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Résumé

Afin de contribuer a la promotion des plantes médicinales reconnues pour leurs propriétés
thérapeutiques, nous avons sélectionné le Papaver rhoeas L., couramment utilisé en médecine
traditionnelle pour diverses maladies. Notre étude se concentre sur I'analyse phytochimique, la
quantification des polyphénols totaux, ainsi que I'évaluation des activités antioxydantes et
antibactériennes. Les tests phytochimiques effectués dans cette étude ont mis en évidence la
présence de diverses familles de métabolites secondaires, avec des concentrations variables
selon la plante analysée. Aprés trempage dans le méthanol et I'éthanol, suivi d'une évaporation,
un rendement d'extraction de 19 % a été obtenu pour I'extrait éthanolique et de 7 % pour I'extrait
méthanolique. Le teneur totale de polyphénols dans I'extrait méthanolique obtenu par trempage,
mesurée par des méthodes colorimétriques utilisant le réactif de Ciocalteu-Folin, était de7, 98
10,052 mg EAG/g. L'efficacité antioxydante a été testée a l'aide de DPPH en utilisant I'acide
ascorbique comme étalon. ICso a été estimée a 0,07291 mg/ml pour notre plante. Enfin,
I'efficacité antibactérienne de I'extrait méthanolique a différentes concentrations par la méthode
de diffusion de disque sur milieu agar, a été testée sur quatre souches Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. Les résultats obtenus ont montré

que l'extrait méthanolique de Papaver rhoeas L. ne possede pas d'activité antibactérienne.

Mots clés : Papaver rhoeas L., screening phytochimique, polyphénols totaux, activité

antioxydant, DPPH, activiteé antibactéerienne.
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Abstract

To contribute to the promotion of medicinal plants known for their therapeutic properties,
we selected Papaver rhoeas L., commonly used in traditional medicine for various ailments.
Our study focuses on phytochemical analysis, quantification of total polyphenols, as well as the
evaluation of antioxidant and antibacterial activities. Phytochemical tests conducted in this
study highlighted the presence of various families of secondary metabolites, with varying
concentrations depending on the plant analyzed. After soaking in methanol and ethanol,
followed by evaporation, an extraction yield of 19% was obtained for the ethanolic extract and
7% for the methanolic extract. The total polyphenol content in the methanolic extract obtained
by soaking, measured by colorimetric methods using the Folin-Ciocalteu reagent, was
7.98+0.052 mg GAE/g. Antioxidant efficacy was tested using DPPH, with ascorbic acid as a
standard. 1Cso was estimated at 0.07291 mg/ml for our plant. Finally, the antibacterial efficacy
of the methanolic extract at different concentrations, tested by the disk diffusion method on
agar medium, was assessed on four strains: Staphylococcus aurous, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli. The results showed that the methanolic extract

of Papaver rhoeas L. does not possess antibacterial activity.

Keywords: Papaver rhoeas L., phytochemical screening, total polyphenols, antioxidant

activity, DPPH, antibacterial activity.
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Introduction générale

Introduction

Depuis toujours, I'numanité a pu compter sur la nature pour répondre a ses besoins
fondamentaux en alimentation, logement, habillement et médecine. Bien que le XXe siecle ait
été largement consacré au développement de molécules synthétiques, I'exploration des sources
naturelles pour trouver de nouveaux agents pharmacologiquement actifs a permis de découvrir
de nombreux médicaments utiles, devenant essentiels dans le traitement de diverses maladies
humaines (Gurib, 2006).

Les hommes et les plantes ont cohabité pendant des millénaires, et 'nomme a appris a
consommer différentes plantes, les appréciant pour leurs propriétés gastronomiques,
nutritionnelles et médicinales. Cela signifie que le corps humain est souvent mieux adapté a la
thérapie par les plantes qu'aux traitements chimiques. Ainsi, des traditions et rituels utilisant les
plantes se sont développés sur chaque continent, se transmettant et s'enrichissant de génération
en génération. Une plante est qualifiée de médicinale lorsqu'elle est inscrite & la pharmacopée
et utilisée exclusivement a des fins médicinales, en raison de ses propriétés préventives ou
thérapeutiques vis-a-vis des maladies humaines ou animales. Les plantes médicinales utilisées
en médecine traditionnelle possedent des propriétés curatives attribuées a leurs composés
chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou a la synergie entre différents composants
de la plante (Moreau, 2003).

Ces plantes médicinales constituent un précieux héritage pour I'humanité, étant de
veritables usines chimiques naturelles produisant des substances biochimiques actives telles
que des alcaloides, des huiles essentielles, des flavonoides et des tanins, qui répondent aux
besoins sanitaires et vitaux de I'nomme. Aujourd'hui, une majorité de la population mondiale,
particulierement dans les pays en développement, se soigne encore avec des remedes

traditionnels a base des plantes (Ouis et Bakhtaoui ,2017).

L'histoire des plantes aromatiques et medicinales est étroitement liée au developpement
des civilisations. On estime qu'environ 50 % des agents thérapeutiques actuellement utilisés
proviennent de sources naturelles, bien que moins de 10 % des espéces végétales aient été

étudiées pour leurs activités biologiques (Linden ,1981).

L'humanite a toujours cherché a mieux connaitre les plantes, découvrant peu a peu leurs
secrets et leurs propriétés bénéfiques et thérapeutiques. L'exploration de nouveaux mondes a
également conduit a la découverte de nombreuses plantes inconnues auparavant. Depuis la fin

du VIlle siécle jusqu'a aujourd'hui, les avancées scientifiques et la révolution industrielle ont
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permis d'expliquer les effets medicinaux des plantes et d'en extraire les principes actifs. Les
progres scientifiques actuels ouvrent de nouvelles perspectives pour la phytothérapie grace a
des méthodes de pointe permettant de comprendre les principes actifs des plantes, de découvrir
de nouvelles propriétés et de créer des produits mieux adaptés aux besoins de la vie moderne
(Sofowora, 1996).

L'utilisation de la phytomédecine est profondément ancrée dans notre culture, I'Algérie
étant réputee pour la richesse de sa flore médicinale, qui comprend des centaines d'espéces
végétales. C'est aussi un savoir-faire que nos ancétres ont longuement expérimenté. Toutes les
cultures et civilisations, de I'antiquité a nos jours, ont eu recours a la phytothérapie en raison de
son efficacité, de son accessibilité, de sa disponibilité, de sa faible toxicité et de son
acceptabilité (Akharaiyi et Boboye, 2010).

La plante choisie dans notre travail est Papaver rhoeas L. En médecine traditionnelle,

elle est une place importante en raison de son indication thérapeutique.

Papaver rhoeas L. sont des herbes annuelles et pérennes, respectivement, et appartiennent
a la Papaveraceae (Louis, 2008). L'origine exacte de la plante est encore inconnue, mais certains
auteurs pensent qu'elle est originaire d'Europe, d'Afrique du Nord et d'Asie occidentale, et

qu'elle est donc probablement originaire du bassin méditerranéen oriental (kadereit, 1990).

Cette espece est utilisée comme plante ornementale en raison de ses belles et
éblouissantes fleurs en forme de coupe de différentes couleurs, bicolores et semi-doubles
(Louis, 2008) (Hosokawa et al., 2004) (Osalou et al.,2013). Des études chimiques ont montré
que cette espece contient divers alcaloides, dont l'oripavine et la thébaine (Sarin ,2003)
(Shafiee et al.,1977). En outre, cette espece est utilisée comme remede contre la toux, les
ulceres d'estomac et les troubles mineurs du sommeil (Soulimani et al., 2001) (Gurbuz et
al.,2003). Elle est également utilisée pour traiter les inflammations, les diarrhées, les troubles
du sommeil, le soulagement de la douleur et pour réduire les signes de sevrage des opioides. La
toxicomanie (Zargari, 1994) ce qui en fait une importante plante médicinale. En outre, les
graines et les pétales rouges de P. rhoeas peuvent étre utilisés comme aliments, les tiges sont
couramment utilisées dans les salades et les pétales rouges pour produire du sirop de pavot
(Ekici, 2014). Cependant, il a été démontré que P. Rhoeas provoque des intoxications dans de
nombreux cas, notamment des crises du systeme nerveux central et une toxicité hépatique aigué
(Gonullu et al., 2014) ( Giinaydin et al.,2015).Des études chimiques ont établi la présence de
rhoiadine (Kalav et Sariyar, 1989 ; Slavik et al., 1989), d'acide papavérique (Zargari, 1994),
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de rhyogenine (Rey et al., 1992) et d'anthocyanes (Matysik et Benesz, 1991) comme
principaux composés de I'extrait de papaver.

L’étude présentée ici, porte sur une étude phytochimique permettant d’identifier certains

groupes chimiques bioactifs contenus.

Ce travail se compose de deux parties principales. Dans la premiére, nous proposons une

syntheése bibliographique répartie en trois chapitres.

> Chapitre 1 : Une revue bibliographie générale sur la plante (Papaver rhoeas L.)

» Chapitre 2 : Métabolisme des plantes médicinales

» Chapitre 3 : L’étude de I’activité biologique (I’activité antioxydant et 1’activité
antibactérien)

La seconde partie est la partie expérimentale, Cette partie regroupe deux chapitres :
Chapitre | présente :
» Le matériel et les différentes méthodes utilisées pour la réalisation de ce travail.
» Le screening phytochimique.
» L’é¢tude de l’activité antioxydant et antibactérienne des extraits éthanolique et

méthanolique de Papaver rhoeas L.

Chapitre 11 : est consacré a la présentation et la discussion des différents résultats

expéerimentaux obtenus au cours de ce travail.

Enfin, on a terminé par une conclusion générale sur les études réalisées et perspectives.

Suivie des références bibliographiques trouvées a la fin du manuscrit.



Partie I

Etude bibliographique




Chapitre 1

Présentation de l’espece étudiée
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.1 Historique

Le pavot, connu sous le nom scientifique Papaver rhoeas L. incarne depuis des
millénaires la beauté rustique et la tradition. L'artiste John Ruskin (1819-1900) le
décrivait comme la fleur des champs la plus pure et la plus délicate (Haughton, 1978).
Parmi ses diverses appellations figurent le pavot des champs, la rose de mais, le pavot des
Flandres, le chancre, le champ rouge et le pavot rouge (Bray, 1978 et Strange, 1977). La
famille des Papavéracées, comprenant 26 genres et environ 200 espéces, est celle a
laquelle appartient le pavot. Papaver, avec environ 100 espéces, constitue le genre le plus
important au sein de cette famille (Heywood, 1993).

En anglais écrit, I'orthographe du mot « poppy » a changé au fil des siecles. 1l est
apparu pour la premiere fois sous la forme de poppei en 700 aprés J.-C., puis popi et

pappy. Le terme papaver date de 1516.

Enfin, en 1718, Matthew Prior (1664-1721), dans ses Poems on Several Occasions,
parle du "pavot rougissant avec une teinte cramoisie”. Le nom poppy apparait pour la
premiére fois en 1865 dans l'ouvrage Land and Sea de Phillip Henry Gosse (1810-1888).
Il écrit : « A l'exception du coquelicot, on dit que ce pimpernel est la seule fleur écarlate

gue nous ayons » (Simpson et Weiner ,1989).

Le coquelicot a trouvé son chemin jusqu'aux Etats-Unis sans obstacles majeurs. Les
premiéres graines ont été semées dans les colonies, mais de nombreuses femmes les ont
également introduites dans leurs propres jardins. Ainsi, il a fleuri dans les jardins de la
Nouvelle-Angleterre et dans les premiers jardins de Williamsburg, en Virginie
(Haughton, 1978).

Le pavot de mais a été cultivé en Egypte dés 1500 av. J.-C., utilisé & des fins
médicinales et comme condiment. En Gréce, il était prisé comme charme d'amour, mais
Hippocrate, celebre médecin grec, I'a également utilise comme reméde (460-377 av. J.-
C.).Plus tard, grec Galien (129 a environ 199 apres J.-C), médecin de la cour de Marc
Auréle, a noté que les graines de pavot étaient un bon assaisonnement pour divers plats.
Les Romains les utilisaient également a des fins magiques et pour soigner la mélancolie

des amoureux (Haughton, 1978).

Les Iégions romaines ont propagé le pavot en Europe, apparaissant la ou les champs

de céréales étaient cultivés. Il s'est ensuite étendu vers le nord, ses petites graines étant
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souvent mélangées aux semences de céréales, traversant la Rhénanie jusqu'a la Flandre,

puis la Manche jusqu'en Angleterre (Haughton, 1978).

Depuis que les champs de Flandre sont utilisés pour la culture des céréales, les
coquelicots y poussent naturellement. Aprés la Premiére Guerre mondiale, ces fleurs ont
éclos sur les champs de bataille, illustrant la persistance des graines méme aprés une
longue dormance. Nombreux sont ceux qui, en voyant ces coquelicots émerger parmi les
rangées de croix blanches, se sont remémorés le temps ou ces fleurs étaient présentes.
Certains se sont rappelé un mythe flamand selon lequel les coquelicots écarlates
naissaient la ou tombaient les martyrs de I'Inquisition espagnole. Quelle que soit leur
origine, leur apparition semblait presque miraculeuse aprés quatre années de guerre ayant
laissé les champs stériles, marques par les tranchées et les cratéres d'obus. Puis, soudain,
les coquelicots ont éclos, ornant les tombes innombrables de fleurs pourpres, sans
qu'aucune main humaine ne les ait semées. Ainsi, le coquelicot est devenu I'embléme du
Memorial Day (Bray ,1978 et Haughton, 1978).

1.2 Aspect botanique de Papaver rhoeas L.
1.2.1 Description de famille Papaveraceae

Les herbes annuelles, bisannuelles ou vivaces, parfois arbustives ou ligneuses,
présentent un latex ou un latex aqueux dans toutes les parties sauf les graines. Leurs
feuilles sont généralement alternes, rarement opposées ou verticillées, avec des nervures
pennées ou palmées et sont souvent diversement divisées, sans stipules. Les plantes
peuvent étre glabres ou avoir un indumentum unicellulaire, multicellulaire et
terminalement unisérié ou multicellulaires-multisériés, glandulaires ou églandulaires. Les
fleurs peuvent étre solitaires ou en grappes, corymbes, panicules ou ombelles, avec des
bourgeons floraux souvent nodulaires avant l'ouverture. Les fleurs, généralement
bisexuées, peuvent étre actinomorphes ou rarement périgynes, avec des sepales et des
pétales généralement caducs. Les étamines sont généralement libres et nombreuses,
parfois en un verticille de 4 a 6 ou en 2 verticilles de 6. Les ovaires peuvent étre syncarpes,
avec de 2 a 20 carpelles uniloculaires ou rarement pluriloculaires. Les fruits sont
généralement des capsules seches déhiscentes, parfois indéhiscentes ou se divisant en
méricarpes indéhiscentes, contenant des graines avec ou sans arille. Cette famille

comprend 23 genres et environ 240 espéeces, principalement répartis dans I'némisphére
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nord de I'’Ancien et du Nouveau Monde, avec quelques espéces en Amérique du Sud et
en Afrique du Sud (Kadereit, 1993).

Les fleurs des Papavéracées peuvent étre simples ou regroupées en racemes,
corymbes, panicules ou ombelles avec des quantités variables de fleurs. Sauf chez
Macleaya et Bocconia, la premiére fleur a s'ouvrir est toujours la terminale. Chez
Bocconia, les fleurs a I'intérieur de chaque inflorescence se développent de maniére
synchronisée. De plus, I'efflorescence peut étre basipétale le long de toute l'inflorescence
dans la plupart des Papaveroideae, Eschscholzioideae et Platystemonoideae, ou basipétale
et acropétale a différents endroits chez les Chelidonioideae (Gunther, 1975 a, b). Les
inflorescences peuvent étre bractéiformes ou ébractéiformes sur toute leur longueur, ou

parfois bractéiformes en bas et ébractéiformes en haut (Kadereit, 1993).
1.2.2 Description de Papaver rhoeas L.

Papaver rhoeas L. une plante synanthropique a croissance rapide, est aisément
identifiable par ses fleurs rouges vives et ses poils blancs qui couvrent son corps, a
I'exception des capsules. Elle se caractérise par sa taille modeste, généralement inférieure
a 80 cm, émettant une forte odeur et un latex blanc en cas de blessure. Ses racines
pivotantes sont ramifiées (Tutin et al., 1993), ses tiges poilues sont rigides et souvent
ramifiées, et elle produit une séve laiteuse (Heywood, 1993).

Figure 1 : Coquelicots en fleurs dans le champ du Boufouh (Mila).

Les fleurs vont d'un rouge écarlate profond a un rouge vif, parfois avec une touche
de pourpre orangé et une marge blanche. Elles peuvent aussi présenter une tache noiratre-
pourpre a la base des pétales (Heywood, 1993). Elles poussent solitaires a partir de
feuilles axillaires portées par des pédoncules ramifiés. Avant I'éclosion, les boutons

floraux sont elliptiques et pendants, mais une fois épanouis, ils se redressent et les deux
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sépales inférieurs tombent, permettant aux pétales de s'étendre. La corolle, composée de
quatre pétales, est plus large que longue, Iégerement crénelée sur le bord, souvent avec
un point noir-violet a la base de chacun (Mitich, 2000 ; Bown, 2014 ; Mabberley, 2008).

Le fruit, d'une couleur variant du beige au brun, est une capsule lisse et globuleuse
mesurant de 1 a 2 cm de large et presque le double en longueur (Allan, 1978 ; Chancellor
,1986 ; Bray, 1978 ; Holm et al., 1997).

Les stigmates reposent sur un réceptacle cylindrique qui devient visible apres la
chute des pétales, ressemblant a un couvercle avec des trous autour permettant aux graines
de s'échapper. Ces graines, petites et foncées, ressemblant a des reins, sont tres
abondantes, avec des milliers de graines produites en moyenne. Une fois au sol, elles
peuvent rester dormantes pendant de nombreuses années (Mitich, 2000 ; Bown, 2014 ;
Mabberley ,2008).

Les étamines abondent et sont presque noires, libérant un pollen jaune clair pour
la pollinisation par les insectes, malgré I'absence de nectar. Le pistil unique de la plante a
un ovaire supérieur, pas de style et plusieurs stigmates formant un "disque stigmatique"
divisé en sections par des rayons distincts (Mitich ,2000 ; Bown, 2014 ; Mabberley
2008).

Les feuilles peuvent varier considérablement en forme et en taille, mais elles ont
généralement une pointe terminale plus grande et plus large. En fonction de leur position
sur la plante, les feuilles peuvent avoir différentes caractéristiques : les feuilles basales
ont un pétiole ailé et peuvent mesurer jusqu'a 15 cm de long et 6 cm de large, tandis que
les feuilles caulinaires sont sessiles. Les feuilles basales forment une rosette de feuilles
pinnatipartites avec 7-9 segments lancéolés ou elliptiques et des bords dentés ou dentelés,

tandis que les feuilles apicales sont plus petites mais plus disséquées (Tutin et al., 1993).

Figure 2: Aspect des différentes parties de la plante Papaver rhoeas
L.
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1.3 Aspect Biologique de Papaver rhoeas L.

Le coquelicot affectionne les sols récemment perturbés, tels que les champs
cultivés, en particulier ceux de céréales d'hiver, ainsi que ceux de printemps, bien gue son
habitat ait été en grande partie affecté par l'utilisation d'herbicides. On le trouve
naturellement dans les zones ou les traitements sont moins fréquents, comme aux abords
des champs, le long des haies, les bords des chemins, les talus, ainsi que dans divers
milieux ouverts déja perturbes tels que les remblais, les bords de routes, les zones de
construction en milieu agricole, et les terrains vagues. Il préfere les sols frais, riches en
eau, allant de limoneux a argileux, contenant du calcaire et des éléments nutritifs. Le
coquelicot, une plante archéophyte, a tendance a devenir envahissante et a colonisé
I'Europe centrale aprés les périodes glaciaires, ce qui la classe parmi les plantes

hémérochores.

Les graines, sensibles a la lumiére, germent prés de la surface du sol et ne peuvent
germer & une profondeur de plus de 1 a 1,5 cm. La période de floraison s'étend
principalement du printemps a I'été, d'avril a ao(t dans I'némisphere nord, bien gu'une
seconde floraison puisse parfois survenir en automne, vers la fin septembre. La
germination des graines est favorisée par tout mouvement de terre, comme le labour. Un
seul pied peut produire jusqu'a 50 000 graines, qui conservent leur capacité de
germination dans le sol pendant une période allant généralement de 5 a 8 ans, voire plus

de 80 ans selon certains auteurs (Hanf, 1982).
1.4 Classification Botanique

Tableau 1 : Espece répertoriée systématiquement par Franz Eugen Kohler en 1887.

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae

Ordre Papaverales

Famille Papaveraceae

Genre Papaver

Espece Papaver rhoeas L., 1753
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Figure 3: Papaver rhoeas L. (Zemanek et al.,2009)

1.5 Taxonomie
Noms vernaculaires des taxons de la BDTFX par Jean-Francois LEGER - 2007.

e Nom : Papaver rhoeas L.

e Enanglais : Corn poppy.

e En Allemagne : Klatschmohn (pavot ou pavot éclatant).

e En francais : Coquelicot, pavot-coq, pavot des champs, pavot sauvage, poinceau,
ponceau.

e Enarabe :,0lexdll Glad ( 2a il (EI” khachkhach)

e En kabyle : Wahrir ou jihfud

e Espagnol : Amapola Comun, Ababol, Amapol, Amapola

e |talien : Papavero comune, Rosolaccio

Deux hypotheses plausibles existent quant a I'origine du nom du genre. Selon I'une,
il pourrait dériver du sanskrit papavira ou papavara, signifiant « jus pernicieux », en
référence au latex. L'autre hypothése se base sur les mots latins paparium ou papo,
respectivement signifiant « pap » et « manger du pap », issus du mot celte papa. Cela
suggere que le pavot était peut-étre autrefois mélangé a la bouillie des nourrissons pour
favoriser leur sommeil. Quant au nom de I'espece, il dérive du grec péw (rheo), signifiant
« couler » ou « souffler », en lien avec la facilité avec laquelle les pétales sont emportés
par le vent, ou encore du grec péw (rheo), signifiant « couler » ou « souffler », ou méme
de poud (rhoia), signifiant grenade, en raison de la couleur rouge écarlate clair de la fleur

partagée par les deux especes (Tutin et al., 1993).
.6 Les compositions chimiques

Plusieurs recherches ont confirmé la présence des principaux composeés de I'extrait

de P. rhoeas, notamment la roidine et I'acide roidique (Kalav et Sariyar, 1989 ; Slavik
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et al., 1989), I'acide papavérique (Zargari, 1994) et la roiginine (Rey et al., 1992). De
plus, 55 alcaloides ont été identifiés dans les parties aériennes de P. rhoeas, parmi lesquels
figurent la benzophénathridine, la protoporphyrine, la benzylsuccinoline et I'aporphyrine
(Oh et al., 2018). D'autres composes incluent la salutaridine (type bromorphine), la
coltropine (type protoporphyrine) et des dérivés de la rhodine (épiglucamine, glutaridine
et roiginine) (Coban et al., 2017).

La couleur rouge des pétales de pavot est due a la présence d'anthocyanes, dont le
cyanidol est le composant principal (Schauenberg et Paris, 1974). Des eétudes
complémentaires ont permis de déterminer la présence de rutine, de vitexine, de
malvidine, de coumarine et de lutéolinidine dans les extraits hydro-alcooliques
(Soulimani et al., 2001). Deux nouveaux dépsides, I'acide 2-O-(3,4 dihydroxybenzoyl)-
2,4,6-trihydroxyphénylacétique et I'acide 2-0-(4-hy-droxybenzoyl)-2,4,6-
trihydroxyphénylacétique ainsi que l'acide phydroxybenzoique et son ester méthylique,
I'acide protocatéchuique, le 2-(4-hydroxyphényl)-éthanol, le 2-(3,4-dihydroxyphényl)-
éthanol ont été isolés par (Hillenbrand et al., 2004) a partir de pétales de pavot. En outre,
les flavonoides kaempférol, quercétine, hypolaétine et lutéoline, ainsi que les glycosides
flavonoides isoquercitrine, astragaline et hyperoside ont également été isolés a partir de
I'extrait végétal au méthanol (Hillenbrand et al., 2004).

Les recherches en phytochimie révélent que les feuilles de Papaver rhoeas L.
renferment divers flavonols tels que la quercétine, le kaempférol, la myricétine et
I’isorhamnétine, ainsi que des minéraux comme le potassium, le sodium et le calcium.
(Ghizlane et Aziz, 2016) (Trichopoulou et al., 2000).

10
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Figure 4 : Alcaloides sélectionnés pour illustrer la structure chimique
des différents types d'alcaloides présents dans le genre Papaver
(Butnariu et al., 2022).
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Figure 5: Structures des composés phénoliques et principaux

composés volatils identifiés dans les plantes de Papaver (Butnariu et
al., 2022).

1.7 Origine de Papaver rhoeas L.

Le pavot de mais est une plante adventice répandue a travers le monde, naturalisée
dans les champs partout. Bien que son origine exacte reste inconnue, certains suggérent
qu'elle pourrait provenir d'Europe, d'Afrique du Nord ou d'Asie occidentale. Il est donc

probable qu'elle soit originaire du bassin méditerranéen oriental (Kadereit, 1990).

11
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Le coquelicot, a été introduit par les Indo-Européens il y a environ 3 000 & 2 000
ans avant J.-C., en méme temps que les céréales. Il existe quatre espéces de coquelicots :
le grand Coquelicot (P. rhoeas), le coquelicot argenome (P. argemone), le coquelicot
douteux (P. dubium) et le coquelicot intermédiaire (P. hybridum). Le grand Coquelicot
est le plus répandu, reconnaissable notamment a sa capsule glabre et arrondie et a ses
poils dressés sur la tige. C'est la seule variété qui peut éventuellement concurrencer les

cultures.

Cette plante annuelle a floraison unique est présente partout et peut pousser sur
différents types de sols. Bien qu'elle ne soit pas tres exigeante en ce qui concerne son
environnement, elle a du mal a rivaliser avec d'autres espéces et préfere les milieux
ouverts et ensoleillés, tels que les champs moissonnés, les bords de route et les terrains
abandonnés. Cependant, bien qu'elle se retrouve souvent dans des habitats rudéraux et en
bordure de routes, elle a du mal a s'y développer et risque de disparaitre en raison de la
fragilité de son habitat (Olivereau, 1996).

1.8 Utilisations de Papaver rhoeas L.
» Utilisations médicales

Bien que les feuilles puissent étre consommeées, les graines de coquelicot sont
généralement la partie la plus utilisée, souvent pour agrémenter le pain, les gateaux et les
salades. Cependant, il est important de ne pas se limiter a un usage décoratif des graines
car elles sont riches en protéines (environ 21%) et en huile (environ 47%), qui peut étre
extraite (Earle et Jones, 1962). Les feuilles peuvent également étre utilisées dans la
préparation de soupes, d'omelettes ou de tartes salées, mais il est conseillé de les utiliser
avec modeération en raison des risques d'intoxication par les alcaloides. Les pétales sont
principalement récoltés pour leur potentiel colorant rouge, et en externe, ils peuvent étre
infusés pour apaiser les peaux irritées et rouges (Mitich ,2000 ; Mabberley, 2008). Cette
plante a été utilisée depuis I'Antiquité pour ses propriétés antitussives et expectorantes,
particulierement bénéfiques pour les personnes agées et les enfants. En médecine

chinoise, les fleurs sont prescrites pour traiter la jaunisse (Duke et Ayensu, 1985).

Elle posséde des propriétés analgésiques légerement apaisantes et sédatives grace a
la présence de rhéadine et de benzylisoquinoline (Oh et al., 2018). Bien qu'elle partage
certaines qualités avec I'opium, elles sont moins prononcée, et contrairement a celui-ci,

elle n'entraine pas de dépendance et ne contient pas de morphine. Les parties aériennes
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servaient en infusion pour soulager les rhumatismes, tandis que les feuilles fraiches
étaient utilisées comme tonique. Les pétales en sirop étaient pris comme calmant
bronchique, contre la toux et les maux de gorge. Les pétales, mis a macérer au soleil avec
du citron et de l'eau (a I'exception des parties noires), étaient utilisés comme
immunotoniques, galactagogues et pour arréter les saignements de nez (Kultir, 2007).
L'ethnopharmacologie de la péninsule ibérique indique également son utilisation pour
traiter la nervosité, I'insomnie, les troubles digestifs et respiratoires, la calvitie, les

infections oculaires, ainsi que la rougeole (Morales et al., 2014).
» Utilisations alimentaires

Au 19éme siecle, les grandes pousses de Papaver rhoeas L. étaient
occasionnellement consommeées comme nourriture de famine (Juhasz, 2015). La
consommation de pavot s'est peut-étre propagée dans l'ouest de la Hongrie depuis la
Styrie et la Carinthie voisines, ou la plante était utilisée comme Iégume et méme dans des
soupes. Les pétales de pavot étaient récoltés non seulement pour des remédes populaires
et des teintures pharmaceutiques, mais aussi pour colorer le fromage, les gateaux et le vin
(Bokor et Gero”, 1893). Cette espece était également cueillie par les enfants, qui

aspiraient le nectar des longues épines des fleurs (Bartha, 1937).

Dans de nombreux pays européens, Papaver rhoeas L. avait des applications
culinaires variées. En ltalie, les jeunes feuilles de pavot sont encore consommées crues
dans des salades composées, ou cuites dans des soupes de légumes, des omelettes et des
pizzas (Guarrera, 2003) (Motti et al., 2020). Les graines de pavot y étaient également
utilisées pour aromatiser le pain et les gateaux (Lucchetti et al., 2019) (Ranfa et
Bodesmo, 2017). De plus, le pavot était un ingrédient dans des boissons alcoolisées en
Croatie et en Catalogne (Luczaj et al., 2019) (Gras et al., 2019). En Croatie, les pétales
de pavot servaient de colorant alimentaire (Kosic et al.,2017) , tandis qu'en lItalie, ils
étaient utilisés dans des cosmétiques comme le rouge a lévres et le maquillage des joues
(Lucchetti et al.,2019) (Di sanzo et al., 2013) (Motti, et al.,2019) ainsi que comme

colorant textile grace a leur couleur rouge vif ( Guarrera, 2006).
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Figure 6: Applications alimentaires de Papaver rhoeas L. (Pinke et
al., 2022).

> Autres utilisation :

Des coquelicots aux fleurs relativement grandes et aux couleurs éclatantes ont
captivé l'attention de tous, y compris I'imagination des enfants. Cela était particulierement
vrai dans les foyers de petits exploitants, ou grands-parents, parents et enfants plus agés
avaient I'nabitude de créer divers types de "poupées de pavot™" a travers le bassin des
Carpates (Bartha ,1937) (Hamvai, 1968) (Sch”on, 2005). Selon (Ortutay, 1977), la
confection de ces poupées commencait par un bourgeon de pavot. D'abord, on retirait le
calice, puis on pliait les pétales et on les attachait a un brin d'herbe. Ainsi, on obtenait une
poupée semblant porter une robe rouge (les pétales), avec I'ovaire et les étamines formant
un collier. Avec quelques finitions supplémentaires, ces poupées pouvaient étre

transformées en personnages distincts.
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Figure 7: Scenes animées avec des jouets d'enfants démodés (Pinke
et al., 2022).
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Meétabolisme des plantes médicinales
1.9 Introduction

Depuis des millénaires, I'numanité utilise les plantes trouvées dans la nature pour
traiter et soigner diverses maladies (Sanago, 2006). La pratique de la phytothérapie
remonte a des temps tres anciens et suscite actuellement un intérét croissant aupres du
public. Selon I'Organisation mondiale de la santé (O.M.S., 2003), environ 65 a 80 % de
la population mondiale recourt & la médecine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en
soins de santé primaires, principalement en raison de la pauvreté et du manque d'acces a

la médecine moderne (Basrai et al., 1997).

La définition d'une plante médicinale est trés simple. Il s'agit d'une plante utilisée
pour prévenir, traiter ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
substances végétales dont au moins une partie a des propriétés thérapeutiques
(Farnsworth et al., 1986).

La plante engage une activité métabolique intense, conduisant a la production de
divers principes actifs. Ce métabolisme est intrinsequement lié aux conditions de vie de
la plante, qui doit résister a de nombreuses agressions environnementales, telles que des
prédateurs et des microorganismes pathogénes. Ainsi, il est compréhensible que la plante
développe un métabolisme spécifique lui permettant de synthétiser une variété de
substances défensives, appelées métabolites secondaires (Judd et al., 2002).

Les plantes produisent des métabolites qualifiés de « secondaires » par contraste
avec les métabolites primaires tels que les protéines, les glucides et les lipides. Ces
composés varient selon les espéces et, bien que leurs fonctions soient encore peu
comprises, il est évident qu'ils jouent un réle dans les interactions entre la plante et les

organismes vivants environnants (Krief, 2003).

Les métabolites secondaires, des substances bioactives présentes dans les plantes
médicinales, constituent les principaux agents responsables des activités biologiques et
des vertus médicinales variées rapportés par les de la médecine traditionnelle au fil du
temps. Aujourd’hui, les études quantitatives et qualitatives, ainsi que l'isolement et la
modification chimique de ces métabolites secondaires, revétent une grande importance
pour permettre I’exploitation des pouvoirs biologiques et thérapeutiques contenus dans

les extraits des plantes (Stankovic, 2020).
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1.10 Meétabolites primaire

Il est présent dans de nombreux organismes et constitue un type de métabolite
directement impliqué dans la croissance, le développement et la reproduction normale
d'un organisme ou d'une cellule. Ce composé joue généralement un role physiologique
dans cet organisme (Beslama, 2015), lls constituent les eléments fondamentaux de la
machinerie moléculaire de la cellule. Les glucides, les lipides et les acides aminés sont

des exemples essentiels de métabolites primaires (Hopkins, 2003).
Ces métabolites sont divers en plusieurs types :

e Les acides aminés : source primaire de construction des protéines.
e Les glucides : source d’énergie, paroi cellulaire.

e Les lipides : source d’énergie, membranes cellulaires (Boumerfe, 2020).
1.10.1 Les acides aminés

Les acides aminés protéiques portent ce nom car ils constituent les "briques"
nécessaires a la formation des protéines. Ce "jeu de construction™ est identique des
bactéries aux organismes supérieurs (Stryer, 1988), bien que la construction différe en
termes de séquences et de modifications post-traductionnelles. Ils jouent un réle crucial
dans les plantes, participant a tous les métabolites, a la constitution des protéines
végétales, ainsi qu'a la synthése des vitamines. Certains acides aminés ont des processus
réactionnels spécifiques dans les plantes, entrainant des effets particuliers comme
I'assimilation des nutriments, la production d'énergie, et la signalisation en cas de stress
(Heller et al., 2004).

Il existe 20 acides aminés, tous ayant une structure de base identique : une fonction
acide carboxylique et une fonction amine, toutes deux portées par le méme carbone. La
fonction amine étant en alpha de la fonction acide, on les appelle acides a-aminés ou a-
aminoacides. lls se distinguent par la nature de leur chaine latérale (ou radical). Plus de
300 acides aminés ont été inventoriés, mais seuls 20 constituent les protéines naturelles
(Moussard, 2006).

1.10.2 Lipides

Les lipides constituent une famille hétérogene de molécules organiques insolubles
dans I’eau et les solvants polaires, mais solubles dans les solvants apolaires tels que le

chloroforme (Peter, 2008). Ils se distinguent par la présence d’au moins un acide gras ou
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une chaine grasse dans leur structure (Touitou, 2006). Les lipides peuvent étre présents
sous forme solide, comme les cires, ou sous forme liquide, comme les huiles (Bonichon,
2017).

1.10.3 Glucide

Les glucides, parfois appelés hydrates de carbone, sont des composants des
organismes vivants. Cependant, Alais et Linden (1997) indiquent que ce terme est
inapproprié car la formule générale Cn(H20) n ne s'applique pas a tous les glucides. llIs
sont principalement des composés organiques carbonylés (aldéhydiques ou cétoniques),
polyhydroxylés et peuvent également étre carboxylés ou aminés (Bruneton, 1999).

(A Weil, 2005) distingue les oses simples et les osides, dont I'hydrolyse produit
plusieurs oses. La majorité des substances organiques sont des glucides, principalement
synthétisés par les plantes. lls constituent, avec les lipides et les protéines, une part
significative de I'alimentation des animaux et des humains (Hopkins, 2003).

Les glucides, également appelés hydrates de carbone en raison de leur formule
générique Cn(H20) n, sont des molécules organiques caractérisées par des chaines
carbonées portant des groupements hydroxyles, des fonctions aldéhydes ou cétoniques,

et parfois des fonctions carboxyle ou amine (Touitou, 2006).

Ce groupe comprend les sucres simples, appelés oses (monosaccharides) et leurs
dérivés (sucres acides, sucres nucléotides), ainsi que des composes macromoléculaires
formés d'assemblages, les holosides (diholosides ou disaccharides, polyholosides ou
polysaccharides) (Richter, 1993).

1.11 Métabolites secondaire

Les métabolites secondaires, qui présentent des structures chimiques souvent
complexes, sont tres diversifiés et varient considérablement selon les espéces (Cuendet,
1999).

Les métabolites secondaires sont des molécules formant de nombreux composés
dont le r6le exact dans la plante reste largement inconnu. Leur présence limitée a certaines
especes suggere qu'ils ne participent pas au métabolisme genéral et n'ont pas de fonction
directe dans les activités vitales de la plante (Guignad, 2000). Ces métabolites dérivent
des produits du métabolisme des glucides, des lipides et des acides aminés (Richter,
1993).
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On en dénombre plus de 200 000, classés en différentes catégories chimiques telles
que les terpénes et stéroides, les alcaloides, les saponosides, et les composés phénoliques
(Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).

1.11.1 Les composés phénoliques

Selon (Beta et al., 2005), les composés phénoliques, ou polyphénols (PP), sont des
molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme secondaire. Ces molécules,
largement répandues dans le régne végétal, se trouvent dans toutes les parties des plantes
supérieures : racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot et Charpentier, 2006). Elles
possedent plusieurs groupements phénoliques, parfois associés a d'autres fonctions, et
comptent au moins 9000 structures différentes (Bahorun, 1998).

Pour un chimiste, un composé phénolique se distingue par la présence d'au moins
un noyau benzénique auquel est attaché au moins un groupe hydroxyle, qu'il soit libre ou
intégré dans une autre fonction telle que I'éther, I'ester ou I'nétéroside. De son coté, un
phytochimiste considere un composé phénolique comme un dérivé non azote dont les
cycles aromatiques proviennent principalement du métabolisme de I'acide shikimique

et/ou d'un polyaceétate (Belguidoum, 2012)

Les polyphénols revétent une importance croissante en raison de leurs effets
bénéfiques sur la santé. Leur réle d'antioxydants naturels suscite un intérét croissant pour
la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires
et neurodégénératives. En outre, ils sont utilisés comme additifs dans les industries

agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Ben Slimane et Bourasse,2010).

Tableau 2: Les différents groupes de composés phénoliques (Macheix et al., 2005).

Nom de groupe Squelette carboné
Phénol simple Cs
Acide hydoxybenzoique Ce-C1
Acide phénolique Ce-Cs
naphtoquinones Ce-Ca
Stilbénes Ce-C2-Cs
Flavonoides Ce-C3-Cs
lignanes (Ce-Ca):
Ignines (Ce-Ca) n
Tannins (C15) n
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La structure générale des polyphénols :

Groupe hydroxyle

OH
Anneau Aromatique — _________» @

groupe phénol

Figure 8: Structure chimique des polyphénols (Sobiesiak, 2017).

1.11.1.1 Les acides phénoliques

Selon (Laraoui, 2007), les acides phénoliques se divisent en deux sous-groupes :

les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamigues.

» Acides hydroxybenzoiques : comprennent I'acide salicylique et I'acide gallique.
Ces substances phytochimiques possédent des effets probiotiques, antioxydants,
chélateurs et anti-inflammatoires. Leur toxicité est tres faible, car ils sont
considérés comme non toxiques.

» Acides hydroxycinnamiques : incluent l'acide caféique, I'acide férulique et

I'acide chlorogénique.

Acides phénoliques
RS COOH R5. 2y ~COCH
R4: ; R2 R4:©:;/
R3 R3
acides benzoigues R2 R3 R4 RS acides hydroxycinnamiques
acide p-hydroxybenzoique H H OH H acide p-coumarique
acide protocatéchique H OH OH H acide caféique
acide vanillique H OCH;, OH H acide férulique
acide gallique H OH OH OH
acide syringique H OCH; OH OCH, acide sinapique
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

Figure 9: Structure chimique des acides phénoliques (Chira et al.,
2008).
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1.11.1.2 Coumarine

Historiqguement, le nom de coumarine provient de « cumaru », un terme issu d'une
langue amazonienne. Les coumarines ont été isolées pour la premiére fois en 1820 et se

trouvent dans plusieurs plantes (Santana et al., 2006).

Les coumarines sont des substances naturelles et synthétiques connues depuis
longtemps, suscitant un grand intérét en raison de leurs potentielles applications
biologiques. Ces composés, qui contiennent neuf atomes de carbone, possedent le noyau
2H1-benzopyran-2-one, derivé de la cyclisation de I'acide cis-cinnamigque oxygéné en C
2 (Borges et al., 2005)

Les effets des coumarines sur le développement des plantes varient selon leur
concentration et I'espéce concernée. Dans les cellules, elles se présentent principalement
sous forme glycosylée, une forme de stockage qui prévient les effets toxiques sur la
cellule et la croissance des plantes. Certaines coumarines, induites par des stress
abiotiques et biotiques, possédent une activité antimicrobienne, comme les

furanocoumarines du persil (Midoun ,2011).

Figure 10: Structure des coumarines (Cowan, 1999).

1.11.1.3 Les Alcaloides

Le terme "alcaloide" a été introduit par W. Meisner au début du XIXe siecle. La

définition géenéralement acceptée des alcaloides est celle de Winterstein et Trier en 1910.

Un alcaloide est un composé organique naturel, généralement d'origine vegétale,
présentant une structure hétérocyclique avec I'azote comme hétéroatome. Il posséde une
structure moléculaire complexe, est souvent basique, et a des propriétés physiologiques

marquées méme a faible dose (Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007).

Le terme « alcaloide » est presque synonyme de « drogue ». Parmi les 20 drogues

d'origine végétale les plus commercialisées, 10 sont des alcaloides, comme la morphine
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et la codéine présente dans le latex du pavot, ainsi que certains poisons tels que la cigué
(Balandrin et al., 1985). Il existe plus de six mille alcaloides connus, et ce nombre ne
cesse de croitre (Judd et al., 2002).

Le rble biologique principal des alcaloides est celui de phagodéterrents : leur

amertume et leur toxicité dissuadent les herbivores (Guignard, 2000).
En général, on classe les alcaloides comme suit :

» Lesalcaloides vrais : Les alcaloides sont des composés toxiques dotés d'un large
spectre d'activités biologiques. Dérivés d'acides aminés, ils contiennent un atome
d'azote dans un systéme hétérocyclique. On les trouve dans les plantes, sous forme
libre, sous forme de sel, ou comme N’oxyde (Berkal et Bouchama, 2016).

» Les Pseudoalcaloides : Les Pseudoalcaloides possedent généralement toutes les
caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne dérivent pas d'acides aminés (Berkal
et Bouchama, 2016).

» Les proto-alcaloides : Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I'atome
d'azote n'est pas inclus dans un hétérocycle. lls présentent un caractére basique et
sont synthétisés in vivo a partir d'acides aminés. Souvent appelés « amines

biologiques », ils sont solubles dans I'eau (Berkal et Bouchama, 2016).

Tableau 3: Structure des alcaloides (Badiaga, 2011).

Structure Exemple
/ﬁ\/(j
1 seul cycle contenant I'atome o
d'azote.
HO

2 cycles contenant I'atome d'azote oH

Rétronécine
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1.11.1.4 Les Flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe le plus important des polyphénols
(Orzechowski et al., 2002). Considérés comme des pigments presque universels chez les
veégétaux (Bruneton, 1999 ; Guignand, 2000), ils sont présents dans tous les organes de

la plante et font ainsi partie intégrante de I'alimentation humaine (Barbosa, 2007).
Ils produisent des couleurs allant du jaune clair au jaune or (Akroum, 2011).

Les flavonoides sont des métabolites secondaires dotés d'un squelette de flavone
composé de 15 atomes de carbone, organisés en une séquence Cs-C3-Cs, avec deux cycles
benzéniques (A et B) reliés par un cycle pyrane a trois atomes de carbone (C). La présence
d'un groupe catéchol sur le cycle B du cycle pyrane, ainsi que le nombre et la position des
groupes hydroxyle sur ce groupe catéchol, peuvent influencer la capacité antioxydante
des flavonoides (D’Amelia et al., 2018).

Figure 11: Structure de base des flavonoides (Lhuillier-, 2007).

Les flavonoides sont largement présents dans les plantes, les fruits et les graines.
Ils jouent un réle essentiel dans la coloration, le parfum et la saveur. Chez les plantes, les
flavonoides remplissent diverses fonctions, telles que la régulation de la croissance
cellulaire, I'attraction des insectes pollinisateurs et la protection contre les stress biotiques
et abiotiques (De Luna et al., 2020).

Ils peuvent étre classés en six grandes catégories selon leur structure : les flavan-3-
ols, les flavones, les flavonols, les flavanones, les isoflavones et les anthocyanes (Samec
et al., 2021).

Ces composés peuvent se trouver sous une forme libre, appelée aglycone, ou sous

forme d’hétérosides, c’est-a-dire liés a des oses et a d'autres substances (Akroum, 2011).
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Flavones Anthocyanidins Flavono Is
@
O, O
-
3 = I
oOH oOH
o o
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Example: Naringenin Example: Genistein Example: Catechin

Figure 12: Classe des flavonoides (Das et Gezici ,2018).

1.11.1.5 Tanins

Les tanins forment une famille complexe de substances actives présentes dans
toutes les parties des plantes (écorces, racines, feuilles, etc.) (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Ce sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Da. Les tanins se divisent en deux groupes distincts en fonction
de leur structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Brunet, 2008).

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénoliques. Ils
se décomposent facilement en oses et en acides phénoliques grace a I'action des enzymes
tannases. Selon la nature de I'acide phénolique, on distingue les tanins galliques et les
tanins ellagiques (Paris et al., 1981).

» Tanins hydrolysables
Ils sont composés d'une molécule glucidique estérifiée par I'acide gallique ou I'un
de ses dériveés (acide ellagiques, acide m-digallique), ce qui leur vaut parfois le nom de
pyrogalliques et d'ellagitanins. Ils se décomposent facilement par hydrolyse chimique ou
enzymatique. Les tanins galliques et ellagiques sont typiques des angiospermes
dicotylédones (Bruneton, 2009).
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Figure 13: Structure générale de tanins hydrolysables (Hopkins,
2003).

FLAVAN-3-OL

O 0
HO
OH
HO
OH
Acide gallique Acide ellagique

Figure 15: Structure chimiques des quelques tanins hydrolysables
(Chaturvedula et Prakash, 2011).

» Tanins condensés (proanthocyanidines)

Les tanins condensés, également appelés proanthocyanidols ou tanins « catéchiques
», sont formés par la polymérisation de molécules de flavanes elémentaires (telles que les

flavanes ol-3, flavane ol-4, et flavane diol-3,4). Ces composés ont été isolés ou identifiés
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dans tous les groupes de végétaux, y compris les gymnospermes et les fougeéres
(Bruneton, 2009).

1.11.1.6 Anthocynes

Le terme anthocyane, dérivé des mots grecs "anthos™ (fleur) et "cyanus™ (bleu),
désigne des pigments importants des plantes vasculaires capables d'absorber la lumiere
visible, ce qui les rend détectables a I'eeil nu (Kong et al., 2003).

Ces pigments sont responsables des couleurs vives orange, rose, rouge, violet et
bleu des fleurs et des fruits de nombreuses plantes (Turker et al., 2004 ; Valls et al.,
2009).

La structure de base des anthocyanes est constituée d'anthocyanidines, comportant
deux cycles hydrocarbonés aromatiques liés par un cycle hétérocyclique contenant de
I'oxygeéne. Lorsqu'elles sont liées a un sucre, elles sont appelées anthocyanines. Ces sucres
peuvent étre des monosaccharides tels que le glucose, le galactose, le rhamnose, le
fructose et l'arabinose, ou une combinaison de trois ou quatre monosaccharides
(Farahmandazad ,2015).

Cyanidine -R,=OH, R,=H

OH Malvidil’le -RI=R3:OCH3
Pélargonidine -R =R=H
Péonidine -R =0CH,, R =H
Pétunidine -R =0CH_, R =0H

OH M
= R, Delphinidine -R =R,=OH
B
-

H

OH

Figure 16: Structure des principaux anthocyanes (Labbé et al.,
2008).

1.11.1.7 Terpénoides

Egalement appelés terpénes, ces composés constituent un vaste groupe de
métabolites secondaires et sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou a
chaine ouverte (Hellal, 2011).
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Les plantes synthétisent en effet plus de vingt-deux mille dérivés isopréniques, qui
présentent une grande diversité de structures, de propriétés physiques et chimiques, ainsi
que d'activités biologiques (Conolly et Hill, 1992).

Ils répondent généralement a la formule générale (CsHs) (Seenivasan, 2006), leur
caractéristique structurelle principale étant la présence d'unités isopréniques a 5 atomes
de carbone dans leur squelette (Hernandez-Ochoa, 2005).

Les précurseurs de tous les isoprénoides sont le pyrophosphate d'isopentényle (IPP)
et son isomére allylique, le pyrophosphate diméthylallyl (DMAPP), avec prés de 40 000
structures moléculaires différentes (Yu et Utsumi, 2009). Ces composés forment une
classe importante de produits secondaires, souvent hydrophobes, parfois volatils, et liés

par une origine commune (Seaman, 1982).

S

Figure 17: Structure de base des terpénoides (Wichtl et al., 2003).

1.11.1.8 Stéroides

Les stéroides, présents aussi bien dans les plantes que dans les animaux, sont des
composés essentiels pour les organismes vivants. Les stéroides génériques, caractérises
par des cycles 17-H hydrogénés partiellement ou totalement, sont remarquablement
puissants, agissant a des concentrations trés faibles. Typiquement, dans les stéroides, les
groupes méthyle se situent en C-10 et C-13, tandis que la chaine latérale alkyle se trouve
en C-17. Lorsque le groupe hydroxyle est en C-3, on les classe sous le terme légerement
différent de "stérols”. Ces composes, qu'ils soient stéroides ou sterols, jouent divers roles
dans le corps et sont utilisés en médecine pour des applications telles que les glycosides
cardiaques, les contraceptifs oraux, I'normonothérapie substitutive et le traitement du
cancer (Patadiya, 2020).

1.11.1.9 Stérols

Les stérols, composés tétracycliques comprenant 27 a 29 atomes de carbone, se

trouvent a la fois sous forme libre (80%) et estérifiée. lls sont issus de la saponification
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des esters d'acides gras (Giuffre et al., 2012). Ces stérols sont des alcools de triterpenes,
du type scaléne, résultant de la condensation opposée de deux farnésyldiphosphates (en
C13) (Heller et al., 2004).

HO

Figure 18: Structure chimique des stérols (McMullen et al., 1995).

1.11.1.10 Les Quinons

Les quinones sont des composes largement répandus dans divers regnes de la
nature, que ce soit végétal, animal ou microbien. On les divise en deux catégories
principales : les benzoquinones et les naphtoquinones. Les quinones naturelles se
caractérisent par la présence de leur cycle conjugué avec les doubles liaisons d'un noyau
benzénique pour les benzoquinones, ou d'un systeme aromatique polycyclique condensé
tel que le naphtaléne, l'anthracéne, le 1,2-benzanthracéne, le naphtodianthréne, le

pérylene ou le phénanthréne. (Bruneton, 1999).

Ces composes colorés sont responsables du phénomene de brunissement observé

dans les fruits et Iégumes lorsgu'ils sont coupés ou endommagés (Cowan, 1999).

L

Figure 19: Structure d’une molécule de quinone (Cowan, 1999).

1.11.1.11 Saponosides

Les saponines, présentes dans de nombreuses plantes, tirent leur nom de leur
capacité a mousser en solution aqueuse. Elles se composent d'un groupe aglycone de
nature triterpénique ou stéroidique, ainsi que d'une ou plusieurs chaines glycosidiques
(Sparg et al., 2004).
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Les Saponosides, également connus sous le nom de saponines, sont des Terpenes
glucosyles. lls peuvent étre des stéroides glycosylés, des stéroides, des Alcaloides
glycosylés ou des hétérosides triterpéniques. Ils peuvent également étre présents sous
forme d'aglycones, appelés Sapogénines, qui sont des composes terpéniques ne contenant

pas de glucides (Hopkins, 2003).
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Activité biologique
.12 Activité antioxydant

Ces derniéres années, l'activité antioxydante des plantes médicinales a
particulierement retenu I'attention en raison de son réle dans la prévention des maladies
chroniques telles que les maladies cardiaques, le cancer, le diabete, I'nypertension et la
maladie d'Alzheimer, grace a sa capacité a combattre le stress oxydatif (Meddour et al.,
2013).

1.12.1 Les antioxydants

Dans un systéeme biologique, un antioxydant est défini comme toute substance qui,
présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou
prévient significativement I'oxydation de ce substrat (Halliwell, 1995 ; Halliwell et
Gutteridge, 1999). Ces substances peuvent neutraliser ou réduire les dommages causés
par les radicaux libres dans l'organisme, maintenant ainsi des concentrations non
cytotoxiques au niveau cellulaire. Les antioxydants peuvent étre des systemes
enzymatiques ou non enzymatiques (Mohammedi, 2013), et ils permettent de maintenir
des niveaux non cytotoxiques de ROS (espéces réactives de I'oxygene) dans les cellules.
L'organisme réagit constamment a cette production continue de radicaux libres (Favier,
2003).

Ces substances sont utilisées pour prévenir le vieillissement, ainsi que de
nombreuses maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, et I'inflammation causée
par la production excessive de radicaux libres. Elles sont également utilisées dans les
aliments pour prévenir le rancissement ou la décoloration, souvent dus a I'oxydation
provoquée par I'oxygene de l'air, la lumiere, la chaleur et certaines enzymes (Scarim et
al., 2019).

Les antioxydants sont trés diversifiés et comprennent de petites molécules
liposolubles (comme la vitamine E et le B-caroténe) ou hydrosolubles (comme la vitamine
C et I'acide urique), ainsi que des proteines a activité enzymatique (comme le superoxyde
dismutase, la glutathion peroxydase, la catalase, etc.) ou non enzymatique (comme les
séquestrants de métaux). lls peuvent étre d'origine endogene ou exogene, et peuvent étre

des composés naturels ou synthétiques (Guo et al., 2006).
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Exemples des molécules antioxydants :
Parmi les molécules antioxydantes, on trouve :

e Des minéraux comme le sélénium et le zinc

e Des molécules complexes telles que les polyphénols, les flavonoides, la
coenzyme Q10 et les caroténoides

e Des vitamines telles que E, C et A

e Des enzymes telles que la glutathion peroxydase et le superoxyde dismutase
(SOD), qui assurent une protection naturelle contre les dommages oxydatifs dans
le corps. La glutathion peroxydase, en tant que sélénoprotéine, souligne
I'importance du sélénium dans la lutte contre les radicaux libres (Haleng et al.,
2007).

1.12.2 Type des antioxydants

Le systéme de défense antioxydant L’organisme dispose de plusieurs systemes de
défense antioxydants tres efficaces pour réduire la concentration d'especes oxydantes. Ce

systeme est divisé en deux grandes catégories :

e Antioxydants enzymatiques :

Pour protéger ses tissus contre les agressions des radicaux libres, 1’organisme
humain utilise des systemes enzymatiques, tels que les superoxydes dismutases, les
catalases et les glutathion peroxydases (Milane, 2004), ces enzymes antioxydants
éliminent les radicaux libres par des réactions spécifiques, comme illustré dans la figure
suivante (Halliwell, 1994).

205 +2H ___,Superoxyde dismutase HO; + O
2H>0; —— Catalase 2H,0 + O;

H;0,;+2GSH —— Glutathion peroxydase GS-SG +2H:0

Figure 20: Réaction d’¢limination des radicaux libres.

Les antioxydants non enzymatiques

Certaines molécules chimiques de faible poids moléculaire agissent comme

antioxydants, mais leur role n'est pas catalytique. Elles se divisent en deux catégories :
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les antioxydants non enzymatiques endogénes (synthétisés par les cellules eucaryotes) et
les antioxydants non enzymatiques exogenes (provenant de I'alimentation) (Sharifi et al.,
2020).

Antioxydantes non enzymatiques endogenes

Ces enzymes jouent un réle crucial dans la défense antioxydante. Ce systeme de
défense se compose de trois enzymes antioxydantes majeures : les superoxydes
dismutases (SOD), les glutathions peroxydases (GPx) et la catalase (CAT) (Chetibi et
Diab, 2016), ainsi que la bilirubine, I'acide urique, la coenzyme Q, la mélatonine et I'acide
lipoique (Sharifi et al., 2020). Ces enzymes antioxydantes permettent 1’élimination des

radicaux libres primaires (Lehucher-Michel et al., 2001).
Les antioxydants non enzymatiques exogenes

Ces molécules exogeénes, contrairement aux enzymes antioxydantes, capturent un
seul radical libre par molécule. Pour étre réutilisée, chaque molécule d’antioxydant doit
étre régénérée par d'autres systemes (Dacosta, 2003). Les antioxydants secondaires,
généralement, inhibent les facteurs qui initient I’oxydation. Ils comprennent une large
gamme de substances chimiques diverses qui empéchent 1’oxydation des lipides par
différents mécanismes, sans transférer le radical libre sous sa forme non radicalaire
(Miller et al., 1996).

Dans cette catégorie, on trouve : les caroténoides, 1’ubiquinol, la vitamine E, la
vitamine C, le glutathion (GSH), I’acide urique, 1’acide alpha-lipoique (Delattre et al.,
2005), I’acide ascorbique, le B-carotene, les flavonoides et les composés phénoliques
(Kohen et Nyska, 2002).

1.12.3 La localisation des antioxydants
Localisations cellulaires des antioxydants :

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles.
En fonction de leurs caracteéristiques physico-chimiques, leur localisation préférentielle
au sein des cellules varie : les substances liposolubles se trouvent principalement dans les
membranes cellulaires, tandis que les substances hydrosolubles sont présentes dans le
cytosol et/ou le milieu extracellulaire. Ils sont particulierement efficaces contre les

radicaux libres présents dans leur milieu respectif (Machlin et al., 1988).
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Caroténoides

Vitamine C et £
+ caroténoides

Vitamine E

Mn SOD

/ Glutathion
Vitamine E péroxydase

+ caroténoides

Figure 21: Sites d’action des nutriments antioxydants (en rouge) et

des enzymes antioxydantes (en noir) (Opara ,2002).

Localisations alimentaires :

Les antioxydants se trouvent principalement dans les fruits et lIégumes. Ils sont

également présents dans de nombreux autres aliments que nous consommons

quotidiennement (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Tableau 4: principaux groupes d’antioxydants et sources alimentaires associées

(Koechlin, 2006).

Huiles végétales, amandes, noix,
Vitamine E noisettes, brocoli, épinard, avocat,
asperge, crevette, crabe.
o Agrumes (citron, orange,
Vitamines . . .
Vitamine C pamplemousse...), cassis, fraises,
melon, persil, kiwi, poivron, brocoli.
o Foie, thon, beurre, fromage, ceuf,
Vitamine A ]
laitages.
Lycopenes Tomates, papaye, abricot, goyave,
melon Lutéine.
Caroténoides
) . Carotte, persil, abricot, poivron,
Beta-carotene .
orange, épinard.
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Lutéine et zéaxanthine Brocolis, épinards, chou vert, mais,
poivron rouge, pois verts, kaki, navet,
laitue, courgette.
Polyphénols Tanins Lentilles, thé, raisin
Flavonoides Chocolat, Iégumes (persil, chou,

laitue, endive, poireau), fruits (orange,
cerise, cassis, mare, myrtilles), huile

de pépin de raisin, thé

Acides phénoliques

Café, fruits

1.12.4 Systémes des défenses antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a une concentration

relativement faible, de rivaliser avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder ou

empécher leur oxydation (Drdge, 2002). Cette definition fonctionnelle englobe de

nombreuses substances, y compris des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques,

ainsi que de petites molécules hydrosolubles ou liposolubles. Les systemes antioxydants

peuvent étre classés selon leur mode d'action, leur localisation cellulaire et leur origine
(Delattre et al., 2005).

=
=
<=
7
—
=

&

2) Les molécules plégeuses d'électrons

Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléeéments... ]

Figure 22: Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

(Menvielle-Bourg, 2005).

34




Chapitre 111 Les activités biologiques

1.12.5 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant (in vitro)

Pour évaluer l'activité antioxydante, plusieurs techniques sont utilisées, chacune
nommeée en fonction du matériau servant de source de radicaux libres. Par exemple, on
peut citer : ORAC (oxygen radical absorbance capacity), FRAP (Ferric reducing
antioxidant power), TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), ABTS (2,2-azinobis
3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) et DPPH+ (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), etc...
(Georgeva et al., 2010).

Ces tests peuvent étre divisés en deux catégories : ceux qui mesurent le transfert
d'électrons ou d'hydrogene vers un radical coloré stable et facile a détecter (comme DPPH
et FRAP), et ceux qui impliquent une compétition entre l'antioxydant et une cible a
protéger (comme les pigments ou les lipides), tels que I'Oxygen Radical Absorbance
Capacity (ORAC), la décoloration du pB-caroténe et de la crocine (Kabouche et
Bensouici, 2015). Il est important de noter que les différentes méthodes produisent des
résultats variés et doivent étre utilisées de préférence pour comparer des produits
similaires (Georgeva et al., 2010). Selon I'étude d'Alam et al., 2013), 19 méthodes sont
actuellement utilisées pour estimer in vitro la capacité antioxydante d'un échantillon, la

méthode DPPH étant la plus couramment employée.
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Total antioxidant <)
Xanthine oxidase [
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DPPH
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w
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Hydroxyl Radical... | g

Metal chelating activity e |
NOScavenging |gmm
ORAC g

B-carotene linolate... —
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Figure 23: Fréquence d’utilisation des méthodes d’évaluation de

I’activité antioxydante (Alam et al., 2013).
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1.12.6 Stress oxydatif

Apreés la découverte des radicaux libres dans les systemes biologiques il y a un peu
plus de 55 ans, Harman et ses collaborateurs ont proposé en 1956 I'hypothese selon
laquelle I'accumulation de dommages moléculaires et cellulaires causés par les radicaux
libres centrés sur I'oxygene serait responsable du vieillissement. En 1991, Sies a défini le
stress oxydant comme l'incapacité de l'organisme a se défendre contre I'agression des
especes réactives de I'oxygene (ERO), en raison d'un déséquilibre résultant soit d'une
production accrue d'ERO, soit d'une diminution de la capacité de défense antioxydante
(Fetoni et al., 2019).

Systemes antioxydants
Enzymatiques Non enzymatiques

Sources d’ERO Superoxyde Glutathion ;

dismutase ; Ubiquinol ;

Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) :
peroxydase; Caroténoides ;

NADPH oxydase : ~ Polluants ; Catalase. Polyphénols

Chaine respiratoire ~ Radiations (X, UV) ; alimentaires.

mitochondriale ; Xénobiotiques

Peroxysome ; pro-oxydants ;

Cycloxygénase ; Cytokines pro-

Lipoxygénase ; inflammatoires.

Xanthine oxydase ;
Cytochrome P-450.

Figure 24: Déséquilibre entre les antioxydants et les radicaux libre
(Shimizu, 2004).

1.12.6.1 Définition de stress

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de
détruire les radicaux libres produits en exces, maintenant ainsi un équilibre entre les
oxydants et les antioxydants. Cependant, dans certains cas, en raison d’une surproduction
de radicaux ou d’une diminution des capacités antioxydantes, un déséquilibre peut
survenir entre la génération d'especes oxygénées activées (EOA) et les défenses
antioxydantes de 1’organisme, entrainant ce que 1'on appelle le stress oxydatif (Bendif,
2017). Ce déséquilibre peut étre da a une surproduction endogene d'agents pro-oxydants
d'origine inflammatoire, a un déficit nutritionnel en antioxydants, ou a une exposition

environnementale a des facteurs pro-oxydants (Haioun et al., 2015).
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Figure 25: Stress oxydant (Dura¢kova, 2008).

1.12.6.2 Conséquences biochimiques du stress oxydatif et les

Maladies associées :

Le stress oxydatif est la cause initiale de plusieurs maladies, notamment le cancer,

I'eedéme pulmonaire, le vieillissement accéléré, le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).

La production excessive de radicaux libres entraine des lésions directes des

molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides),

ainsi que des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des

métabolites libéres, notamment lors de I'oxydation des lipides (Harris, 2002).
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Diabgte

Anémies
Malana

Catamacte
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Figure 26: Principales circonstances pathologiques s’accompagnant

d’un stress oxydant primitif ou secondaire (Favier, 1997).
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1.12.7 Espéces réactives de I'oxygéne (ERO)

Parmi les espéces radicalaires les plus notables figurent les espéces réactives de
I’oxygene (ERO), des radicaux libres dérivés de la molécule d’oxygene par 1'addition d'un
électron. Les principales ERO incluent le radical superoxyde ( 057), le radical hydroxyle
(‘OH), et le monoxyde d’azote (NO"). Il existe également des dérivés oxygénés réactifs
non radicalaires, tels que le peroxyde d’hydrogéne (H20>) et le peroxynitrite (ONOO"),
qui présentent une toxicité significative (Gutteridge et Halliwell, 1993 ; Jacques et
André, 2004).

Tableau 5: Espéces réactives de 1’oxygéne (Kohen et Nyska, 2002).

Espéces non radicalaires Especes radicalaires
Oxygene singulet *O2 Anion superoxyde Oz
Peroxynitrite ONOO Radical hydroxyle OHe
Peroxyde d’hydrogéne H202 Monoxyde d’azote NOe
Acide hypochlorique HOCI Radical alkoxyle ROe
Peroxyde organique ROOH Radical peroxyle ROOe

1.12.8 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques (especes, atomes, molécules ou
fragments moléculaires) qui possédent un ou plusieurs électrons non appariés sur la
couche périphérique du squelette moléculaire. Ces électrons célibataires sont produits par
un apport d'énergie suffisant pour les séparer et ont tendance a attirer les électrons d'autres
atomes et molécules afin de gagner en stabilité, ce qui déstabilise ces autres molécules
(Bendif, 2017).
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Radical Libre
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Figure 27: La formule des radicaux libre.
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Figure 28: Neutralisation d’une radicale libre par un antioxydant
(carange, 2010).

1.12.8.1 Source des radicaux libres

Les espéces réactives de lI'oxygene (ERO) peuvent étre produites par des agents
physiques comme les rayonnements, ainsi que par des réactions chimiques et surtout
enzymatiques. En effet, toute réaction impliquant de I'O2 et un systeme réducteur de
transfert d'électrons est susceptible de libérer des ERO. Par exemple, la chaine respiratoire
est une source importante de production d'ERO. D'autres activités enzymatiques, comme
celles des NADPH oxydases lors de I'inflammation et des cytochromes P450 pendant la
détoxication des xénobiotiques, générent également des ERO. Ainsi, la mitochondrie, la
membrane plasmique et le réticulum endoplasmique sont les principaux sites de libération
des ERO. Les sources de production des ERO, tant endogénes qu'exogenes, sont

nombreuses.
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Figure 29: Différents Sources des ERO (Sachse et Wolf, 2007).

1.13 Activité antibactérienne

Dés la naissance, I'nomme entre en contact avec des micro-organismes qui
colonisent progressivement sa peau et ses muqueuses. Pour résister a ces micro-
organismes, divers moyens sont mis en ceuvre. On peut schématiquement les classer en
trois groupes : les barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou

innée) et I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).

L'activité antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes a particulierement
servi de base a de nombreuses applications, notamment en pharmacie, en médecine, en

thérapie naturelle et dans la conservation des aliments (Sagdig et al., 2002).
1.13.1 Les principales substances antibactérienne
1.13.1.1 Les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes d'une adaptabilité remarquable,
responsables de maladies graves ou bénignes. Elles peuvent survivre et se multiplier dans
divers environnements, et certaines forment des spores capables de persister pendant des

décennies.

Certaines bactéries ne peuvent survivre que par un contact étroit avec leur hote
humain. Si la plupart se répliquent en quelques heures ou jours, d'autres croissent
beaucoup plus lentement, entrainant des infections chroniques difficiles a traiter. En plus
de coloniser une grande variété d'habitats, les bactéries possedent un potentiel élevé
d'adaptation génétique.
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Souvent, elles contiennent de I'ADN plasmidique, capable de transférer du matériel
génétique au sein de la méme espéce ou entre espéces différentes. Cette adaptabilité
génétique peut augmenter leur pouvoir pathogene ainsi que leur résistance aux
antibiotiques (Tony et Paul, 1999).

L'étude des bactéries est essentielle pour combattre les maladies, car elles sont
responsables de certaines maladies graves et de nombreuses affections bénignes. La
prévention et le contréle de ces maladies reposent largement sur le travail des
bactériologistes, que ce soit en médecine humaine, vétérinaire ou en agriculture. Bien que
les bactéries pathogénes soient importantes, elles ne représentent qu'une petite fraction de
la population bactérienne. La majorité des bactéries sont peu ou pas dangereuses, et
beaucoup sont extrémement bénéfiques pour I'Homme. Par exemple, certaines produisent
les antibiotiques qui ont révolutionné les traitements médicaux, tandis que d'autres sont
utilisées dans l'industrie alimentaire pour fabriquer du beurre, du fromage et du yaourt
(Singleton, 1999).

1) Morphologie

Pendant de nombreuses années, la bactérie a été percue comme "un sac d'enzymes"
en raison de la résolution insuffisante du microscope optique, qui ne permettait pas de
révéler les details de sa structure. Ainsi, l'observation des bactéries se limitait a
reconnaitre la forme des cellules (sphérique ou coccoide, cylindrique ou en batonnet,
spiralée ou hélicoidale), leurs dimensions (variant selon les especes de 0,1 um a 600 pm,
les Entérobactéries mesurant 2 a 3 um de long, certaines Spirochaeta atteignant entre 30
et 500 um) et les arrangements ou groupements qu'elles forment (en grappe, en chainette,
en paire ou diplocoque, en palissade ou paquet d'épingles chez les Corynébactéries). Ces
caractéristiques définissent la morphologie bactérienne, critere essentiel de
reconnaissance et d'identification, jouant un réle tres important dans le diagnostic
(Leclerc et al., 1995 ; Pocidalo, 1989). Les traits morphologiques représentent une
stratégie d'adaptation et de survie ; dans les environnements aquatiques ou terrestres, on
trouve des bactéries amorphes, ovoides, cubiques, étoilées ou filamenteuses, qui peuvent
Se regrouper en amas, en paires, en rosettes, en réseaux, en cubes, ou en corps fructifiant
(Leclerc et al., 1995).
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Figure 30: Exemple de morphologies bactériennes (Hart et Shears
,1997).

2) Structure d’une cellule bactérienne

La cellule bactérienne semble entourée d'une enveloppe rigide, la paroi, qui entoure
une seconde enveloppe plus fine et plus fragile, la membrane plasmique. Le cytoplasme,
situé en dessous, est généralement trés homogene et contient principalement des
ribosomes, parfois des substances de réserve. Il ne contient aucun des organites présents
dans les cellules eucaryotes (comme le réticulum endoplasmique, les mitochondries, etc.).
Ces structures (paroi, membrane, cytoplasme et chromosome bactérien) sont essentielles
a la cellule et toujours présentes. D'autres structures peuvent s'ajouter, telles que la
capsule (enveloppe la plus externe), les flagelles, les pili ou fimbriae, et les spores, formes
de résistance présentes uniquement chez certaines especes bactériennes. Enfin, les
plasmides, des ADN extra-chromosomiques circulaires capables d'autoréplication,
peuvent également étre présents (Prescott et al., 2003 ; Hart et Shears, 1997). Le

schéma suivant illustre I'organisation générale de la structure d'une cellule bactérienne.

Figure 31: Structure d’une cellule bactérienne (Hart et Shears
,1997).
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3) Meécanismes de défense contre les bactéries

Dés la naissance, I'nomme entre en contact avec des bactéries qui colonisent
progressivement son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces bacteries, divers
moyens sont déployés. On peut les regrouper en trois catégories : les barrieres
anatomiques (la peau et les muqueuses), les mécanismes de résistance naturelle (ou
innés), et I'immunité acquise. Les défenses contre les bactéries reposent d'abord sur les
barrieres cutanéo-muqueuses, puis sur les mécanismes naturels qui impliquent des
récepteurs solubles (comme le complément) et membranaires, capables de reconnaitre
des motifs spécifiques souvent présents sur les bactéries. Ces mécanismes permettent de
recruter et d'activer les cellules phagocytaires. L'immunité acquise, qui se développe plus
tard, fait intervenir des récepteurs clonaux sur les lymphocytes. Elle se manifeste par la
production d'anticorps (efficace surtout contre les pathogénes extracellulaires) et une
réponse cellulaire (efficace contre les pathogénes intracellulaires). L'immunité acquise
posséde une mémoire, une propriété fondamentale pour la vaccination (Kaufmann, 1997
; Sendl et al., 1992).

attaque de is
wynthése dey
scides nuckéiques

glycopeptides

pritsing prosbious
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Figure 32: Différents modes d’action des antibiotiques (Lavigne,
2007).

1.13.1.2 Les antibiotiques

Un antibiotique est défini comme toute substance chimique produite par des micro-
organismes capable d'inhiber ou de détruire les bactéries et autres micro-organismes.
L'étendue de Il'activite antibactérienne d'un antibiotique définit son spectre d'action. Plus
un antibiotique détruit de types de bactéries différents, plus son spectre est large (Mehdi
,2008).
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Il existe deux catégories d'antibiotiques : les antibiotiques a effet bactériostatique,
qui inhibent la croissance bactérienne en ralentissant puis en arrétant la multiplication des
bactéries, et les antibiotiques bactéricides, qui détruisent les bactéries en les lisant
(Boulahbal, 2002).

Mode d’action des antibiotiques :

Les antibiotiques entravent spécifiqguement les processus métaboliques essentiels
des bactéries sensibles, arrétant ainsi leur croissance, souvent de maniére temporaire

(effet bactériostatique) mais parfois de maniére permanente (effet bactéricide).

I1 existe plusieurs types d’antibiotiques, chacun agissant selon des mécanismes

différents :

» Les antibiotiques qui modifient la perméabilité de la membrane plasmique.
Les antibiotiques qui inhibent la synthése des protéines.
Les antibiotiques qui inhibent la synthése de la paroi bactérienne.

vV V VY

Les antibiotiques qui agissent sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs

précurseurs (Meziani, 2012 ; Mammeri et Amiens, 2013).
1.13.2 Les bactéries étudies et leurs réle pathologiques
1.13.2.1 Bactéries gram négatives
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative, en forme de batonnet,
asporogéne et monoflagellée. Elle a une apparence nacrée et dégage une odeur semblable
a celle du raisin ou de la tortilla. P. aeruginosa se développe bien a des températures
allant de 25°C a 37°C, et sa capacité a croitre a 42°C permet de la distinguer de
nombreuses autres espéces de Pseudomonas. P. aeruginosa est un microorganisme
omnipresent capable de survivre dans une variété de conditions environnementales. Elle
cause non seulement des maladies chez les plantes et les animaux, mais aussi chez les
humains, entrainant des infections graves chez les patients immunodéprimés atteints de
cancer et chez les patients souffrant de brllures séveres et de fibrose kystique (FK) (Wu
et al., 2015)
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Figure 33: Le Pseudomonas aeruginosa sous le microscope
électronique (Elmeskini, 2011).

Escherichia coli

En 1885, Theodore Escherich, un scientifique allemand, a identifié pour la premiére
fois une espece de bactérie présente dans les excréments de nourrissons nourris
exclusivement au lait maternel, qu'il a nommée Bacterium coli commun. En 1919,
Castellani et Chambert ont rendu hommage a Escherich en rebaptisant cette bacterie
Escherichia coli (Avril, 2000).

Escherichia coli, un bacille a gram négatif et non sporulé (Patrick et al., 1988), est
généralement mobile grace a la présence de flagelles. Ses dimensions varient entre 2 et 6
um de longueur et entre 1,1 et 1,5 um de largeur (Percival et al., 2004). C'est I'agent
infectieux le plus courant parmi les isolats cliniques responsables d'infections chez
I'nomme. Certaines souches d'Escherichia coli se distinguent par leur résistance a
plusieurs antibiotiques, ce qui est désigné sous le terme de multirésistance. Cette
résistance aux antibiotiques constitue aujourd'hui un probléme majeur de santé publique,

notamment en milieu hospitalier (Liazid, 2012).

Présente principalement dans le tractus gastro-intestinal humain et animal, certaines
souches d'E. Coli sont virulentes et peuvent déclencher des infections digestives, urinaires
ou meningeées chez I'homme et certains animaux. D'autres souches, faisant partie de la
flore commensale, peuvent entrainer des infections opportunistes, surtout chez les

individus immunodéprimés (Patrick et al., 1988).

De nombreuses études corroborent le role pathogene de cette bactérie dans les
infections intestinales des nouveau-nés, ainsi que dans divers troubles touchant diverses
especes animales, en particulier les volailles, qui ont été Il'objet de recherches
approfondies (Fedde, 1998).
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Figure 34: Escherichia Coli sous microscope électronique (Haouzi
,2013 ; Eudier, 2011).

1.13.2.2 Bactérie a gram positive
Staphylococcus aureus

Ainsi, en 1878, Robert Koch en Allemagne et Louis Pasteur en 1880 en France
observent des amas de cocci dans des échantillons de pus d'origine humaine (provenant
de furoncles et d'ostéomyélites). La méme année, en Ecosse, Alexander Ogston propose
le terme "Staphylococcus"” (staphylé : grappe et kokkos : grain) pour désigner ces
bactéries qui se regroupent en amas irréguliers ressemblant a une grappe de raisin
(Hennekinne ,2009).

En 1884, le chirurgien allemand Anton J. Rosenbach identifia deux souches
distinctes de Staphylocoques, qu'il nomma en fonction de la couleur de leurs colonies : S.
aureus (dorees) et S. albus (blanches) (Hill, 1981).

Selon la deuxiéme édition du "Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology", le

Staphylococcus aureus est classé parmi les bactéries a Gram positif (Garrity et al., 2007).

Figure 35: Image MEB de Staphylococcus aureus (Mungkalasiri,
2009).
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Bacillus cereus

Les espéces du genre Bacillus sont de grands bacilles droits, aux extrémités carrées
ou arrondies, de tailles variées (allant de 0,5 x 1,2 pm a 2,5 x 10 um). Elles sont sporulées
et présentent une coloration GRAM positive ou variable (souvent positive uniguement
dans les cultures tres jeunes). Ces bacilles sont généralement mobiles grace a une ciliature
péritriche, bien que certaines especes, comme Bacillus mycoides, soient immobiles
(Camille, 2014).

MIMAZ2 0006 5.0kV 6.0mm x4.50k BSE-ALL .

Figure 36: Les cellules de B. cereus obtenus par microscopie
électronique a balayage (Ramarao et al., 2020).

47



Partie 2

Etude expérimentale




Chapitre |
Matériel et méthodes




Chapitre | Matériel et méthodes

Matériel et méthode

.14 Matériel végétale
Notre travail a porté sur le screening phytochimique de plante médicinale :
Papaver rhoeas L. et ainsi que le dosage des polyphénols totaux et 1’évaluation de leurs

activités antibactérienne, antioxydante

Cette étude a été realisée au sein des laboratoires pédagogiques du département

des Sciences biologiques et agricoles du Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf-Mila.

Dans cette étude nous nous somme intéresse aux parties aeriennes du coquelicot

rouge a savoir les feuilles.

11 s’agit des fleurs de Papaver rhoeas L. : récoltée au mois de Avril 2024 au
niveau de la zone de Boufouh - wilaya de Mila, cette derniere est caractérisée par un
climat ensoleillé et nuageux et qui a pour coordonnées géographiques 36°28'24 latitude
Nord et 6°12'50 longitude Est, et une altitude de 505. 06 m.

Figure 37: Le coquelicot (Papaver rhoeas L.) (photo
personnelle,2024).
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Figure 38: Localisation geographique du lieu de la récolte (Google
Earth)

.15 Matériels de laboratoires
L’ensemble des matériels et produits utilisées dans cette étude est dans cette

tableaux :
Balance, Balance de précision 0.001g, bain-marie, étuve,
Appareils spectrophotométre visible, rota vapeur, bec benzéne, vortex,
autoclave, congélateur, agitateur
Verreries et Béchers, fioles, éprouvettes graduées, entonnoirs, boite de pétrie,

Petits matériels pipette pasteur, pipettes graduées, erlenmeyers, verre de montre,

tubes a essais, papier filtre, couteau, spatule, anse, pince, portoir,

papier aluminium, ballon.

Réactifs et Eau distillee, Méthanol, Ethanol, Chloroforme, Ether de pétrole

produits , Acide gallique , Acide ascorbique , Folin-Ciocaltau , lodure de
chimiques potassium , lode , acide chlorhydriqgue (HCI) ,Hydroxyde
d'ammonium , 1'éther d’éthylique , chlorure ferrique (FeCl3) ,
liqueur de Fehling , KOH , NaOH , NH4OH , H2SO4 , NH40OH
anhydride acetique : carbonate de sodium
,Na,CO,CuSO;,wagner,ammoniaque  ,muller  hintgton
acéton ,DPPH.
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1.16 Préparation du matériel végétal

Le matériel végétal est rincé avec 1’eau distillée pour enlever la poussiére et toutes
autres particules contaminants puis sécher a 1’air libre a I’abri de la lumiére. Nous
conservons Feuilles aprés séchage dans des flacons en verre a I'abri de la lumiére et de

I'numidité Au congelateur jusqu'a l'utilisation.

Avant séchage Apres séchage

Figure 39: Les fleurs de Papaver rhoeas L. avant et apres séchage.
(Photo personnelle,2024).

1.17 Extraction des molécules chimique (Macération)

L’extraction a été réalisée au niveau des laboratoires de biologie du Centre
Universitaire Abdelhafid Boussouf (Mila). Les composés chimiques ont été extraits a

partir d’un échantillon sec.
a) Principe

La macération a été utilise comme  méthode d'extraction .Est une méthode
conventionnelle fréquemment utilisée dans 1’extraction des composés bioactifs. Celle-ci
se base sur le prolongement de la matiere végétale dans un solvant a une température
ambiante, ainsi que le temps requis par I’expérience. Cette €tape vise a extraire le
maximum des molécules chimiques existante dans la plante, pour cela on utilise des

solvants organiques qui accéleérent I’extraction et augmentent le rendement.

La méthode implique de secouer I'échantillon dans un contenant ferme contenant
un solvant, puis de le laisser reposer a température ambiante pendant au moins 3 jours
avec des secousses réguliéres. Apres cette période, le mélange est ensuite soumis a une

pression ou a une filtration.
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b) Préparation de I’extrait éthanolique

Pour préparer, on a macéré 5g de matiere végetale dans 100ml d'éthanol avec
agitation mécanique a temperature ambiante pendant 3 jours. Ensuite, on a filtré le produit
avec du papier filtre de type Whatman. L’extrait filtré est évaporé a I'aide d'un rotavap
sous vide. Une fois évapore, l'extrait est récuperé dans des boites de Pétri en verre et

conservé au réfrigérateur jusqu'a son utilisation.

[ 5¢ de I’échantillon ] [SOml d’éthanol] [ Le mélange ]

[ Filtrat stocké ] [ Filtration ] [ Agitation ]

Figure 40: Différentes étapes de préparation de I’extrait éthanolique
de Papaver rhoeas L. (photo personnelle,2024)

c) Préparation de I’extrait méthanolique

Pour préparer l'extrait méthanolique, mettez 1g de matiére végétale dans un
erlenmeyer et ajoutez un mélange de méthanol et d'eau distillée (70/30) (V/V) tout en
agitant mécaniquement a température ambiante pendant 3 jours. Ensuite, filtrez le produit
obtenu a travers un papier filtre. L'extrait filtré est évaporé a l'aide d'un rotavap sous vide.
Une fois évaporé, I'extrait est récupéré dans des boites de Pétri en verre et conservé au

réfrigérateur jusqu'a son utilisation (Bougandoura et Bendimerad, 2013).
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[ Filtration ] [ Evaporation ] L Le caramel ]

Figure 41: Différentes étapes de préparation de 1’extrait méthanolique
de Papaver rhoeas L. (photo personnelle,2024).

d) Préparation de ’extrait aqueux

Dans un erlenmeyer, faire macérer 5g de matiere végétal dans 50 ml d'eau distillée
en agitant mécaniquement a température ambiante pendant 24 heures. Filtrer la solution
obtenue a travers un papier filtre de Whatman. Evaporer le filtrat dans une étuve a 40 °C
pour éliminer I'eau. Ensuite, le conserver dans un flacon en verre hermétiquement fermé
et le stocker a I'abri de la lumiére jusqu'a utilisation.
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[ 50ml d’eau distillé ] [ Ajouter I’eau ]

[ Apres I’agitation ] [ Agitation mécanique ]

[ Le filtrat ] [ Evaporation en étuve ]

-

Stockage ]

Figure 42: Différentes étapes de préparation de I’extrait aqueuse de
Papaver rhoeas L. (photo personnelle,2024)

e) Préparation de I’extrait Chloroformique

Une quantité de 1g de matiére végétale a été combinée avec 10ml de chloroforme.
Ensuite, le mélange a été chauffé délicatement au bain-marie pendant 3 minutes. Aprés
une filtration a chaud, le volume a été ajusté a 10 ml.
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B X L Chauffer le mélange
Ajusté le volume a La filtration . ang
10ml au bain-marie

Figure 43: Les étapes de préparation d’extrait Chloroformique (photo
personnelle,2024).

Analyse gqualitative (screening phytochimique)

Le screening phytochimique représente I'ensemble des techniques qualitatives qui
permettent d'identifier les différents groupes de substances chimiques présentes dans les
organes végétaux. Ce sont des réactions physico-chimiques qui déterminent la présence

de substances chimiques (Lendvai et al., 2003).

Au sein du laboratoire du Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf, Mila, des tests

d'analyses qualitatives ont été réalisés sur la plante étudiée.

Les tests phytochimiques comprenant les lipides, les flavonoides, les alcaloides, les
tanins, les anthocyanes, les quinones, les stéroides, les stérols, les coumarines, les
anthraquinones libres et les sucres réducteurs ont été réalisés en employant diverses
méthodes chimiques. Ces tests permettent de déceler la présence ou l'absence de

différents groupes chimiques dans toutes les parties de la plante gréce a des réactions de
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précipitation ou de coloration, utilisant des réactifs spécifiques adaptés a chaque famille

chimique particuliére.
1.18 Caractéristiques des éléments nutritifs (métabolite primaire)
% Test des protéines

La présence de protéines est détectée gréace a la réaction du Biuret. Dans un tube a
essai, 1 g de poudre végétale est mélangé a 2 ml de solution aqueuse de NaOH & 20%. A
cette solution sont ajoutées 2 a 3 gouttes d'une solution aqueuse de CuSO4 a 2%.
L'observation d'une coloration violette, parfois Iégérement rougeatre, confirme la réaction

positive (Bekro et al., 2007).
» Test des lipides

10g de matiére végétale ont été trempés dans 30ml d'éther de pétrole pendant une
demi-heure. La solution résultante a été filtrée et I'évaporat filtré sur une plaque
chauffante. Ensuite, 3 gouttes d'H2SO4 ont été ajoutées au résidu huileux. La présence de

lipides est confirmée par une coloration violette (Afaq et al., 2005).

1.19 Caractéristiques des métabolites secondaires

1.19.1 Identification des groupes chimiques a partir de I’extrait éthanolique
» Deétection des flavonoides

Dans un tube a essai, versez 5 ml de I'extrait éthanolique, puis ajoutez quelques gouttes
d'HCl et quelgques copeaux de magnésium (Mg). La présence de flavonoides est confirmeée

par lI'apparition d'une coloration rose ou rouge (Trease et WC, 1987).
» Détection des alcaloides

Effectuer rapidement un essai avec le réactif de Wagner en ajoutant 1 ml d'extrait
dans un tube a essai, suivi de quelques gouttes du réactif. La formation d'un précipité

rouge-orangé ou brun rougeéatre confirme un résultat positif (Vijay et al., 2013).
» Détection des coumarines

Mélanger 20g de matiere végétal dans 40 ml d'éthanol pendant 2 a 3 heures. Apres
macération et filtration, ajouter 5ml de KOH (10 %) et 5 ml d'HCI (10 %) a 5ml du filtrat.
La présence de coumarines est indiquée par des précipités rouge-brun (Trease et WC,
1987).
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» Détection des glycosides

1ml d'extrait brut est mélangé avec 2ml d'eau distillée et chauffé & 70°C dans un
bain-marie avec I'ajout de 20 gouttes de liqueur de Fehling. Un test positif est indiqué par

I'apparition d'un précipité rouge brique (Trease et WC, 1987).
» Deétection des stérols

Mettre 5 ml d'extrait éthanolique a analyser dans un bécher, puis ajouter 5 ml
d'anhydride acétique, 5 ml de chloroforme et 1 ml d'acide sulfurique concentré le long de
la paroi sans agitation. Laisser reposer pendant 20 minutes. La présence de stérols est
indiquée par la formation d'un anneau rouge brunatre a la zone de contact des liquides et

une coloration violette de la couche supérieure (Trease et WC, 1987).
1.19.2 Identification des groupes chimique a partir de I’extrait aqueux
» Détection des tanins

Les tannins, qu'ils soient hydrolysables (galliques et ellagiques) ou non
hydrolysables (catéchiques), sont des polymeres de polyphénols. On peut les détecter en
ajoutant 2 a 3 gouttes d'une solution de chlorure ferrique FeCls 1% a 1 ml d'extrait d'alcool
mélangé a 2 ml d'eau distillée : une coloration bleu-noir indique la présence de tanins
galliques, tandis qu'une coloration brun verdatre indique la présence de tanins catéchiques
(Trease et WC, 1987 ; Dohou et al., 2003).

» Détection des saponosides

Faites tremper 2g de matiere végétale de notre plante dans 80ml d'eau distillée
pendant quelques minutes, puis filtrez et agitez. La présence de mousse persistante dans
le liquide indique la présence de saponines (Kalla et Belkacemi, 2017).

» Détection des stéroides

On verse 5 ml d'anhydride acétique et 5 ml de I'extrait dans un bécher, puis on
transfére ce mélange dans un tube a essai ou l'on ajoute 0,5 ml de H2SO4 concentré.
L'observation d'une coloration violette suivie d'un changement progressif vers le bleu puis

le vert signale une réaction (Harborne, 1998).
» Détection des anthocyanes

On mélange 5 ml d'extrait aqueux avec 5 ml d'acide sulfurique (H2SO4) pour créer

un milieu acide, et avec 5 ml d'hydroxyde d'ammonium (NH4OH) pour obtenir un milieu
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basique. La présence d'anthocyanes est révélée par une coloration rouge en milieu acide

et bleu violacé en milieu basique (Mibindzou, 2004).
1.19.3 Identification des groupes chimique a partir de ’extrait Méthanolique
» Detection des terpénoides

Dans un tube a essai, on a ajouté 2,5 ml d'extrait de méthanol, 0,4 ml de chloroforme
et 0,6 ml d'acide sulfurique concentré. La présence de terpénoides est confirmee par

I'apparition d'un anneau brun rougeétre en interphase (Trease et WC, 1987).

1) Identification des groupes chimiques a partir d’extrait
Chloroformique

» Détection des anthraquinones libres

Ajouter 1 ml de la solution extractive a 1 ml d’hydroxyde d'ammonium (NH4OH)
dans un tube a essai, puis agiter. Une coloration rouge plus ou moins intense signale la

présence d'anthraquinones libres (Diallo, 2000).
» Détection des quinones

2 g de la poudre dans un bécher contenant 2 ml d'acide chlorhydrique et 2 ml de
chloroforme pendant trois heures. Le filtrat a été mélangé avec 5 ml d'ammoniaque. La
présence de quinones est indiquée par une coloration rouge (Afaq et al., 2005).

1.19.4 Rendement de I’extrait brut

Le rendement de I’extrait brut est défini comme le rapport entre la masse de 1’extrait

sec obtenu et la masse de la matiére végétale traitée.

e La formule donnée par Harborne, 1998 permet de calculer le rendement

d’extraction :

[ R % = (Me/Mv) x100 }

e R% = Rendement en %
e Me =Masse de I’extrait apreés évaporation du solvant

e Myv =Masse de la maticre végétale utilisé pour 1’extraction.

Analyse quantitative
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1.20 Détermination des polyphénols totaux (PPT) par colorimétrie (méthode

de Folin- Ciocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux a été réalise dans les laboratoires de biologie des
laboratoires du Centre Universitaire Abdelhafid Boussouf (Mila).

L'analyse quantitative des polyphénols a été réalisée par spectrophotométrie selon
la méthode Folin-Ciocalteu (Skerget et al., 2005), par extraits méthanolique de Papaver

rhoeas L.
a) Principe

Les polyphénols sont quantifiés par spectrophotométrie a I'aide de la méthode de
Folin-Ciocalteu. Ce réactif jaune contient un mélange d'acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO12040). Lorsque les polyphénols
s'oxydent, ils réduisent ce réactif en un complexe bleu composé d'oxyde de tungstene
(WgO23) et de molybdene (MOgOz23), dont I'absorption maximale se situe autour de 765
nm. L'intensité de cette coloration bleue est proportionnelle a la concentration des

composés phénoliques dans I'échantillon (Youla et Latrous., 2017).
Le phénol standard utilisé dans cette méthode est I'acide gallique.
b) Mode opératoire

La méthode de Folin-Ciocalteu a été employée pour évaluer la concentration totale
en composés phénoliques, tel que décrit par Heimler et al., (2005). Dans cette méthode,
0.5 ml d'eau distillée et 125 pl du réactif de Folin-Ciocalteu ont été combinés avec 125
pl d'extrait d'échantillon. Apres 6 minutes de repos, 1.25 ml d'une solution aqueuse de
Na.COz a 7% a été ajoutée, puis le mélange a été ajusté a un volume final de 3 ml avec
de I'eau distillée. Aprés un repos de 90 minutes, lI'absorption a été mesurée a 760 nm par
rapport a de I'eau pure comme blanc. La concentration des composés phénoliques totaux
a éte calculée en équivalents d'acide gallique (mg d'acide gallique/g d'echantillon) en se

basant sur une courbe d'étalonnage de I'acide gallique.
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Figure 44: La mesure de la dilution de solution mére par
spectrophotométrie (photo personnelle,2024).

c) Préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Le test de Folin-Ciocalteu a été ajusté pour évaluer les polyphénols totaux des
échantillons, avec des ajustements comprenant I'utilisation de 0.3 ml de solution de Folin-
Ciocalteu, 2 ml de solution de Na2COsz a 7%, une température de réaction de 30°C, et une

durée de réaction de 90 minutes.

29,42 milligrammes d'acide gallique ont été soigneusement pesés et dissous dans
de I'eau distillée dans des fioles jaugées de 100 ml. Des volumes de 0 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,15 ;
0,2 ; 0,25 et 0,3 ml de cette solution ont été prélevés et placés dans des flacons
volumétriques de 10 ml respectifs. Chaque flacon a été complété a 10 ml avec de l'eau
distillée. Ensuite, I'absorbance de la solution réactionnelle & 760 nm a été mesurée et
soustraite du blanc réactif (Heimler et al., 2005 ; Mag et al., 2012).

[ Solution meére de I’acide gallique (2mg /ml) J
0.05ml 0.1ml 0.15ml 0.2ml 0.25ml 0.3ml

Figure 45: Dilution de la solution mere de 1’acide gallique.

200 microlitres d'une solution d'acide gallique (a une concentration de 2 mg/ml) ont
été mélangés avec 1 millilitre de réactif Folin-Ciocalteu (a 10%) dilué dans de I'eau et

800 microlitres de carbonate de sodium a 7,5% (Na2COs) dans un tube a essai. Aprés
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agitation et un délai de 2 heures, I'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de 760
nm & l'aide d'un spectrophotomeétre UV-visible (Haddouchi et al., 2014).

Activités biologiques

.21 Etude de P’activité antioxydante

1.21.1 Etude de I’Activité anti —radicalaire (DPPH)
a) Principe

La méthode la plus utilisée dans I’analyse de I’activité antioxydant, ¢’est la méthode

de DPPH (2,2-diphényle-1picrylhydrazyle).

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, également connu sous le nom de DPPH, a été
I'un des premiers radicaux libres utilisés pour examiner comment la structure affecte
I'activité antioxydant des composés phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-William, 1995). I
contient un électron non apparié sur un atome d'azote, ce qui lui permet de rester sous
forme monomeérique a température ambiante en raison de la délocalisation de ce radical,

évitant ainsi la formation de dimeres.

N- NO
@N/ 2

Figure 46: Structure chimique du radical libre DPPH (2,2 DiPhenyle-
1-Picryl-Hydrazyle) (Popovici et al., 2009).

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable
employé pour évaluer l'activité antioxydante des composés phénoliques. Ce composé
posséde un électron non apparié sur un atome d'azote du pont N-N (Bentabet et al.,
2014). En présence de piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle) de couleur violette est réduit en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine de
couleur jaune (Tepe et al., 2005). L'absorbance est mesurée a 517 nm. Ce radical est un
oxydant pouvant étre réduit par un antioxydant (AH) selon la réaction suivante :

DPPH. + AH — DPPH-H + A. (Celiktas et al., 2007).
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La figure suivante montre le mécanisme de réduction du radical DPPH :

A, AN i N
‘ f
NASNTS + AntioxydantOH ____ | NPy /\\v/l + Antioxydant-O*
Ne NH
ON \(/‘J\/ NO, ON \,/J,\/ NO,
X \//
DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 47: Equation du radical DPPH transformé en DPPH (Talbi et
al., 2015).

b) Préparation de la solution DPPH

On prépare la solution DPPH (C=0.025¢/1), dans un erlenmeyer, on mélange 1,2
mg de DPPH (C1gH12Ns506, Mr : 394,33) dans 50ml de méthanol

[ 1.2mg de DPPH ] [ 50ml de méthanol ] [ Solution de DPPH ]

Figure 48: Préparation de la solution DPPH (photo
personnelle,2024).

La solution mére de 1’extrait est préparée, et différentes concentration des

échantillons a tester sont préparées dans du méthanol.
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‘ Solution meére de 1’extrait 10mg/ml ‘

v v ¥ ¢ ¢

500 1000 1500 2000 2500
pg/ml ug/ml pg/ml ng/ml ng/ml

Figure 49: Dilution de la solution mére de I’extrait.

On prend 50pl d’extrait de chaque concentration et ajouter 1950ul de solution de
DPPH, chaque échantillon avec son blanc spécifique, dans le blanc on remplace le DPPH

par le méthanol (Haddouchi et al., 2014 ).

e L’échantillon : 50ul de I’extrait +1950ul de DPPH.
e Leblanc : 50ul de I’extrait +1950ul de méthanol.
e Contro6le : 50ul de méthanol +1950p1 de DPPH.

Les mélanges ont été incubés pendant une heure dans I'obscurité a température
ambiante. L'absorbance des échantillons a été mesurée a une longueur d'onde de

A=517 nm a l'aide d'un Spectrophotométre.

R Y L

UCC T

Figure 50: La mesure de la dilution de solution mere par
spectrophotométrie (photo personnelle,2024).

L'activité anti-radicalaire est estimée selon I'équation suivante :

Abs (contréle) — Abs (échantillon)

A A% =
B Abs (contrdle)

e AA%:L’ACTIVITE ANTI-RADICAL %
e ABS (CONTROLE) : L’ABSORBANCE DE CONTROLE

e Abs (échantillon) : L’absorbance de 1’échantillon.
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c) Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique :

» Mode opératoire :

Nous pesons 2 mg d'acide ascorbique, puis le diluons dans 1 ml de méthanol pour
créer une solution mere. Ensuite, différentes concentrations des échantillons a tester sont

préparées dans le méthanol, comme illustré dans le schéma suivant :

[ Solution mere d’acide ascorbique 2mg/ml }
500 1000 1500 2000 2500
pg/mi pg/ml pg/ml pug/ml pg/ml

Figure 51: Dilution de la solution meére de I’acide ascorbique.

Nous prélevons 50 ul d'acide ascorbique a chaque concentration, auxquels nous ajoutons
1950 pl de solution DPPH. Chaque échantillon est associé a son propre blanc, ou le DPPH

est remplacé par du méthanol (Haddouchi et al., 2014).

e L’échantillon : 50ul de I’acide ascorbique +1950ul de DPPH.
e Leblanc: 50ul de I’acide ascorbique+1950ul de Méthanol.

Les échantillons ont été laissés a reposer dans I'obscurité a température ambiante pendant
une heure, puis les absorbances ont ét¢ mesurées a une longueur d'onde de 517 nm (A=517

nm).
NB :

» Chaque échantillon a été analysé trois fois, avec un blanc spécifique pour chacun
» Toutes les opérations ont eté réalisées dans des conditions de faible luminosité ou
dans I'obscurite.

» Les échantillons ont été agités en utilisant le vortex.
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| I" lv ‘ﬁ{ ' "7”"

Figure 52: La mesure de la dilution d’acide ascorbique par
spectrophotométrie (Photo personnelle,2024).

> Concentration inhibitrice de 50 %

L’ICsp, ou concentration inhibitrice de 50 % (ou ECso pour concentration efficace a
50 %), représente la quantité de 1’échantillon examiné nécessaire pour réduire de moitié
la concentration de radical DPPH. Ces valeurs sont obtenues par régression linéaire a
partir des graphiques représentant les pourcentages d’inhibition en fonction des diverses
concentrations des fractions testées (Bertoncelj et al., 2007 ; Marxen et al., 2007 ;
Scherer et Godoy, 2009; Fabri et al., 2009).

1.22 Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de Papaver Rhoeas L in vitro vis a-vis des différentes
souches bactériennes (Staphylocoque aureus (6538ATCC), Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853) Bacillus cereus (ATCC 6633)) a été
réalisée par la méthode de diffusion de disque ou les disques sont imbibés de 10 pl de
chaque extrait (Sékmen et al., 2004). Dans le laboratoire pédagogique du centre

universitaire Mila.
» Meéthode de diffusion des disques

La méthode de diffusion sur disque est souvent utilisée comme premiére étape
d'analyse pour évaluer l'activité antibactérienne, avant d'utiliser des méthodes plus
deétaillées. Cette méthode implique des paramétres variables tels que le volume de liquide
appliqué sur les disques de papier, I'épaisseur de la couche de gélose, et I'utilisation
éventuelle d'un solvant, ces parameétres variant considérablement d'une étude a l'autre
(Manou et al., 1998 ; Burt, 2004). Pour évaluer I'activité antibactérienne de nos extraits,
nous mesurons le diamétre de la zone d'inhibition (en mm) autour des disques contenant

I'extrait testé contre les germes pathogénes aprés une incubation de 24 heures a 37°C.
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» Le principe :

Cette methode implique Il'utilisation d'un disque de papier imprégné d'extrait a
diverses concentrations, place sur une gélose préalablement ensemencée avec le germe a
tester. La croissance bactérienne est inhibée a une certaine distance du disque en fonction
de sa sensibilité a I'extrait diffusé. La limite de cette zone d'inhibition est repérée
visuellement, correspondant a I'endroit ou la croissance bactérienne commence
(Messiaen et Cassini, 1981).

La zone d'inhibition est interprétée en se réféerant a une regle basée sur les diametres
indiqués dans un tableau, permettant de classer les germes comme sensibles,

intermédiaires ou résistants (Biondi et al., 1993).

Cette méthode est considérée comme étant fiable et reproductible. Elle joue un réle
crucial en tant qu'étape préliminaire pour des études approfondies, en fournissant des
résultats principalement qualitatifs (Dima, 2016). De plus, elle permet de mettre en
lumiére I'effet antimicrobien des composés phénoliques et d'évaluer la résistance ainsi

que la sensibilité des souches microbiennes (Amara et Boughérara, 2017).

» Préparation de milieu MH (Mueller Hinton)
Le milieu de culture optimal pour cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé
de la maniéere suivante : Dissoudre 38 g de gélose Muller-Hinton dans un litre d'eau
distillée, puis chauffer la solution a 100 °C jusqu'a ébullition en la mélangeant avec un

agitateur.

La solution de milieu Muller-Hinton est transférée dans des flacons en verre,
stérilisés dans un autoclave a 120 °C pendant 15 minutes, puis versée dans des boites de

Pétri stériles.

Le milieu MH utilisé pour 1’étude de la sensibilité des bactéries aux differents

extraits de Papaver rhoeas L.
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1L d’eau distillé 38g de Mueller Chauffer la
Hinton solition 3 100 °C

flacons en verre

[ Verser dans des boites de Pétri stériles J { Transférée dans des ]

Figure 53: Différentes étapes de préparation de milieu MH (Mueller
Hinton) (Photo personnelle,2024).

» Préparation de I’eau physiologie
Préparer comme suit :

Dissoudre 4,5 g de chlorure de sodium (NaCl) dans 500 ml d'eau distillée. Faire
bouillir en remuant jusqu'a dissolution compléete, puis placer dans des flacons
complétement fermes et preéalablement stérilises dans un autoclave 120° pendant 10

minutes
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{ 4.5¢g de NaCl ][ 500ml d'eau distillée ][ Chauffer la solution ][ Stockage ]

Figure 54: Différentes étapes de préparation de 1’eau physiologie
(photo personnelle,2024).

» Préparation des disques d’aromatogramme
Les disques sont préparés a partir de papier Whatman n°3 d'un diamétre de 6 mm.
IIs sont ensuite placés dans des tubes en verre, stérilisés dans un autoclave a 120°C

pendant 20 minutes et conservés jusqu'a leur utilisation.

Figure 55: Préparation des disques (Photo personnelle,2024).

» Préparation de I'inoculum :

Immerger les échantillons de souche a tester dans un milieu nutritif et les incuber a
37°C pour évaluer leur viabilité. Aprés 24 heures, la suspension a été ajoutée goutte a

goutte sur un gel nutritif puis placée dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.
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Figure 56: L'ensemencement et L'incubation des souches
bactériennes dans la gélose nutritive (Photo personnelle,2024).

Apres l'incubation, suspendre a nouveau les colonies bien isolées dans une solution
saline a 0,9% de NaCl (eau physiologique) pour obtenir une densité optique de 0,08 a 0,1
a 625 nm, ce qui correspond a environ 108 UFC/ml (Gulluce et al., 2007).

Figure 57: Les suspensions préparées (photo personnelle,2024).

» Préparation des dilutions des extraits
L'extrait éthanolique et I'extrait méthanolique de la plante Papaver rhoeas L. ont
été traités avec du diméthylsulfoxyde (DMSO), les dilutions des extraits ont été préparés

pour l'analyse selon les méthodes suivantes :

» Solution meére (SM) : 100 mg de I'extrait dans 1ml de DMSO (100%).
T% : 0,5ml d’extrait de SM avec 0.5ml de DMSO (50%)

TY4: 0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de DMSO (25%)

T/g : 0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de DMSO (12.5%)

>
>
>
> TY16:0.5ml d’extrait de TV avec 0.5ml de DMSO (6,25%).
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Figure 58: Différentes concentrations des extraits méthanolique et
éthanolique (photo personnelle,2024).

» Application :

Pour I’application de I’activité antibactérienne des extraits de Papaver rhoeas L.,

nous avons passé par plusieurs étapes qui sont :

» Ensemencement et dép6t des disques

L'ensemencement se fait en utilisant la méthode de I'écouvillonnage sur des boites
de Pétri. Un écouvillon est immergé dans la suspension bactérienne, puis essoré en
pressant fermement contre la paroi interne du tube. Ensuite, I'écouvillon est frotté sur
toute la surface du milieu gélose, de haut en bas, en réalisant des stries serrées. L'opération
est réalisée deux fois en pivotant la boite de 70° a chaque répétition. Ensuite,
I'ensemencement est terminé en passant une derniére fois I'écouvillon sur toute la surface
du milieu gélosé. L'écouvillon est rechargé a chaque fois qu'on ensemence plusieurs

boftes de Pétri avec la méme souche.

Un disque d'environ 6 mm a été retiré a l'aide d'une pince stérile, puis imprégné de
différentes concentrations de 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml et 12,5 mg/ml. Les disques
ainsi préparés ont été placés dans des boites de Pétri, sans les appliquer. Dans chaque
boite de Pétri, un disque imprégné de 10 pl de DMSO a été ajouté comme témoin négatif.
Les boites ont ensuite été incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures (Murray et
al., 1995, Gulluce et al., 2007).
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Figure 59: Déférentes étapes d’activité antibactérienne (photo
personnelle,2024).

> Lecture

Apreés l'incubation, I'extrait a induit la formation d'une zone transparente en forme
de cercle autour du disque, indiquant une inhibition de la croissance bactérienne (Najjaa
et al., 2007).
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Les résultats sont interprétés en mesurant la zone d'inhibition a I'aide d'une régle

(mm) placée a I'extérieur de la boite. Une plus grande zone d'inhibition indique une plus

grande sensibilité a la déformation, comme indiqué dans le tableau (Choi et al., 2006).

Tableau 6: Evaluation de I’effet antibactérien selon le diamétre d’inhibition.

Observation Non sensible | Sensible Tres sensible | Extrémement

sensible
Signe ) (+) (++) (+++)
Diamétre <8 mm 8a14 mm 15220 mm >20 mm
d’inhibition

Zone ol les bactéries
se développent normalement

Zone ol la croissance
des bactéries est inhibée

boite de Pétri —1

i /
d'antibiotique — |
gélose avec @
culture bactérienne —

Mesure du diamétre de la zone
d'inhibition de croissance des bactég

Figure 60: Détermination de la zone d’inhibition par la méthode de
diffusion des disques (Zaika, 1988).
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Résultats et discussion
1.23 Analyse qualitative (screening phytochimique)

L'authenticité d'une espece végeétale est un facteur crucial a prendre en compte
(Lewis et Ausubel, 2006), et elle doit étre établie avant d'entreprendre toute évaluation
biologique ou l'utilisation d'un extrait de plante a des fins médicales ou pharmaceutiques.
De nombreux éléments génétiques et environnementaux peuvent influencer le profil des
composés phytochimiques dans un extrait végétal spécifique, ce qui a son tour affecte son
activité biologique (Lewis et Ausubel, 2006). Cette considération s'étend également au
processus d'extraction, incluant les conditions et notamment le choix du solvant utilise,

car ces facteurs ont un impact sur le profil phytochimique des extraits (Jayaweera, 1980).

La caractérisation phytochimique de ces extraits de plante est cruciale pour garantir
des résultats preécis et reproductibles. Cependant, la composition de ces extraits peut étre
altérée par le choix de la méthode analytique utilisée (comme HPLC, absorption UV-
visible, GC-MS ou d'autres détecteurs), ce qui influe sur leur résolution (Tzeng et al.,
2015). L'identification des composés bioactifs est également essentielle, mais elle
représente un défi car l'activité phytochimique observée peut résulter d'une synergie
complexe entre différents composés provenant de divers extraits. Ceci complique le
processus d'identification (Shah, 2012).

¢ Résultat d’analyse phytochimique :

Dans cette étude qualitative, nous avons entrepris une évaluation préliminaire de la
composition phytochimique de plante : Papaver rhoeas L. dans le but de détecter la
présence de certains composants chimiques. Les méthodes de caractérisation
comprennent des tests de solubilité des constituants, des réactions de précipitation et de
turbidité, ainsi que des observations de changement de couleur induit par I'utilisation de
réactifs spécifiques. Les résultats des tests phytochimiques effectués sur la plante étudiée

sont synthétisés dans le tableau suivant :
% (-) : absence
s (+/-) : trace
% (+) : petite quantité

% (+++) : Importante quantité.

s Les métabolites primaires
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Tableau 7: Les résultats de I’étude phytochimique des métabolites primaires.

Test des lipides

Test des protéines

(+-)

()

L’apparition d'une coloration violette qui
confirme la présence des lipides mais avec

une faible quantité.

L’absence de la coloration viollette, avec
une teinte rougeatre indique que le
Papaver rhoeas L. ne contient pas des

protéines

«» Métabolite secondaire

Tableau 8: Les résultats de 1’étude phytochimique des métabolites secondaires.

Terpénoides

(+)

L’apparition d'un anneau
brun rougeatre en interphase
indique la présence des

terpénoides.

Flavonoides

(+++)

I'apparition d'une coloration
rouge indique la présence
des flavonoides avec grande
quantité.

Alcaloides

¢

L’absence d’un précipité
rouge-orangé indique que le
Papaver rhoeas L. ne

contient pas des Alcaloides
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Coumarines

L’absence d’un précipité
rouge brun indique que le
Papaver rhoeas L. ne

contient pas des coumarines

Glycosides

(+++)

La formation d’un précipité
rouge brique indique la

présence des glycosides.

Stérols

)

L’absence de I’anneau rouge
brunatre a la zone de contact
des deux phases indique que
le Papaver rhoeas L. ne

contient pas des stérols.

Tanins

(+++)

L’apparition d’une

coloration brun verdatre
indique la présence des

tanins catéchiques

Saponosides

)

L’apparition d’une mousse
persistante  confirme la

présence des saponines

Anthocyanes

(+++)

La couleur rouge indique la
présence d'anthocyanes en
grande quantité.
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L’absence d’une coloration rens ~
violet clair, vire au bleu puis
au vert, indique que le

Steroides ©) Papaver rhoeas L. ne ‘
contient pas des stéroides.

L’absence d’une coloration
- R
rouge, indique que le |

Papaver rhoeas L. ne
Anthraquinones | (-

_ contient pas des

libres . .
anthraquinones libres.

Quinones L’apparition de La couleur | .
(+++) | rouge indique la présence
des quinones en grande
quantité.
Disscussion

D'apres le tableau précédant, les résultats des tests phytochimiques révélent que :

La réponse positive des tests photochimiques dans les extraits de Papaver rhoeas
L. avec des réactifs spécifiques a chaque type de métabolite a confirmer la présence de

métabolites secondaires importants

Le tableau montre que les principaux composés trouvés en grande quantité dans la

plante sont : Les flavonoides, les glycosides, les tanins, les anthocyanes, et les quinons.

Tandis que d'autres composés tels que les saponosides, les terpénoides, les lipides

sont présents en petites quantités.

En outre, notre plante se caractérise par I'absence totale des anthraquinones libre,

les stéroides, les stérols, les coumarines, les alcaloides, et les protéines.

Nos résultats concernant la présence de flavonoides, tanins, saponosides et
terpénoides concordent avec ceux obtenus par (Hmamou et al., 2023). Il est également

incompatible avec les résultats obtenus des coumarines et alcaloides.
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Les résultats concernant la présence d'anthocyanes sont en accord avec les siens
(Dogan et Bagci, 2014).

Une étude de screening phytochimique de I'extrait (eau-ethanol) des feuilles de la
plante Papaver rhoeas L. par (Ould Mokhtar, 2020) a montré que cette plante contient
: des saponosides en plus des flavonoides d'une part, et I'absence de stérols dans le des
extraits en revanche. Cela correspond a nos résultats. L'absence des terpénoides et la
présence d'alcaloides dans les résultats de (Ould Mokhtar, 2020), et cela est a I'opposé

de nos résultats.

Une étude phytochimique menée par (Hamouchene et Aoudjit, 2021) sur les
extraits aqueux, acétoniques, acétate d’éthyle et dichlorométhaniques des feuilles et des
pétales de la plante Papaver rhoeas L. a révélé la présence des flavonoides, des tannins

(gallique et condensé) et d'anthocyanes. Ces résultats concordent avec les nétres.
Et la différence dans les résultats obtenus est due a :

La concentration de ces métabolites varie selon le solvant utilisé et la méthode
d’extraction. Il a été clairement observé que I'eau, suivie de I'acétone, sont des solvants
polaires efficaces pour extraire une large gamme de métabolites secondaires (Grauso et
al., 2019). En revanche, l'acétate d'éthyle et le dichlorométhane restent des solvants
potentiels pour I'extraction de certains métabolites, mais sont moins efficaces que I'eau

et I'acétone.
Analyse quantitative
1.24 Rendement des extraits bruts

Les extraits bruts obtenus apres évaporation a sec ont été pesés pour déterminer le
poids sec. Les resultats ont été exprimés en pourcentage massique. Le rendement de
I'extrait brut est déterminé en comparant le poids de I'extrait sec au poids de la matiere

végétale seche réduite en poudre. Ce rendement est calculé a l'aide de I'équation suivante :

R % = (Me/Mv) x100

Les rendements d'extraction de Papaver rhoeas L. sont reportés dans le tableau 9

et représentés par la figure 60.
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Tableau 9: Rendement en extraits bruts.

Extrait Rendement
Ethanolique (192.95-192) /5 x100=19 %
Methanolique (192.35-192.28/1 x 100=7%

20 /
15 -
10 - OE: EOH
OE: MeOH
5 a
0
E: EOH E: MeOH
Rendement

Figure 61: Rendement de ’extrait brut.

A partir de cet histogramme et d’aprés les résultats obtenus montrent que le
rendement de I'extrait éthanolique (19 %) est nettement supérieur a celui de I'extrait

méthanolique (7 %). Ainsi, I'extraction a I'éthanol offre le meilleur rendement.

Ainsi, le rendement d'extraction dépend de nombreux facteurs tels que le solvant,
le pH, la température, la durée d'extraction et la composition de I'échantillon (Lehoute et
Laib, 2015).

e Discussion :

Cependant, il est compliqué de comparer nos résultats de maniére stricte avec ceux
de la littérature, car le rendement est relatif et dépend de plusieurs facteurs. Ces facteurs
incluent I'espece végétale étudiée, la partie de la plante utilisée pour I'extraction, les
conditions de séchage et de stockage, la teneur en métabolites secondaires de chaque
espece, la nature et la polarité du solvant utilisé pour I'extraction ou le fractionnement,

ainsi que la méthode d'extraction employée (Saidi, 2019).
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1.25 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans les différents extraits a été déeterminée en
utilisant le réactif de Folin-Ciocaltau. Ce réactif colorimétrique est la méthode
quantitative la plus couramment employée et la plus rapide pour mesurer la quantité totale
de composeés phénoliques polaires présents dans les feuilles de Papaver rhoeas L. (Abaza
et al., 2015). La teneur en composés phenoliques de I'extrait a été déterminée a partir de
la courbe d’étalonnage Figure 61, dont I'équation est : y = 17924x - 615,93. Cette teneur
est exprimée en microgrammes équivalents en acide gallique par milligramme d’extrait.
La densité optique a été mesurée a une longueur d'onde de 760 nm. Les résultats obtenus

sont présentés dans la figure 61.

—~ 3000 y =17924x - 615,93
R2=0,9853

Absorbance (760 nm
o
S

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentrations de I'acide gallique (mg/ml

Figure 62: La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Tableau 10: Teneur en polyphénols totaux.

La moyenne 7.98

Ecarte type 0.052

On a remarqué d’apres les résultats de la figure ci-dessus, la teneur en polyphénols
dans I’extrait du Papaver rhoeas L.7.98 £ 0.052 mg EAG/g.

Les résultats du dosage des polyphénols des fleurs de Papaver rhoeas L. dans
I'extrait méthanoligue montrent une quantité considérable de polyphénols, estimée a 7.98
+ 0.052 mg EAG/g. Cette quantite reste inférieure a celle trouvée par (Afqir et al., 2024),
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qui ont enregistré des teneurs de 15,86 + 0,65 mg EAG/g, ainsi qu'a celle trouvée par
(Marsoul et al., 2020), avec 95,4 + 2,42 mg EAG/g. Tandis que trouvé par (Dif et al.,
2015) 11,12+0,623mg EAG/qg.

Les résultats obtenus par (Ould Mokhtar, 2020) indiquent que le taux de composés
phénoliques totaux est le plus élevé dans I'extrait a I'éthanol 100,88 + 8,65 mg EAG/g et
I'extrait aqueux 100,05 + 4,38 mg EAG/g, tandis que I'extrait a I'acétone présente le taux
le plus faible 78,79 + 5,90 mg EAG/g. Cela peut étre expliqué par le fait que, dans le cas
des extractions aqueuse et a I'éthanol, les substances extractibles agissent en synergie,
conduisant & des taux plus élevés par rapport a I'extraction a I'acétone. Ont également
signalé que le solvant utilisé pour I'extraction des échantillons de feuilles avait un effet

significatif sur la teneur totale en phénols des extraits (Oliveira et al., 2009).

Nos résultats sont inférieurs a ceux de (Dif et al., 2015) sur [I'extrait
hydroalcoolique, ou les pétales ont montré une forte concentration en phénols totaux
(31,86 + 1,31 mg EAG/Qg), alors que les sépales et les racines ont une concentration plus
faible (3,15 £ 0,28 mg EAG/g, 1,99 + 0,04 mg EAG/g, respectivement). Les feuilles
présentaient une concentration modérée (11,12 £ 0,623 mg EAG/g). Ces résultats mettent
en évidence la répartition inégale des polyphénols dans les différentes parties de la plante
(Gehin et al., 2006 ; Bouterfas, 2011).

(Jaouadi et al., 2022) Ont découvert que I'extrait aqueux des pétales de Papaver
rhoeas L. contenait une teneur totale en polyphénols de (62,43+2,1 mg EAG/qg), ce qui
est nettement supérieur a celle trouvée dans I'extrait aqueux des capsules, évaluée a
(30,54+1,6 mg EAG/g), Et les deux résultats sont supérieurs a ceux que nous avons

trouveés.

Les résultats de (Kostic et al., 2010) concernant le contenu phénolique de différents
extraits des pétales de Papaver rhoeas L. ont révélé une estimation de (19,91+0.44 mg
GAE/g) pour I'extrait aqueux. Pour I'extrait méthanol, la teneur était de (12,40£0.91 mg
GAE/qg), tandis que pour I'extrait méthanol-eau, elle était de (9,734+ 0.42 mg GAE/Q).
L'extrait éthanolique a montré une teneur de (13,127+1.55 mg GAE/qg), similaire a celle
trouvée dans l'extrait éthanol-eau, qui était de (14,307+0.25 mg GAE/Qg). Ces résultats

sont meilleurs que ceux que nous avons obtenus.

Selon les résultats de (Isbilir et Sagiroglu, 2012), la teneur totale en polyphénols

dans différents extraits de feuilles de Papaver rhoeas L. était la plus élevée dans l'extrait
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d'éthanol (100,88 + 8,65 mg GAE /g) et I'extrait d'eau (100,05 + 4,38 mg GAE /g), tandis
que I'extrait d'acétone présentait la plus faible teneur (78,79 + 5,90 mg GAE /g). Leurs

résultats sont bien meilleurs que ceux que nous avons trouves.

Ces variations de résultats peuvent s'expliquer par la faible spécificité du réactif de
« Folin Ciocalteau », ce qui constitue le principal inconvénient de ce dosage
colorimétrique. 1l a été démontré que ce réactif est extrémement sensible & la réduction
de tous les groupes hydroxyles, affectant non seulement les composés phénoliques, mais

aussi certains sucres et protéines (Saidi, 2019).

De méme, la variation de la quantité de polyphénols peut étre attribuée a plusieurs
facteurs, comme le démontrent diverses études. En effet, la teneur en polyphénols dans
une plante fluctue a la fois qualitativement et quantitativement, ce qui peut étre dd a divers

éléments :

e Facteurs climatiques et environnementaux : la situation géographique
(Javanmardi et al., 2002), la sécheresse, la nature du sol, les agressions et les
maladies, etc... (Bentabet et al., 2014)

e La méthode d'extraction et la méthode de quantification peuvent egalement
influencer I'estimation de la teneur en phénols totaux (Bentabet et al., 2014).

e Lasaison de récolte, le séchage, la durée de stockage de la plante et le traitement
qu'elle subit (Benedec et al., 2012).

e Le patrimoine génétique (Ozcan et Chalchat, 2002) et le stade de développement
de la plante (Bentabet et al., 2014).

La richesse en composés polyphénoliques du Papaver rhoeas L. confirme ses

nombreuses utilisations traditionnelles.
1.26 Activité antioxydant

Pour évaluer l'activité anti radicalaire de notre extrait, nous avons employé la
méthode basée sur le DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), un radical relativement

stable avec une bande d'absorbance a 517 nm.

Cette méthode repose sur un changement de couleur, suivi par une mesure de
I'absorbance a des longueurs d'onde spécifiques. Selon (Mohtar et al., 2020), les valeurs

ICso représentent la concentration minimale d'antioxydant nécessaire pour obtenir une
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inhibition de 50 %. La capacité d'une plante a neutraliser les radicaux DPPH est souvent

utilisée comme indicateur de son potentiel antioxydant (Sadaf et al., 2021).

L'activité antiradicalaire des extraits des plantes étudiées est évaluee par leur
capacité a réduire le radical libre DPPH, exprimée en pourcentage d'inhibition. L'ICso est
inversement proportionnel a la capacité antioxydante d'un composeé, car il indique la
quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.

Une faible valeur d'ICso (ou un pourcentage d'inhibition élevé) indique une forte
activité antioxydante. Cette activité est mesurée en comparaison avec l'acide ascorbique,

utilisé comme antioxydant de référence.
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Figure 63: Pourcentage d’inhibition de la plante selon la
concentration.

L'effet des extraits sur les résultats de I'lCsg est illustré dans le tableau suivant :

Tableau 11: Effet extrait méthanolique sur I'lCso.

1Cs0 Ecartype
Extrait 0,07291 0,001
Acide ascorbique 0.09405 0.00105
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Les résultats de cette étude (Tableau 11) montrent que I'extrait méthanolique de
Papaver rhoeas L. posséde une activité antioxydante nettement inférieure a celle de I'acid

e ascorbique face au radical libre DPPH.

A partir des résultats obtenus, I'extrait méthanolique de Papaver rhoeas L. présente
une valeur d'ICso de 0,07291 mg/ml, ce qui démontre une capacité antioxydante inférieure
a celle trouvée par (Afqir et al., 2024), qui était de 0,0266 mg/ml.

(Jaouadi et al., 2022) ont démontré que l'extrait aqueux de pétales de pavot

présentait une valeur de ICsg est 0.028 mg/ml, Cette valeur est meilleure que nos résultats.

En revanche, nos résultats indiquent que notre extrait méthanolique posseéde une
capacité antioxydante supérieure a celle rapportée par (Hasplova et al., 2011), qui était

de 1,4 mg/ml.

Les résultats que nous avons obtenus sont nettement supérieurs a ceux obtenus par
(Isbilir et al., 2012), qui a utilisé des extraits aqueux, acétoniques et éthanoliques des
feuilles de Papaver rhoeas L. L'extrait aqueux avait une valeur d’IC50 de 1,39 mg/ml,
I'extrait éthanolique de 3,11 mg/ml, et I'extrait acétonique présentait la valeur la plus

élevée avec 5,49 mg/ml.
Et la différence dans les résultats obtenus est due a :

Il est bien établi que les composés phénoliques présentent généralement des effets
piégeurs significatifs contre le radical libre DPPH (Kazazic et al., 2016). Selon des études
antérieures, les actions antiradicalaires des différents extraits de P. rhoeas peuvent étre
corrélées a leurs divers constituants chimiques, tels que les alcaloides, les polyphénols et
les phytostérols (Jabbar et al., 2022). De plus, (Trichopoulou et al., 2000) ont révélé
une capacité antioxydante significative de l'extrait de feuilles de Papaver, qu'ils ont
attribuée a leur teneur en flavonoides efficaces, notamment la quercétine, I'isorhamnétine,
le kaempférol et la myricétine. (Kostic et al., 2010) ont indiqué que les propriétés
antioxydantes des plantes peuvent également étre liées aux pigments végetaux presents
dans les principaux composants de chaque extrait. Le pigment rouge des fleurs de P.

rhoeas L. est d0 aux anthocyanes, qui peuvent agir comme antioxydants naturels.
1.27 Activité antibactérienne

Les résultats de D’activité antibactérienne d’extraits issus de la plante Papaver

rhoeas L. sont représentés successivement dans les tableaux suivant :
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Légende :

e (-) Non sensible
e (+) Sensible

e (++) Trés sensible

1) Bactéries a gram négatif
» E.coli

E éthanolique | E méthanolique Observation

» Pseudomonas aeroginosa

E éthanolique | E méthanolique Observation

1) Bactéries a gram positif

» Staphylocoques aureus

E éthanolique | E méthanolique Observation

Bacillus cereus

E éthanolique | E méthanolique Observation
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D1 - -

D2 - -
D3 - -
D4 - -

Nous ne remarquons aucune activité pour Escherichia coli, Staphylococcus,
Pseudomonas aeroginosa, Bacillus cereus. Ce qui ne démontre aucune sensibilité de ces
souches a notre extrait, mais ce résultat incompatible pour (Hamouchene et Aoudjit,
2021).

Les résultats obtenus par (Coban et al., 2017) a partir des extraits de la partie
aérienne de la plante Papaver rhoeas L. ont montré que I'effet antibactérien de I'extrait
chloroformique est présent sur les souches de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa. En revanche, I'extrait méthanolique a un effet antibactérien
uniquement sur Staphylococcus aureus, ce qui est en contradiction totale avec nos
résultats. Aucun effet n'a été observé pour les souches d'Escherichia coli et de

Pseudomonas aeruginosa, ce qui correspond a nos résultats.

Les résultats de I'é¢tude menée par (Unsal et al., 2009) ont montré que l'effet
antibactérien des extraits d'éther de pétrole, d'éther diéthylique, d'acétone et de
chloroforme est présent sur les souches de Staphylococcus aureus et Escherichia coli. En
revanche, I'extrait éthanolique n'a d'effet antibactérien que sur les souches de
Staphylococcus aureus, ce qui contredit totalement nos résultats. En ce qui concerne
Pseudomonas aeruginosa, aucune activité n'a été observée dans les cing extraits, ce qui

est conforme a nos résultats.

D'apres les résultats de I'activité antibactérienne obtenus par (Jaouadi et al., 2022),
I'extrait éthanolique de pavot a montré une activité antibactérienne significative, qui a été
localisée par des zones d'inhibition avec un diametre de : 24 mm sur (E. coli), 20 mm sur

(Pseudomonas),12 mm sur (staphylococcus).

Cette différence peut étre attribuée a I'emplacement géographique et au climat
environnant de La région (Daoudi et al., 2015). Et le moment de récolter la plante. Le
coquelicot rouge de champ d'Elkseur (Bejaia) semble bénéficier de conditions plus
favorables, ce qui se traduit par une efficacité contre les souches bactériennes plus élevé

par rapport a celui de notre coquelicot ; cette efficacité varie selon la nature des bactéries.
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Selon (Hayouni et al., 2007), la résistance des quatre souches bactériennes peut
étre attribuée a la capacite de I'agent antibactérien a diffuser dans I'agar. L'hypersensibilité
des quatre souches d'Aureus peut s'expliquer par la sensibilité des bactéries Gram (+) aux
changements environnementaux externes, tels que la température, le pH et les extraits
naturels, en raison de I'absence de membrane externe. Il a été prouvé que les polyphenols,
tels que les flavonoides comme la catéchine (Shan et al., 2007), sont des substances

antibactériennes importantes.

D’apres les résultats obtenus et ceux de la bibliographie, on peut dire que le méme
type de Papaver rhoeas L. n’a pas la méme activité antibactérienne. Cela est di a
plusieurs facteurs : la méthode d’extraction, la qualité du solvant, la méthode utilisée pour
évaluer I’activité antibactérienne, la concentration et la charge de disque. La faible
activité de ces extraits peut s'expliquer soit par 1’absence de molécules fortement
antimicrobiennes dans ces extraits, soit par leur faible capacité a se diffuser uniformément
a travers l'agar. Il est également notable que 1’activité antibactérienne varie d’une souche
a lautre. Cette activité peut étre importante, faible ou nulle en fonction de la

concentration de 1’échantillon et du degré de sensibilité des souches (Falleh et al., 2008).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes sont attribuées a des composés
bioactifs comme les alcaloides, les saponines, les tannins, les flavonoides, les stéroides et
les anthragquinones (Al-Ghamdi et al., 2020).
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Conclusion

L'utilisation des plantes médicinales connait une croissance notable dans la plupart
des pays du monde. Cette tendance repose principalement sur I'idée que les plantes offrent

un moyen naturel de traitement pour soulager la souffrance et améliorer la santé humaine.

En Afrique, notamment en Algérie, les plantes meédicinales représentent des
ressources essentielles pour une grande partie des populations rurales et urbaines.
L'Algérie, riche en diversité florale, possede un véritable réservoir phylogénétique qui a
inspiré notre travail de recensement et de recherche bibliographique sur les especes

endémiques ayant fait I'objet d'études phytochimiques antérieures.
Notre étude s'est concentrée sur I'espéce Papaver rhoeas L.

Le rendement des extraits bruts par macération dans différents solvants montre une
variation significative en fonction du solvant utilisé. Le rendement le plus élevé a été
obtenu avec l'extrait éthanolique de Papaver rhoeas L. (19%) par rapport a I'extrait

méthanolique (7%).

Le screening phytochimique des principales classes de métabolites secondaires a
révélé une présence abondante de flavonoides, saponosides, glycosides, anthocyanes,
quinones et tanins chez Papaver rhoeas L. En revanche, les autres classes de métabolites
secondaires sont absentes ou présentes en faibles quantités. Concernant les principales
classes de métabolites primaires, les lipides sont présents en faible quantité tandis que les

protéines sont totalement absentes.

Les résultats du dosage quantitatif des composés phénoliques par le réactif de Folin-
Ciocalteu ont révélé que I’extrait méthanolique de Papaver rhoeas L. est riche en

polyphénols, avec la valeur de (7.98 mg EAG/Qg).

Dans la partie biologique de notre étude, nous avons évalué l'activité antioxydante
de I'extrait méthanolique en utilisant la méthode de réduction du radical libre 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH). Les résultats montrent que l'extrait de Papaver
rhoeas L. présente un pouvoir antioxydant puissant avec la valeur 0,07291 mg/ml,

principalement attribuable a sa composition et a sa richesse en composés phénoliques.

Par la méthode de diffusion sur disque, l'activité antibactérienne des extraits
méthanolique et éthanolique de Papaver rhoeas L. a été testée sur quatre souches
bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus). Les resultats ont montré que les deux extraits de cette plante ne

possédent aucune activité antibactérienne.
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Nous concluons que la plante médicinale étudiée contient une quantité adéquate
de polyphénols et présente un potentiel antioxydant pouvant étre exploité dans des
applications thérapeutiques. Les antioxydants jouent un réle crucial dans la prévention
de nombreuses maladies, offrant ainsi des bienfaits pour la santé. Toutefois, cela
n'exclut pas la supériorité de certains composes synthétiques utilisés dans la fabrication

de nombreux médicaments.

En somme, ces résultats de laboratoire ne représentent que la premiére étape dans
la recherche de substances bioactives naturelles. Des tests supplémentaires seront

nécessaires pour confirmer les performances observées.

A l'avenir, il serait intéressant de continuer a étudier les autres espéces
endémiques médicinales, afin de créer une plateforme de référence pour les chercheurs
intéresses par les plantes médicinales. Cela faciliterait leur travail et encouragerait de

potentielles collaborations.

Enfin, nous recommandons la culture de plantes médicinales et alimentaires pour
fournir a la population des médicaments et des aliments a moindre co(t, tout en préservant

certaines espéces intéressantes de la disparition.
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> Appareillage :

Balance Rota vapeur La haute

Balance de

o Plaque chauffante Réfrigérateur
précision

L’étuve Autoclave Spectrophotomeétre
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Agitateur
mécanique

Bain marrie Vortex

Bec benzéne

» Reéactifs utilisés pour le screening phytochimique
KOH (10%)

K/
L X4

Eau disstilée 100ml
KOH 5.69
+ Réactif de Wagner
lodure de potassium 290
lode 1,27 ¢
Eau distillée 100ml
< FeCls (1%)
Eau distillée 100ml
FeCI3 1,62 ¢
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% FeCl3 (2%)

Eau distillée 100ml
FeCls 3,249
< HCI (10%)
Eau distillée 50mi
HCI 37% 4,15¢
< NaOH (20%)
Eau distillée 100ml
NaOH 209
% CuS0u4(2%0)
Eau distillée 100ml
CuSOq4 29
% NHiOH
90 ml d’eau distillee 10ml NH4OH
4.5ml d’eau distillée 0.5ml NH4OH

Annexe Tableaux

Tableau : Pourcentage d’inhibition d’extrait de la plante selon la concentration.

Pourcentage d’inhibition
%
Concentration (ug/ml) Papaver rhoeas L. Acide ascorbique
50 71.92 93.55
100 74.56 93.82
150 76.9 94.40
200 78.53 93.60
250 79.75 93.89

Tableau : 1Cso d’extrait de Papaver rhoeas L.et I’acide ascorbique.

Papaver rhoeas L. Acide ascorbique
IC so(pg/ml) 72.91+1 94.05+1.05




