatre colorants est ensuite lue a 510 nm par un spectrophotomeétre

UV/visible (Bougueria H et al, 2013).
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CLR1 (1, 24 mg)

CLR2 (1, 64 mg)

CLR3 (1,45m
( 9) + 5 ml de méthanol

\C LR4 (1,635mgq) / jusqu’a dissolution

50ul de solution meére et
compléter le volume

jusqu'a Sml par le solvant.

Lecture 4 510 nm

Figure 14 : Protocole de dilution des colorants (Bougueria H et al, 2013).
1.3.4. Préparation de la solution DPPH

0.004g de DPPH a été dissous dans 75 ml de la solution méthanolique (52,5 ml
méthanol + 22,5ml eau distillé), La solution a été incubée a 1’obscurité pendant 24h

sous agitation mécanique (Fig. 15).

Figure 15: Préparation de la solution DPPH (Photo personnelle, 2021)
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1.3.5. L’activité antioxydante des extraits méthanolique et aqueux
%+ Mode opératoire

L’activité antioxydante des deux extraits : méthanolique et aqueux du Beta
vulgaris L. et Daucus carota L. et les colorants synthétiques (Fig.16), ainsi que du
standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évalué a I’aide d’un

spectrophotomeétre (annexe 1).

(0,1; 0,2;0,3) ml de
I’extrait.
Compléter le volume
Jusqu’a 3ml par solvant.

Ajuster du 1ml de

DPPH.

Incubation a I’obscurité

30 min et 45 min.

Lecture a 517nm

Figure 16 : Protocole d’évaluation de 1’activité anti-oxydante (Ammar et al, 2009).
1.3.6. Expression des résultats

La capacité de piégeage du radical libre est calculée a travers le pourcentage
d’inhibition :

Le pourcentage d’inhibition = {(Abs contrdéle - Abs test) / Abs contréle} x 100

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.
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Abs contrdle: Absorbance de la solution DPPH.
ADbs test : Absorbance de I’extrait.

1.3.7.Calcul des ICsy (ECsp)

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur 1Csy qui est la concentration

de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH.

Les ICsp sont calculées a partir de 1’équation des graphes tracés ; pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’extrait testé et le standard

utilisé dans I’é¢tude  (y = ax + b) (Bouras et Houchi, 2013), Tels que :
y = 50% (pourcentage de reduction de DPPH).
x = 1Csp (la concentration inhibitrice en extrait et de I’acide ascorbique).

Il faut rappeler que plus la valeur d'ICsq est basse, plus I'activité antioxydante des
extraits est grande.

1.3.8. Méthodes d’analyses statistiques :

On a réalisé des analyses statistiques descriptives, multidimensionnelles et
décisionnelles avec logiciel SPSS version 21 (Statistical Package for the Social

Sciences) Pour chacun des parameétres étudiés (moyenne, EcartType..).

Pour tester ’effet de ces parametres sur l'activité antioxydant des deux extraits
étudiés (méthanolique et aqueux), on a procédé a une analyse de variance a deux
facteurs; le seuil de signification retenu est P < 0,05, la comparaison des moyennes a été

effectuée par le test LSD.
|.4. Etude de ’activité antibactérienne :

L’étude de I’activité antibactérienne in vitro a été effectuée au laboratoire des

analyses médicales Dr MIROUH- Ferdjioua dans des conditions d’asepsie rigoureuses.
1.4.1.Méthode utilisée

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé a effet
antibactérien en milieu solide dans une boite de Pétri. L’activité antibactérienne des
extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé (Parekh et
Chanda, 2007 ; Duraffourd et Lapraz, 2002).
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1.4.2. Microorganismes utilisées

Trois souches bactériennes ont été testées : Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus, ce sont des souches cliniques ramenées du laboratoire
microbiologie de Dr. MIROUH.

1.4.3. Stérilisation du matériel

Le matériel (les pinces, les embouts, les tubes, les disques en papier wathman
enrobés dans du papier aluminium), les solutions, et les milieux de cultures doivent étre

stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 20 minutes.
1.4.4. Préparation de ’inoculum bactérien

Chaque souche a été repiquée par la méthode des stries sur une gelose nutritive
pour obtenir des colonies isolées, Aprés incubation a 37°C pendant 18 & 24 h pour
obtenir une culture jeune, on a choisi des colonies bien isolées avec une anse de platine
et les transférées dans des tubes contenant de 1I’eau physiologique stérile afin d’avoir des
suspensions microbiennes ayant une DO de 0.08 a 0.10 a 625 nm qui est mesurée a

I’aide d’un densitometre.
1.4.5. milieux de cultures
Nous avons utilisé les milieux de cultures suivants (Annexe 1) :
e Mueller Hinton (MH)
e Gélose Nutritive (GN)
e L’eau physiologique
1.4.6. Préparation des dilutions des extraits

L’extrait méthanolique de Béta vulgaris L. et Daucus carota L. et aussi les
quatre colorants synthétiques sont dilues avec le diméthyl sulfoxyde (DMSQO) dans des
tubes eppendorfs. Les concentrations des extraits sont réalisees selon les méthodes

suivantes :

e Solution mére SM : 100 mg de I'extrait méthanolique /Colorants synthétiques
dans 1ml de DMSO (100%)

e S):0,5ml d’extrait de SM avec 0.5ml de DMSO (50%).
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e SY: 0.5ml d’extrait de S%2 avec 0.5ml de DMSO (25%).
e S%:0.5ml d’extrait de S¥% avec 0.5ml de DMSO (12.5%).

e Sine:0.5ml d’extrait de Sy/g avec 0.5ml de DMSO (6.25%).
1.4.7. Ensemencement et dep6t des disques
» Ensemencement

L’ensemencement est réalis¢ par écouvillonnage sur boites Pétri, ensuite on a
trempé un écouvillon dans la suspension bactérienne, Aprés 1’ajustement de DO, puis
I’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube, et on Frotter I'écouvillon
sur la surface gélosée entiére a trois répétition et en tournant la boite a 60°C apres
chaque application pour bien distribué 1’inoculum. Recharger I'écouvillon a chaque fois
qu’on ensemence avec la méme souche plusieurs boites. Enfin, on a écouvillonné la

zone périphérique de la gélose.

Toutes les boites sont incubées a 1’étuve a température de 37°C pendant 18-24

heures.
> Dépodt des disques

Des disques de papier Wathman stériles (3 mm de diamétre) stériles imprégnés
de concentrations croissantes d’extraits repris avec le DMSO (10ul par disque a ’aide

d’une micro pipette) ont ét€¢ déposés délicatement sur la surface de la gélose.
1.4.8. Lecture

La lecture des résultats a été faite en mesurant le diamétre de la zone

d’inhibition a I’aide d’une régle, autour des disques.
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I.LRESULTATS ET DISCUSSION
1.1. Screening Phytochimique

Les Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les deux espéces est dans le

tableau suivant :

Tableau 4: Screening phytochimique de la partie aérienne des especes etudiées.

Espéces Daucus carota L. Beta vulgaris L.

Testchimique

Flavonoides +++ ++
Alcaloide - +
Quinone +++ -
Tannins +++ -
Stérols +++ ++
Saponine ++ 4+
Terpénoides +++ ++
Stéroide - -

Anthraquinone - -

Glycoside +++ -
Coumarine - -
Anthocyane - -
+++: Forte abondant ; ++: Présence; - : Non détecté
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Les résultats de I'analyse phytochimique effectuée sur les différents extraits :
aqueux, et méthanolique de Beta vulgaris L. ont montré la présence de plusieurs
composés bioactifs : alcaloides, flavonoides, stérols, saponines, terpénoides alors que
les Anthraquinones, glycosides et les tannins sont absents, Ces résultats s’accordent
avec ceux de Nilesh k, et abhay k (2012) et de Sidra Rehman et al (2020) ; Nidhal K.
Maraie et al (2014) ; Lembong E(2019).

Concernant la plante Daucus carota . Les résultats du criblage phytochimique

montrent une forte présence des :

Flavonoides, terpénoides, stérols, glycosides, quinones, tannins, et une présence

en quantité minime, des saponines.

La présence des anthocyanes, les anthraquinones libres, coumarines, stéroides ne

sont pas observés.

Notons enfin, I’absence totale des alcaloides dans cette espece. On s’apergoit que
la présence des flavonoides, stéroide, terpénoides, tannins, saponines, quinones, et

I’absence des alcaloides, anthraquinone libres sont accordé avec Ayeni EA et al (2018).

Contrairement a ce qui obtenu par Almaimoune Maiga (2014), qui a noté une

présence des alcaloides, et absence des saponines.
1.2. Etude de ’activité anti-oxydante :

La capacité antioxydant de I’extrait méthanolique et aqueux de Beta vulgaris L.
et Daucus carota L. les quatre colorants : ((E)-1-(phenylazo)-2-naphtol)), ((E)-4-(3-
quinolin-4 olazo) benzenesulfonamide),( (E)-1-(3-aceto phenylazo)-2-naphtol), (E)-4-
(2-naphtolazo)benzenesulfonamide), et le standard (acide ascorbique) testé vis-a-vis du
radical DPPH a été déterminée a partir de 1’ICso dans deux temps différents et avec trois

dilutions.
> Calcul des ICxg

C’est la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical de DPPH,
en comparaison avec le résultat de ’activité antioxydante de I’acide ascorbique. Les
valeurs des ICso trouvées pour les différents extraits testés sont representées dans

I’annexe Il.
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1.2.1.Résultats:

1.2.1.1. Analyse des effets des parametres étudiés sur I’ICs

Afin d’évaluer I’effet d’extrait et du temps sur la variable mesurée (ICsp), les
résultats des analyses sont exposés a une analyse de variance a un facteur étudié. Les

carrés moyens des écarts des parametres mesurés sont représentés dans le tableau 5 :

Tableau 5 : Carrés moyens des écarts des moyens des parametres mesureés sur

ICs0
Source Somme des ddl Moyenne des D Sig.
carrés de type carrés
i
Modeéle corrigé 26,054 15 1,737 9,435 | 0,000
Ordonnée & 111,090 1 111,090 | 603,444 | 0,000
I'origine
Extrait 22,328 7 3,190 17,327 | 0,000
Temps 1,293 1 1,293 7,026 | 0,012
Extrait * Temps 2,433 7 0,348 1,888 | 0,104 ™
Erreur 5,891 32 0,184
Total 143,035 48
Total corrigé 31,945 47

a. R deux = 0,816 (R deux ajusté = 0,729)

““La corrélation est hautement significative a p<0,01,
" La corrélation est significative & p<0,05

" La corrélation est non significative a p >0,05

A la lumiére des résultats présentés dans le tableau on enregistre un effet extrait trés
hautement significatif a p <0,01sur la concentration nécessaire en extrait pour réduire
50% du radical DPPH et un effet non significatives a p >0,05 pour les deux autres
parametres (Extrait *Temps).et un effet significatives a p<0,05 pour le parametre

(Temps).
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1.2.1.2. Effet extrait sur I’'ICsg

Les résultats liés a ce paramétre montrent que les valeurs d’ICsg se différent d’un
extrait a I’autre. La comparaison des moyennes basee sur le test LSD indique que
I’extrait méthanolique et aqueux de Beta vulgaris L. le colorant 2 et le colorant 4
forment un groupe tres similaire, qui se caractérise par une activité antioxydant
moyenne avec une valeur d’ICso de 1.64mg/ml et 1.63mg/ml 1.74mg/ml

respectivement.

Le colorants let le colorant 4 ainsi 1’extrait méthanolique et aqueux de Beta
vulgaris L. forment une groupe similaire avec une valeur d’ICsg de 0.88 mg/ml ,1.74

mg/ml, 1.64mg/ml et 1.63mg/ml respectivement.

L’extrait méthanolique de Daucus carota L. et le colorant 3 forment un groupe
similaire qui se caractérise par la plus faible activité antioxydant avec une valeur

moyenne d’ICsg 2.22mg/ml et 2.48 mg/ml respectivement.

Alors que I’ASC marque la valeur la plus petite d’ICso enregistrant ainsi une
moyenne de 0,002 mg/ml (Tableau 6) ce qui traduit une importante activité
antioxydant.

Tableau 6 : Effet extrait sur ICsg.

ICs0
Moyenne | Ecart-type | Maximum | Minimum

EXM BV 1,64° 0,38 2,13 1,20
EXA BV 1,40° 0,56 2,10 0,66
EXM DC 2,22° 0,69 3,01 1,44
EXADC 0,18° 0,10 0,34 0,06
Extrait CLR1 0,88° 0,35 1,39 0,56
CLR2 1,63° 0,64 2,40 0,78
CLR3 2,48" 0,61 3,53 1,82
CLR4 1,74° 0,29 2,19 1,34
ASC 0.002° 0.002 0.002 0.002
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CLR1:

(phenylazo)-2-naphtol, CLR3:

(2-naphtolazo) benzenesulfonamide.

1.2.1.3. Effet temps sur PAAO

(E)-4-(3-quinolin-4 olazo) benzenesulfonamide , CLR2:
(E)-1-(3-aceto phenylazo)-2-naphtol, CLR4:

(E)-1-
(E)-4-

La concentration inhibitrice la plus élevée est enregistrée dans le temps 30 min

avec une valeur moyenne de 1,69 et la plus faible valeur d’ICsg est enregistree dans le

temps 45min avec une valeur moyenne de 1,36. (Tableau 7) :

Tableau 7 : Effet Temps sur 1Csg

ICso
Moyenne | Ecart-type | Maximum | Minimum
30min 1,69 0,96 3,53 0,12
Temps
45min 1,36 0,65 2,54 0,06
1.2.1.4. Effet interaction extrait /temps sur ICs (Tableau 8)
Tableau 8 : Effet interaction extrait /temps sur 1Csg
ICso
Moyenn | Ecart- Maximu | Minimum
e type m
Exm BV | 1,67° 0,44 2,13 1,26
EXA BV 1,49° 0,74 2,10 0,66
exmbpc | 257° 0,69 3,01 1,78
somin | Extra EXA DC 0,21° 0,11 0,34 0,12
CLR1 0,61° 0,07 0,69 0,56
CLR?2 2,04 0,32 2,40 1,77
CLR3 2,93 0,52 3,53 2,62
Temps i
CLR 4 1,96 0,20 2,19 1,81
EXM BV 1,60 0,40 2,00 1,20
EXA BV 1,32 0,45 1,83 1,00
s | exirait EXM DC 1,87 0,59 2,54 1,44
EXA DC 0,14 0,10 0,26 0,06
CLR1 1,15 0,27 1,39 0,85
CLR?2 1,22 0,64 1,95 0,78
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CLR3 2,04° 0,25 231 1,82
CLR 4 1,53 0,16 1,62 1,34

e Dans le temps 30 min :
L’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux de Beta vulgaris L. englobe un groupe
moins importants avec des valeurs moyenne de 1,67 mg/ml et 1,49 mg/ml
respectivement par rapport au standard ASC (acide ascorbique).

L’extrait aqueux du Daucus carota L. et le colorant 1 présentent un groupe

important aves des valeurs 0,21 mg/ml et 0.61 mg/ml.

Le colorant 2 et 4 englobe un groupe moins important avec des valeurs de 2,04
mg/ml et 1,96 mg/ml respectivement, suivi par un groupe faible qui rassemble le
colorant 3 et I’extrait méthanolique de Daucus carota L. aves des valeurs de 2,93mg /ml
et 2,57 mg/ml. (Tableau 8).

1.2.1.Disscussion

La valeur d'ICsp est liée a la capacité antioxydant d'un composé, plus I’ICsy est

faible plus I'activité antioxydant d'un composé est élevée (Villafio et al, 2007).

L’extrait méthanolique de Daucus carota L. possede une faible capacité
antioxydants avec une valeur moyenne d’I1Cso (2,22 mg/ml). Contrairement a 1’extrait

aqueux qui a une forte AAO avec une valeur d’ICsg (0.18 mg/ml).

Les résultats de I'effet de différent paramétre étudiés sur le pouvoir antioxydant
des extraits étudiés, montrent que Daucus carota L. présente une AAO faible a celle de
I'ASC qui démontre une 1C5,% de 0,002mg/mll.

Laterche et chababne, (2020) ont trouvés que 1’extrait aqueux de D.carota L. a
une capacité antioxydant tres importante. Ces resultats sont en accord avec nos résultats

de I’extrait aqueux.

Ayeni EA et al, (2018) ont trouvent une forte activité de I’extrait méthanoliques,
Ces résultats peuvent étre considérés comme tres éléve comparativement a celui que

nous avons obtenu.

Pour les résultats de 1’activité antioxydant de Beta vulgaris L. obtenu, I’extrait
aqueux et méthanolique a une faible AAO avec une valeur d’ICsy (1.40 mg/ml ;

1.64mg/ml,) respectivement.
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Edziri.H et al, (2019) ; montre que 1’extrait méthanolique de BV a une forte
activité.

Sheila J et al, (2017) ont trouvé que L'extrait méthanolique de betterave (Beta
vulgaris L), a montré une puissante activité de piégeage des radicaux libres.

Une étude de Saani M et al, (2017) ont trouvé que I’EXM BV a une forte AAO
de 1Cso de 0.128mg/ml.

Les pigments bétalaine ont récemment été classés comme une classe
d'antioxydants. De nombreuses études de recherche publiées montrent que la forte

propriété antioxydant de la betterave, attribuées a ses composés phénoliques. (Kapur et
al., 2012)

Dans une autre étude in vitro, un extrait éthanolique de B. vulgaris L. a été testé
pour sa capacité antioxydante en utilisant la méthode de piégeage des radicaux DPPH
avec les résultats comparés a l'acide ascorbique comme standard de référence. Les
résultats ont révélé la plus haute capacité antioxydante (90,9%) a des concentrations de
500 et 1000 pg/ml (EI Gamal et al, 2014).

Pour les quatre colorants synthétiques étudiés dans ce travail nos résultats de
I’activité antioxydante proche a qui se trouve par (BOUKERIA S et al),
(BOUGEURIA H.et al).

1.3. Etude de ’activité antibactérienne

Nous avons testé¢ l’action des extraits méthanolique de deux especes : Beta
vulgaris L. Daucus carota L. et de quatre colorants synthetiques : ((E)-1-(phenylazo)-
2-naphtol)), ((E)-4-(3-quinolin-4  olazo) benzenesulfonamide)) ,((E)-1-(3-aceto
phenylazo)-2-naphtol), (E)-4-(2-naphtolazo)benzenesulfonamide), vis-a-vis de trois

souches bactériennes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus.
1.3.1. Résultats de I’activité antibactérienne des extraits des deux especes

L’extrait méthanolique de chacune de deux espéces n'a aucun effet a I’encontre
des souches bactériennes testées. On remarque aussi I'absence de pouvoir inhibiteur du
témoin négative (DMSO).
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Les résultats de I’activité antibactérienne d’extraits issus de la plante Daucus

carota L. et la plantes Beta vulgaris L. sont représentés successivement dans le

tableau(9).

Tableau 9: Résultats de I’activité antibactérienne des extraits méthanolique en

utilisant la méthode de diffusion du disque.

Concentration de plante pour Dextrait
méthanolique en (mg/ml)
Extrait Souche
methanolique bactérienne 50 25 12.5 6.25 DMSO
=
] =
E. coli = - - - - -
5]
3
Daucus carota P. aeruginosa :E 3 3 a a 3
.E
=
Streptococcus = - - - - -
&
E. coli 5
' £
. =
Beta vulgaris P. aeruginosa = 3 3 3 3 3
Streptococcus - - - - -
Légende : (-) Non sensible  (+) Sensible  (++) Trés sensible

Les résultats de I’AAB de I’extrait méthanolique pour les deux plantes montrent

qu’il n’y a aucune zone d’inhibition autour des disques des souches testées avec toutes

les concentrations préparées (Fig. 17) et (Fig. 18).
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E.coli P, aeruginosa Streptococcus

Figure 17 : Effet de I’extrait méthanolique de Daucus carota L. sur les bactéries
étudiées (photo personnelle, 2021).

E.coli P, aeruginosa Streptococcus

Figure 18 : Effet de I’extrait méthanolique de Beta vulgaris L. sur les bactéries étudiées
(photo personnelle, 2021).

1.3.2. Résultats de ’activité antibactérienne des colorants synthétique
(azoiques)

L’effet des différentes dilutions de 1’extrait des quatre colorants synthétiques vis-
a-vis les souches testées est représenté dans le tableau (10).

Tableau 10: Résultats de I’activité antibactérienne des extraits de 04 colorants en

utilisant la méthode de diffusion de disque :
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CLR1 CLR2 CLR3 CLR4
Bacteries 50 | 25| 125 |6.25 |50 | 25 | 125 | 6.25 |50 | 25 | 125 | 6.25 | 50 | 25 | 12.5 | 6.25
E.coli - -] - - - - - - -+ - - - -] - -
P.aeruginosa | - | - | - - -] - - -1 - - -] - -
Streptococcus | - | - - - -1 - - - -1 - - - - - - -

CLR1: (E)-4-(3-quinolin-4 olazo) benzenesulfonamide, CLR2 : (E)-1-

(phenylazo)-2-naphtol, CLR3:  (E)-1-(3-aceto phenylazo)-2-naphtol, CLR4:  (E)-4-

(2-naphtolazo) benzenesulfonamide.

avec un diamétre de zone d’inhibition de 12mm (Fig.21).

Selon les résultats enregistrés (Tableau 10), nous ne soulignons que les colorants :

CLR1 (Fig.19) ; CLR2 (Fig.20); et le CLR 4 (Fig.22) ne présentent aucun effet
sur les bactéries testées.

On observe une activité sur E. coli du CLR 3 dans la concentration 25 (mg/ml),

» Colorant (E)-4-(3-quinolin-4 olazo) benzenesulfonamide

E.coli P. aeruginosa

Streptococcus

Figurel9: Effet de I’extrait de CLR1 sur les bactéries étudiées (photo

personnelle, 2021).
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» Colorant (E)-1-(phenylazo)-2-naphtol

P. aeruginosa Streptococcus

Figure 20: Effet de I’extrait de CLR2 sur les bactéries étudiées (photo

personnelle, 2021).

» Colorant (E)-1-(3-aceto phenylazo)-2-naphtol

E.coli P. aeruginosa Streptococcus

Figure2l : Effet de I’extrait de CLR3 sur les bactéries étudiées (photo
personnelle, 2021).
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» Colorant (E)-4-(2-naphtolazo) benzenesulfonamide

E.coli

P. aeruginosa Streptococcus

Figure22: Effet de I’extrait de CLR4 sur les bactéries étudiées (photo
personnelle, 2021).

1.3.3. Discussion:

L’activité antibactérienne de Daucus carota L. montre que 1’extrait méthanolique
n’a aucun effet inhibiteur sur la croissance des souches bactériennes testées
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,). Ces résultats se corroborent avec ceux de
(Ayachi, 2014) et (Latreche et Chaabane, 2020).

Pour I’espéce Beta vulgarisL. Rauha et al, (2000) ont testés I’activité
antibactérienne de I’extrait méthanoliques de B. vulgaris L. Et ils n’ont observés

qu’une faible activité a I’encontre de 1’Escherichia coli.

Koochak et al(2010) ont testés I’AAB de I’extrait éthanolique de B. vulgaris L. et

ils ont rapportés que 1’extrait ne possédait pas d’activité inhibitrice.

Sheila J et al, (2017) ont trouvés un effet inhibiteur maximale dans I’extrait

méthanolique se qui trouve trés controversé a nos résultats.

Ces résultats peuvent étre expliqués par I’absence des principes actifs doués d’une
activité antibactérienne. La membrane externe de I'enveloppe cellulaire des bactéries a
gram négatif constituer une barriére efficace a haut niveau de résistance (Kebili,

2016), I’utilisation des souches cliniques (résistantes)ou encore les condition de travail.

E
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DISCUSSION

Pour les quatre colorants synthétiques étudiés dans ce travail nos résultats sont
considérés comme premicres de ce genre, parce que 1’étude de I’activité antibactérienne

de ces quatre colorants n’a jamais fait 1’objet d’une publication.

E
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CONCLUSION

Ce travail est réalisé au Laboratoire de centre universitaire Abdelhafid Boussof-
Mila, et laboratoire d’Analyse DR.Mirouh dans le cadre de la valorisation des

substances naturelles.

L’objectif principal a porté sur 1’étude phytochimique de deux espéces Beta
vulgaris L. et Daucus carotta L.

Sachant que 1’¢tude bibliographique réalisée a montré que 1’on ne disposait que

de peu d’informations de nature chimique ou biologique sur ces espéces.

Dans une premiere partie, le screening phytochimique effectué, nous a permis de

mettre en évidence que :

» Ces plantes sont riches en flavonoides, saponosides, stéroles et terpénoides.
» Elles sont dépourvues de stéroide, anthraquinone libres, coumarines, et

anthocyanes.

Ces substances généralement responsables de certains Activités biologique des
extraits des plantes.

Dans une deuxieme partie, 1’évaluation de la capacité antioxydant a été

déterminée en utilisant le DPPH.

Par ailleurs, les résultats obtenus pour la mesure de 1’activité antibactérienne, en
utilisant la méthode de diffusion du disque indiquent que 1’extrait méthanolique de deux
especes et les colorants synthétiques ne possédent pas une activité antibactérienne sauf
le colorant (E)-1-(3-aceto phenylazo)-2-naphtol qui a une activité sur Escherichia coli

dans la concentration 25 (mg/ml), avec un diamétre de zone d’inhibition de 12mm.

Cette étude confirme bien la concordance entre 1’activité antibactérienne et
I’activité antioxydant. Sur I’ensemble des résultats obtenus, on pourrait conclure que ces
plantes peuvent  étre des sources naturelles de composés antioxydants et

antibactérienne.

Pour la suite, Il est souhaitable de mener une étude plus approfondie pour isoler et
caractériser les principes actifs responsables de ces différentes propriétés et afin
d’évaluer d’autres activités biologiques in vitro et in vivo de chacun de ces composés

pris séparément.
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2. Les produites chimique

Meéthanol Chloroforme

Ethanol Anhydride acétique
Acide chlorhydrique (HCI) Hydroxyde de potassium(KOH)
Copeaux de magnésium Liqueur de Fehling

lodure de potassium Ether de pétrole

Eau distillé Carbonate de sodium (Na,CO3)
Chlorure ferrique (FeCls) Acide ascorbique DPPH
Ammoniaque (NH4OH) L’eau physiologie
Acide Sulfurique (H2SO4) DMSO

Hydroxyde de sodium (NaOH) Muller-Hinton.

3. Les Verreries

Flacons verres a montre
Bécher micros pipettes
Erlenmeyer boites de pétri en verre
Entonnoi tube & essai

papier filtre tubes secs a bouchons
barreau magnétique pince

spatule boite de pétri.

pipettes portoirs
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4. Préparation des solutions pour I’analyse biochimique
4+ Ethanol 70%

ENANOL. ..o —— 70 ml
BAU QISHIIG. ... ettt e e 30ml

+ Méthanol 80%

MENANOL ..ot e e 80 ml
BAU QISTHIG. ... et 20ml

#+ Carbonate de sodium

Carbonate de SOUIUM ......coovviieeiceiiee e e s ebaee s 7,59
BaU diStillE......cooieieeeee s 100ml
+ DPPH
DPPH...oooceeeeeeeee s 0,004g
V1= (g P T IR 52,5 ml
BaUu diStillE......c.eeee e 22,5 ml

5. Composition des principaux Milieux de culture utilisés

+ Milieux liquides
Eau physiologique stérile
Chlorure de sodium (NaCL).......ccooiiiiiiii e 0,9¢
Eau distillée. ... ..o 100ml

4+ Milieux solides
Gélose Muller Hinton (MH)
Gélose Mueller Hinton poudre............oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 38¢g
Eau distillée. ... ..o 1L
6. Reéactifs utilisés pour le screening phytochimique :
» Reéactif de Wagner

10dUre de POLASSIUM.....cvviiiieciieiie et re e 20
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HCL (10%)
10ml HCl

0,5ml HCI

HCI (1%)

0,1 ml HC1 >

KOH (10%)

FeCls; (1%)
1g FeCl;
0,5 g FeC|3 )

NaOH (1%)
1g NaOH >
0,5g NaOH

NH,OH (10%)

90ml d’eau distillé.
4,5ml d’eau distillé.

99ml d’eau distillé.
9,9ml d’eau distillé.

100ml d’eau distillé.

Sml d’eau distillé

100ml d’eau distillé.
50ml d’eau distillé.

100ml d’eau distillé.
50ml d’eau distillé.

10mI NH,OH =)  90ml d’cau distillé.

0,5mI NH,OH =) 4 5ml d’eau distillé
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Annexe Il : AAO
» Extrait méthanolique du Beta vulgaris L

Tableau 1 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsy d’extrait méthanolique du Beta
vulgaris L dans les temps (30, 45).

Beta vulgaris L

Temps | Répétit | SO | Apsorbane | MM 1€ | ioveN | ECART
ion ation os ition % NE YPE
(mg/ml) %
. 0,1 0.111 87.66 | 1.258
1°7¢ 02 0150 | 83.33
0,3 0169 | 81.22 L 674333
. 0,1 0.119 86.77 0.3580040
2°Me ™02 0146 | 83.77 | 1633 35
E 0,3 0.162 82
S NRCH 0133 | 8522
3 0,2 0.153 g3 | 2132
0,3 0164 | 81.77
\ 0,1 0070 | 92.22
1°¢ o2 0091 | gogg | 1995
0,3 0110 | 87.77
sme 101 0.073 | 91.88 1,598 | 0,3241491
_ 2 0,2 0.084 90.66 | 1.508 43
é 0,3 0.124 86.22
@ \ 0,1 0.0696 | 92.26
M M2 0099 | 89 | 1201
0,3 0139 | 8455

» Extrait aqueux du Beta vulgaris L

Tableau 2 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsy d’extrait aqueux du Beta vulgaris L
dans les temps (30, 45).
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Beta vulgaris L
Temps | Répétit Concentr | Apcorbanc | !Mib- 11Cs0 | \igvEN | ECART
ion ation es ition % NE YPE
(mg/ml) %
. 0,1 0.170 81.11 | 2.095
1ere
0,2 0.186 79.33
0,3 0.198 78 1.485
. 0,1 0.168 81.33 0.6052409
2°Me ™02 0187 | 79.22 |1.70 99
E 0,3 0.203 77.44
S - 0,1 0.190 78.88 | 0.66
3 0,2 0.250 72.22
0,3 0.280 68.88
. 0,1 0.192 78.66 | 1.00
1°7€ 0.2 0212 | 76.44
0,3 0.250 72.22
\ o1 5201 s i1 1.318 (7).73681412
2°Me 02 0220 | 7555
£ 0,3 0.251 | 7222
L0 . 0,1 0.217 75.88
M 702 0218 | 7477 | 1834
0,3 0.244 74

» Extrait méthanolique du Daucus carota L

Tableau 01 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsp d’extrait méthanolique du
Daucus carota L dans les temps (30, 45).

Daucus carota L
Temps Repetition (Concentratio |Absorbance |Inhibition|ICsg MOYENNEECARTYP
n (mg/ml) S 20 20 E
lere 0,1 0.070 92.22
0,2 0.075 91.66 2.93
c 0,563333136
= 0,3 0.097 89.22 2 572333333
a 28me 0,1 0.056 93.77
0,2 0.071 92.11 3.01
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0,3 0.083 90.77
3eéme 0,1 0.075 91.66
0.2 0.090 o0 | L7177
0,3 0.120 86.66
1ére 0,1 0.092 89.77
0.2 0114 g733 | 144
0,3 0.145 83.88
2eme 0,1 0.081 91
£ 0,2 0.112 87.55 1.62
E ’ ' ' 1,8673333330,482687845
~ 0,3 0.129 85.66
3eme 0,1 0.131 85.44
0.2 0.148 8355 | 2042
0,3 0.157 82.55

» Extrait aqueux du Daucus carota L

Tableau 02 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsp d’extrait aqueux du Daucus
carota L dans les temps (30, 45).

Daucus carota
Temps|Répétition(Concentratio |Absorbance [Inhibitio |{ICsy MOYENN [ECARTYP
n S n % E E
(mg/ml) %
léere 0,1 0.303 66.33
0,2 0.317 64.77 | 0.337
0,3 0.442 50.88
£ 2eme 0,1 0.419 53.44
E 0.2 0456 | 4933 | 0185 | 510 1 090932200
™ 0,3 0.491 45.44
3éme 0,1 0.431 52.11
0,2 0.516 4266 | 0.120
0,3 0.579 35.66
lere 0,1 0.385 57.22
£ 0,2 0.387 57 | 0.259
0 0,3 0.487 45.88
2éme 0,1 0.447 50.33
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0,2 0.572 36.44 | 0.0992

0,3 0.674 25.11 0,14053333
3eme 0,1 0.495 45 3

0.2 0.533 40.77 | 0.0634

0,3 0.660 26.66

0,085034006

» Colorant NH,SO,+NOH

Tableau 03 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsg de Colorant NH,SO»,+NOH
dans les temps (30, 45).

CLR1-
NH,SO,+NOH
Tem | Répéti Corr]]i?rr:t;ﬂ;)o Absorban Inglr?m I%O MOYEN | ECARTYP
ps | tion g ces % NE E
‘ 0,1 0356 | 60.44
ere
1 0,2 0.370 | 58.88 | (690
03 0.388 | 56.88
\ 0,1 0.358 | 60.22
eme
8 2 0,2 0.393 | 56.33 | (556
0,3 0.396 0,009
, : 56 0,058177888
‘ 0,1 0361 | 59.88
eme
3 0,2 0.386 | 57.11 |g581
03 0.397 | 5588
1¢ére 0,1 0.225 75.33
0.2 0.239 | 7344 | 1216
0.3 0263 | 70.77
péme 0.1 0209 | 76.77 1,150333 | 0,2232940
0.2 0237 | 73.66
1.385 333 26
.fzs 0.3 0244 | 72.88
0.2 0241 | 73.22
0.3 0274 | 69.55
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» Colorant NH2+

Tableau 04 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsy de Colorant NH2+f dans les

temps (30, 45).
CLR2 - NH2+p
Temp| Répétitio %‘r’lr‘(‘;ﬁgm;' Absorbanc 'Tr‘l'&:t' ' | MOYENN| ECARTY
S n es E PE
\ 0,1 0159 | 82.33 | 1.960
16r¢ 0,2 0.181 | 79.88
0,3 0190 | 78.88
ame 0,1 0.148 | 8355
£ 0,2 0170 | 8111 | 1770 5043 0.26340969
s 0,3 0.184 | 7955 4
@ . 0,1 0140 | 84.44
3*Me ™52 0162 | 8311 | 2399
0,3 0177 | 8144
\ 0,1 0.158 | 82.44
16r€ 0,2 0.169 81.22 | 1.949
0,3 0.190 78.88
| | 01 | 0150 | 83
E 2 0,2 0201 | 77.66 | 091 | 4515 52024387
$ 03 | 0222 | 7533 | 9 O
R 0,1 0.137 84.77
3eme 0,2 0.159 82.33 | 0.777
0,3 0.2321 74.22

» Colorant 3COCHj;

les temps (30, 45).

Tableau 04 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsqde Colorant 3COCHS3 dans

CLR3 -3COCH3

Temp [RépétitioConcentratijAbsorbanc|inhibitiolCs, [MOYENNECARTY
S n on es n % E PE
(mg/ml) %
= S| 1lere 0,1 0.0460 | 94.88
£
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0,2 0.0574 | 93.62 [2.624
0,3 0.0782 | 91.31
28me 0.1 0.0556 | 93.82
0.2 oose7 | saze P | 29 0,4277997
0,3 0.0787 | 91.25 o7
3eme 0.1 0.0565 | 93.72
0,2 00660 | 9256 0%
0,3 0.0878 | 90.24
1ére 0.1 0.0561 | 93.76
0,2 0.0670 | 9255 [0
0,3 0.0981 | 89.1
28me 0.1 0.0578 | 93.57
£ 0,2 00765 | 915 [0%4 [2.0426666
- 67 0,2013708
~ 0,3 0.1035 | 885 57
3eme 0,1 0.0658 | 92.68 [2.31
0,2 0.0864 | 90.4
0,3 0.1005 | 88.83

» Colorant NH,SO,+p

Tableau 04 : Absorbance, les Inhibitions et les ICsy de Colorant NH,SO,+f dans
les temps (30, 45).

CLR 4- NH,SO,+p

Temp|Répétitio/ConcentratijAbsorbanc/inhibitio, 1Csy | MOYEN |[ECARTY
S n on (mg/ml) es n % NE PE
0)
lere 0,1 0.0350 96.11
0,2 | 0.0466 [94.82 2.19
£ 0,3 | 00749 91.67
= 2eme 0,1 0.0290 [96.77
0,2 | 0.0412 [95.42 18111 196 [0.1649868
0,3 0.0787 91.25 68
3eme 0,1 0.0380 [95.77
02 | 0.0501 [94.43 | 1.879
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0,3 0.0847 190.58

lére 01 0.0387 [95.7
0,2 0.0657 [92.7 1.618
0,3 0.0928 [89.68

45 min

2eme 01 | 00402 9553 01322346
0.2 | 00701 9221 1526 bt
03 | 00939 8956 [-621

3eme 0.1 | 00441 1951

0,2 0.0891 P0.1
0,3 0.1089 §87.9

1.339

Annexe III : Les pourcentages d’inhibitions
» Extrait méthanolique du Beta vulgaris L

e lere répétition dans 30 min

Beta vulgaris
89
88
&
87 y=-32,2x4 90,51
R2=0,9619
86
g & N
= 4 inhibition%
= 84
= —— Linéaire (inhibition%)
2 83 <¢
=
S a2
N Ne
80 : : ‘ |
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 1 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du BV.
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Beta vulgaris
88
87
y=-23,85x + 88,95
R?=0,9783

86

85
B3 o
= 4 inhibition%
S 34
g <& — Lindaire (inhibition%)
= 83
|
)

82 \0

81 : : : .

0 0,1 0,2 0,3 0.4
Concentration (mg/ml)

Figure 2 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du BV.

e 3éme repétition dans 30 min

Beta vulgaris

85,5

85

y=-17,25x + 86,78
84,5 R*=0,9733

84

83,5

83 O

82,5
82
e

81 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

4 inhibition%

Linéaire (inhibition%)

Inhibition %

Concentration (mg/ml)

Figure 03 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du BV.
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e 1ére repétition dans 45 min

Beta vulgaris

92,5

91,5 y=-22,25x + 94,407
o1 R? =0,9991

90,5
90 \\ & inhibition%
89,5

Linéaire (inhibition%)

89

Inhibition %

88,5
88

N

87,5 ‘ . : .
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Concentration (mg/ml)

Figure 04 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du BV.

e 2éme repétition dans 45 min

Beta vulgaris

93

y=-28,3x+ 95,247
92 * R2=0,9026

91

90

89 + inhibition%

88 —— linéaire (inhibition%)

Inhibition %

87

86 <

85 T T T )
0 0,1 0,2 0,3 04

Concentration (mg/ml)

Figure 06 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du BV.
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» Extrait aqueux du Beta vulgaris L

e lére répétition dans 30 min

Beta vulgaris
81,5
81 <@
y=-15,55x + 82,59
80,5 R?2=0,9931
80
R .
= 795 + inhibition%
=]
g 79 N — Linéaire (inhibition%)
-
£ 785
(o=
78 \
77,5 ; ; : ‘
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 07 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du BV.

o 2éme répétition dans 30 min
Beta vulgaris
82
81,5 Q
81 y=-19,45x + 83,22
80,5 RZ = 0,9976
80
s 79,5
, inhibition%
.E ‘\ 4+ inhibition%
= 79 —— Linéaire (inhibition%)
‘= 785
=
= 78
77,5 \.
77 T T T 1
0 0,1 0,2 03 04
Concentration (mg/ml)

Figure 08 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du BV.

e 3éme répétition dans 30 min
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Beta vulgaris
80
78 < y =-50x + 83,327
R? = 0,9646
76
e 74
= & inhibition%
2 n <& R
= —— Linéaire (inhibition%)
=
S 70
(== \‘
68
66 : : : .
0 0,1 0,2 0,3 04
Concentration (mg/ml)

Figure 09 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du BV,

e lere répétition dans 45 min

Beta vulgaris

80

79 ‘\ y=-32,2x+82,213
R?=0,9689
78 ’

77

76

4 inhibition%
75

Linéaire (inhibition%)

74

Inhibition %

73

72 <

?1 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Concentration (mg/ml)

Figure 10 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du BV.

e 2éme répétition dans 45 min
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Beta vulgaris
79
78 y=-27,2x + 80,583
‘\ RZ=0,9835
77
76
s &
= 75 ¢ inhibition%
S
:3 74 — Linéaire (inhibition%)
T 73
— \
72
71 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 11 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du BV.

o 3éme répétition dans 45 min
Beta vulgaris
76,5
76
0\ y=-15x+ 77,51
?525 RZ = 0,978
75
N &
S . e
o 145 4 inhibition%
=
Zg 74 — Linéaire (inhibition%)
s 735
oy
73 P
72,5 ; : . |
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 12 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du BV.

> Extrait méthanolique du Daucus carota L

e lére répétition dans 30 min
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Daucus Carota

93

92,5

® y=-15x+ 94,033
97 R?=0,8842

91,5

91 @ inhibition%

90,5 —— Linéaire (inhibition%)

90

Inhibition %

89,5

-
8 9 T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4

Concentration (mg/ml)

Figure 13 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du DC.

e 2eme répétition dans 30 min

Daucus Carota

94
93,5 ‘\
y=-15x+ 95,217
93 RZ = 0,9962
e 925
= \\ + inhibition%
g 92
E —— Linéaire (inhibition%)
= 915
=
=
91 \’
90,5 : : : ‘

0 0,1 0,2 0,3 0,4

£ 2

Concentration (mg/ml)

Figure 14 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du DC.
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3eme repétition dans 30 min

Inhibition %

Daucus carota
93
92 y=-25x+ 94,44
R?2=0,9637

91

90

inhibition%
89
—— Linéaire (inhibition%)

88

87

86 T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 15 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du DC.

Inhibition %

o 1ére répétition dans 45 min
Daucus Carota
91
90 0\ y =-29,45x + 92,883
39 R2 =0,9903
88
87 < & inhibition%
86 Linéaire (inhibition%)
85 \
84 ¥
83 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 16 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du DC.
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2eme repetition dans 45 min

Daucus Carota
92
91 -
y=-26,7x+93,41

90 R?=0,9723
£ 89
= ¢ inhibition%
=]
= 88 P,
= » —— Linéaire (inhibition%)
=
S 87
(==

86 \?

85 T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 17 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du DC.

o 3éme répétition dans 45 min

Daucus carota

86

85,5
y=-14,45x + 86,737
85 R? =0,9694

84,5

84 inhibition%

83,5

Linéaire (inhibition%)

83

Inhibition %

82,5

82 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Concentration (mg/ml)

Figure 18 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait méthanolique du DC.
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Extrait aqueux du Daucus carota L

1ére répétition dans 30 min

Inhibition %

80

70

60

50

40

30

20

10

y=-77,25x+ 76,11

2 _
Daucus carota R®=0,8249

inhibition%

—— Linéaire (inhibition%)

0,1 0,2 0,3 0,4

Concentration (mg/ml)

Figure 19 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du DC.

2eme répétition dans 30 min

Inhibition %

54

53

52

51

50

49

48

47

46

45

Daucus carota

y =-40x + 57,403
R?=0,9997

inhibition%

—— Linéaire (inhibition%)

P

0,1 0,2 0,3 0,4

]

Concentration (mg/ml)

Figure 20 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du DC.
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e 3eme répetition dans 30 min
y =-82,25x+ 59,927
Daucus carota R?=0,9927
60
50
40
S
= 30 inhibition%
=]
£ — Linéaire (inhibition%)
S 20
=
=
(R
10
0 T T T 1
0 01 02 03 0,4
Concentration (mg/ml)
Figure 21 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des
différentes concentrations d’extrait aqueux du DC.
e lere repétition dans 45 min
y = -56,7x + 64,707
Daucus carota R?=0,7645
70
60
50
s 40
o inhibition%
2 30
= —— Linéaire (inhibition%)
=
2 20
=
(=]
10
0 T T T 1
0 0,1 0,2 03 0,4
Concentration (mg/ml)

Figure 22: Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du DC.
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e 2eme répetition dans 45 min
Daucus carota y=-126,1x + 62,513
R? =0,9966
60
50
40
s \
= 30 inhibition%
=]
E —— Linéaire {inhibition%)
S 20
=
=
[
10
0 T T T 1
0 0,1 0,2 0.3 0,4
Concentration (mg/ml)
Figure 23 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des
différentes concentrations d’extrait aqueux du DC.
e 3eme répétition dans 45 min
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Figure 24 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations d’extrait aqueux du DC.
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» Colorant (E)-4-(3-quinolin-4olazo) benzenesulfonamide

« 1ére répétition dans 30 min
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Figure 25 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR1.

e 2eme répétition dans 30 min
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Figure 26 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de colorant CLR1.
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e 3eme répétition dans 30 min
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Figure 27 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR1.

e lere répétition dans 45 min
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Figure 28 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR1.
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e 2eme répétition dans 45 min
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Figure 29 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR1.

e 3éme répétition dans 45 min
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Figure 30 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR1.
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» Colorant : (E)-1-(phenylazo)-2-naphtol

e 1ére repétition dans 30 min
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Figure 31 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR2.

e2éme repétition dans 30 min
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Figure 32 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR2.
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e 3éme repétition dans 30 min
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Figure 33 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR2.

e lére répétition dans 45 min
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Figure 34 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR2.
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e2éme repétition dans 45 min
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Figure 35 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR2.

e 3éme répétition dans 45 min
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Figure 36 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR2.

> Colorant (E)-1-(3-aceto phenylazo)-2-naphtol
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elére répetition dans 30 min
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Figure 37 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR3.

e2éme repétition dans 30 min
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Figure 38 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR3.

e 3éme répétition dans 30 min
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Figure 39 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR3.

e lére répétition dans 45 min
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Figure 40 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLRS3.

e 2éme répétition dans 45 min
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Colorant- 3COCH?3
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Figure 41 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLR3.

e 3éme repétition dans 45 min
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Figure 42: Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLRS3.

> Colorant : (E)-4-(2-naphtolazo) benzenesulfonamide
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e 1ére répétition dans 30 min
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Figure 43 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLRA4.

e 2éme répétition dans 30 min
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Figure 44 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLRA4.
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e 3éme repétition dans 30 min
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Figure 45 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de

e lére répétition dans 45 min
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Figure 46 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de

CLRA4.
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e2éme repétition dans 45 min
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Figure 47: Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLRA4.

e 3éme répétition dans 45 min
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Figure 48 : Régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations de CLRA4.



ANNEXE

Annexe IV: Analyse statistique d’AAO
Variable dépendante: 1C50

LSD
Tableau 05 : Comparaisons multiples entres les extraits.
(1) Extrait  (J) Extrait Différence des | Erreur standard Sig. Intervalle de confiance a 95%
moyennes (1-J) Borne inférieure | Limite supérieure
EXA BV 0,2347 0,24772 0,351 -0,2699 0,7393
EXM DC -0,5833" 0,24772 0,025 -1,0879 -0,0787
EXADC 1,4589" 0,24772 0,000 0,9543 1,9635
EXMBV CLR1 0,7565" 0,24772 0,005 0,2519 1,2611
CLR 2 0,0072 0,24772 0,977 -0,4974 0,5118
CLR3 -0,8482" 0,24772 0,002 -1,3528 -0,3436
CLR 4 -0,1068 0,24772 0,669 -0,6114 0,3978
EXM BV -0,2347 0,24772 0,351 -0,7393 0,2699
EXM DC -0,8180" 0,24772 0,002 -1,3226 -0,3134
EXADC 1,2242" 0,24772 0,000 0,7196 1,7288
EXABV CLR1 0,5218" 0,24772 0,043 0,0172 1,0264
CLR 2 -0,2275 0,24772 0,365 -0,7321 0,2771
CLR3 -1,0828" 0,24772 0,000 -1,5874 -0,5782
CLR 4 -0,3415 0,24772 0,178 -0,8461 0,1631
EXM BV 0,5833" 0,24772 0,025 0,0787 1,0879
EXA BV 0,8180" 0,24772 0,002 0,3134 1,3226
EXADC 2,0422" 0,24772 0,000 1,5376 2,5468
EXMDC CLR1 1,3398" 0,24772 0,000 0,8352 1,8444
CLR?2 0,5905" 0,24772 0,023 0,0859 1,0951
CLR3 -0,2648 0,24772 0,293 -0,7694 0,2398
CLR 4 0,4765 0,24772 0,063 -0,0281 0,9811
EXM BV -1,4589" 0,24772 0,000 -1,9635 -0,9543
EXA BV -1,2242" 0,24772 0,000 -1,7288 -0,7196
EXM DC -2,0422" 0,24772 0,000 -2,5468 -1,5376
EXADC CLR1 -0,7024 0,24772 0,008 -1,2070 -0,1978
CLR 2 -1,4517" 0,24772 0,000 -1,9563 -0,9471
CLR3 -2,3071" 0,24772 0,000 -2,8117 -1,8025
CLR 4 -1,5657" 0,24772 0,000 -2,0703 -1,0611
EXM BV -0,7565" 0,24772 0,005 -1,2611 -0,2519
EXA BV -0,5218" 0,24772 0,043 -1,0264 -0,0172
EXM DC -1,3398" 0,24772 0,000 -1,8444 -0,8352
CLR1 EXA DC 0,7024" 0,24772 0,008 0,1978 1,2070
CLR2 -0,7493" 0,24772 0,005 -1,2539 -0,2447
CLR3 -1,6047" 0,24772 0,000 -2,1093 -1,1001
CLR 4 -0,8633" 0,24772 0,001 -1,3679 -0,3587
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EXM BV
EXA BV
EXM DC
CLR 2 EXADC
CLR1
CLR 3
CLR 4
EXM BV
EXA BV
EXM DC
CLR3 EXADC
CLR1
CLR2
CLR 4
EXM BV
EXA BV
EXM DC
EXADC
CLR 4
CLR1
CLR2

CLR3

-0,0072
0,2275
-0,5905"
1,4517"
0,7493"
-0,8553"
-0,1140
0,8482"
1,0828"
0,2648
2,3071"
1,6047"
0,8553"
0,7413"
0,1068
0,3415
-0,4765
1,5657"
0,8633"
0,1140
-0,7413"

0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772

0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772
0,24772

0,977
0,365
0,023
0,000
0,005
0,002
0,648
0,002
0,000
0,293
0,000
0,000
0,002
0,005
0,669
0,178
0,063
0,000
0,001
0,648
0,005

-0,5118
-0,2771
-1,0951
0,9471
0,2447
-1,3599
-0,6186
0,3436
0,5782
-0,2398
1,8025
1,1001
0,3507
0,2367
-0,3978
-0,1631
-0,9811
1,0611
0,3587
-0,3906
-1,2459

0,4974
0,7321
-0,0859
1,9563
1,2539
-0,3507
0,3906
1,3528
1,5874
0,7694
2,8117
2,1093
1,3599
1,2459
06114
0,8461
0,0281
2,0703
1,3679
0,6186
-0,2367

En fonction des moyennes observées.

Le terme d'erreur est Carré moyen(Erreur) = 0,184.

*, La différence des moyennes est significative au niveau 0,05.




