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Résumeé :

Chamaerops humilis est une plante médicinale, espece thermophile, d'origine
méditerranéenne occidentale, d'Afrique du Nord-Ouest ; cette espece est utilisée en médecine
traditionnelle dans I'ouest algérien

L'objectif de notre étude était d'évaluer les activités biologiques de I'extrait du fruit
Chamaerops humilis récolté de la région de Tlemcen. L'extraction se fait par la méthode du
sous-reflux avec le solvant (méthanol/eau). L'activité antioxydante a été évaluée par le test de
piégeage des radicaux libres DPPH, et la réduction du fer (FRAP), I'évaluation d'activité
antibactérienne et antifongique a été realisée par diffusion en milieu gelosé, et par micro-

dilution en milieu liquide contre 4 souches bactériennes Gram (+) et Gram (-).

Les résultats obtenus montre un teneur plus élevee en tanins et polyphéols (46,32ugEC/mgE,
24,63 mgEAG/gE respectivement), et un teneur plus faible des flavonoides (1,12ugEC/mgE).
Une activité antioxydante intéressante a été notée pour la fraction ACeOh et la fraction
BuOH (9,83 et 30,91 pg/ml) respectivement au DPPH et au FRAP. L'extrait méthanolique
présente une activité antibactérienne contre Bacillus cereus (12mm), et un effet bactéricide.
Nos résultats indiquent que les extraits de C. humilis peuvent fournir une nouvelle source

alternative d'agents pour des applications médicales industrielles, et agroalimentaire.

Mots clés: chamaerops humilis, activités antioxydantes, activités antibactérienne, activités
antifongique, DPPH, FRAP, CMI, CMB




Abstract

Chamaerops humilis is a medicinal plant, thermophilic species, of western Mediterranean
origin, from North-West Africa; this species is used in traditional medicine in western Algeria

The objective of our study was to evaluate the biological activities of the Chamaerops
humilis fruit extract harvested in the Tlemcen region. The extraction is done by the sub-reflux
method with the solvent (methanol/water). The antioxidant activity was evaluated by the
DPPH free radical scavenging test, and the reduction of iron (FRAP), and the evaluation of
the antibacterial and antifungal activity was carried out by diffusion in agar medium, and by
micro- dilution. In liquid medium against 4 Gram (+) and Gram (-) bacterial strains. And the
effect of the extract was determined by MIC and CMB.

The results obtained show a higher content of tannins and polyphenols (46.32 pgeC/mgE,
24.63 mgEAGI/QE respectively), and a lower content of flavonoids (1.12 pugEC/mgE).
Moderate antioxidant activity was noted for the ACeOh fraction and the BuOH fraction (9.83
and 30.91 pg/ml) at DPPH and FRAP respectively. The methanolic extract exhibits
antibacterial activity against Bacillus cereus (12mm), and a bactericidal effect. Our results
indicate that C. humilis extracts may provide a novel alternative source of agents for medical,

industrial, and food and beverage applications.

Key word: chamaerops humilis, antioxidant activities, antibacterial activities, antifungal
activities, DPPH, FRAP, CMI, CMB
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Introduction

L'Algérie avec son climat varié, et caractérisé par la richesse de leur flore phylogénétique, et

la diversité des plantes aromatiques et médicinales, environ 4000 espéces (Dobignard et
Chatelain, 2010).

Les plantes médicinales sont utilisées dans la médecine comme un médicament pour traité
plusieurs maladies humaines en raison de leurs propriétés thérapeutiques, grace a leur
production des molécules organiques au cours de leur vie appelées les métabolites
secondaires, ces métabolites ont des intéréts en pharmacologie, agriculture et en industrie

chimique (Cannes do Nascimento et Fett-Neto, 2010).

De nos jours l'intégration des techniques modernes permettant d'évaluer la securité, la qualité,
I'efficacité, ainsi que le rOle des médicaments élaborées a partir de ces métabolites dans les
soins de la santé humaine et animale, en effet de leur variété phytochimique (douédrago et
al., 2019; douégrago et al., 2021).

Parmi les métabolites secondaires on peut citer: les alcaloides, les terpénoides, et les
composees phénoliques. Ces derniers ont une large gamme des propriétés biologiques tells
que: lactivité antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreuse et

antidiabétique.

Le stress oxydatif est reconnue comme étant principale cause d'apparition de nombreuses
pathologies chroniques liées au vieillissement, maladies cardiovasculaires, cancer, le diabéte
(Haleng et al., 2007). Pour cela la recherche des agents protégeant contre ce processus

physiopathologique fait I'intérét.

Les maladies infectieuses posent un grand probléme de santé publique et elles sont la cause
d'augmentation des taux de la mortalité. Plusieurs études montrent que le développement de
la résistance des souches bactériennes et fongiques (Rahmatallah et al., 2017; Zaghbib et
al., 2020). L'augmentation de la résistance microbienne aux antibiotiques déclenche des
nouvelles infections. L'OMS en 2017 publie une liste des bactéries qui nécessitent en urgent
d'avoir des nouveaux antibiotiques. De cette raison les chercheures scientifiques se tournent a
d'autres produits pour trouver des alternatives thérapeutiques ayant des activités
antimicrobiennes. Le regne végétal est un grand réservoir des biomolécules et I'étude

comment se défendent contres les microorganismes peut résolue ces résistances.




Introduction

L'objectif de notre travail est d'évaluer l'activité antioxydante, antimicrobienne d'extrait du
fruit chamaerops humilis, une plante largement utilisé en médecine traditionnelle dans la
région de Tlemcen, ainsi que la détermination des dosages en composés phénoliques pour

déterminer leur potentiel de traité ces pathologies.

Ce travail est divisé en 02 grandes parties: la premiere partie est consacrée pour l'étude
bibliographique, généralités sur I'espéce chamaerops humilis, généralités sur les composes
phénoliques et les activités biologiques de C. humilis

La deuxiéme partie est consacrée a l'extraction et aux dosages des composés phénoliques
(Polyphénols totaux, Flavonoides totaux, et les Tanins condensés). Le pouvoir antioxydant
d'extrait est mesuré via plusieurs tests complémentaires (DPPH, FRAP), aprés cela, l'activité
antibactérienne et antifongique d'extrait a été testée sur 04 souches bactériennes et 02 souches

de levure.
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| . 1. Présentation de la famille des palmacées :

Les palmiers, palmacées ou Arecaceae sont des plantes qui appartiennent au groupe des
monocotylédones. Ils ne sont pas des arbres, mais sont des herbes géantes, reconnaissables
par leur tige non ramifiée et généralement arborescents. Ils poussent dans les zones tropicales,
subtropicales, et tempérées chaudes. Leur distribution écologique est limitée par la
température (Maaoui, 2014). Les palmiers en générale sont constitués d'un stipe (tronc) dont
I’extrémité est constituée d’un bourgeon apical, des feuilles disposées en forme de couronne,

des inflorescences, des fleurs, des fruits (baie ou drupe) et des graines. (KAHNE, 1997).

La famille des palmiers comprend 200 genres pour 2500 espece. Parmi les principales
especes on peut citer : Trachycarpus fortenei, Cocos nucifera, Areca catechu, Phoenix

dactyliferra, Elaeis guineensis et Chamaerops humilis. (Philipe, 2014).

0O Couronne L

QO Bourgeon terminal I
QO Inflorescence I
QO « Tronc» ou stipe L

Figure 1: Principaux éléments constitutifs d’un palmier (Kahne, 1997).

| .2. L'espéce Chamaerops humilis :

Chamaerops humilis est un palmier monocotylédone appartient a la famille des palmacées
(Arécaceae) et constitue une espece phare dans les circonstances méditerranéennes. 1l respect

I'espéce unique du genre chamaerops, (Garcia-Castafio et al., 2014)
I .2.1. La répartition géographique :

Chamaerops humilis est une espece caractéristique des zones tempérées et thermophiles et
peut survivre a des niveaux pluie au-dessus de 700 mm (Freitag, 1971). Selon (Merlo et al.,

1993), le palmier nain peut se développer sur tous les sols, mais il préfére les sols calcaires. Il
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se trouve particulierement dans la région méditerranéenne occidentale : I’Afrique du Nord
(Maroc, Algérie, et Tunisie), et I'Europe du Sud (Espagne, la France, et Italie). Sur le plan
écologique, Chamaerops humilis est un indicateur biologique majeur de 1’étage de végétation

thermo-méditerranéen. (Maire, 1957)
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Figure 2: la répartition de chamaerops humilis dans le monde, en Algérie et wilaya de

Tlemcen (Garcia-Castafio et al., 2014, modifié)
I .2.2. Ladescription botanique :

L'Appareil végétatif est un palmier dioique, caractérisé par son tronc (stipe) court, ne dépasse
pas 02 m de la hauteur, et pouvant atteindre 09 m a 12 m dans les zones protégés (Maire,
1957; Hasnaoui, 2008 ; Maaoui, 2014).

Les feuilles sont des palmées en forme d'éventail de 90cm de diametre et elle se dispose en
rosette terminale. Elle se caractérise par la couleur verte a la surface supérieure et d'une
couleur blanche a la surface inférieur. | ‘inflorescence est un spadice, comprenant de

nombreuses petites fleurs jaunatres males et femelles (JAcome-Flores et al., 2016).
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Figure 3: (A): Vue d'ensemble de C.humilis. (B) : fruits (baies) et feuilles de C.humilis
(photographies personnelles : 08/10/2021)

Les fruits sont des drupes oblongues de 02 a 05 cm, de couleur rougeatre a maturité, leur
pulpe est légerement sucrée et tres fibreuses. Les fruits sont attachés aux inflorescences
jusqu'a 30cm de longue. La floraison de doum est au printemps (de mars a mai), et la
maturation des fruits est a la fin de I'été jusqu'au début d'automne, avec une semi

multiplication de la touffe, (Maaoui, 2014).

I'écorce

Figure 4 : Les principaux éléments du fruit Chamaerops humilis.
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I .2.3. Systématique :

Chamaerops humilis est la seule espéce du genre Chamaerops appartient a la famille de

Coryphoideae, et la tribu Corypheae (Dransfield et al., 2008)

Phylum: Spermatophyte.
Sous-phylum: Angiosperme.
Classe: Monocotylédone.
Ordre: Spadiciflores.
Famille: Arecaceae.
Sous-famille: Coryphoideae.
Tribu: Corypheae.
Genre: Chamaerops.
Espece: Chamaerops humilis.

| .2.4. Origine du nom :
Tableu 1: les noms vernaculaires du Chamaerops humilis (Madjati, 2014 ; Acherrat, 2016).

Les noms vernaculaires :

Arabe El Doum  ass siall (a5 el Jail

Berber Agoummire, Tiznirt

Francais Palmier mediterranee, palmier nain, chamaerops nain, doum.
Espagnole Palma chikita, palmera enana, palmetira, palmito.

Italien Cefaglino, palma nana, palmetto, palma di Goethe

English European fan-palm

Etats-Unis saw palmetto, serenoa

Catalan Margallo.

Berber Agoummire, Tiznirt
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I .2.5. Variétés de ’espéce :

Les recherches bibliographiques sur le nombre d’espéce du chamaerops a distingué une seule
espéce : humilis. Cependant, le nombre de variété est variable. (MAIRE, 1957) On distingue

les variétés suivantes :

- Variété Typica caractérisée par des feuilles vertes et luisantes

- Variété inermis caractérisée par des pétioles inermes (sans aiguilles).

- Variété argenta André caractérisée par les feuilles glauques, argentées mates,
couvertes de poils squamiformes persistants. C’est la variété actuelle de notre région
d’étude.

- Varieté mitis.

I .2.6. Composition chimique :

L’étude ethnobotanique de chamaerops humilis montre que les différentes parties de la plante

ont des plusieurs composes phytochimiques (Hasnaoui et al., 2011) (Tableau 3).

L'étude de la composition chimique et la teneur en minéreux de différentes parties de
Chamaerops humilis montre que son fruit est riche en protéines, une moyenne concentration
de fibre brute, faible concentration de lipide et les minéraux ou les minéraux les plus élevés
que les autres dans le fruit sont Potassium, Nickel, et Bohrium, et les minéraux les plus faible
sont Thallium, Sodium, et Chromium (Bouhafsoune et al., 2020) Tableau 2 : la composition

phytochimique de différentes parties de Chamaerops humilis (Hasnaoui et al., 2011).

Les composés phénoliques Spadice Feuille Chou de palmier
Flavonoides + + +
Les tanins + + ¥
Saponosides + + +
Stéroides + + i
Hétéroside flavonoide + + +
Glycosidique flavonoide + + +
Stérols et terpénes + + +
Alcaloides - - -

(+) : Présence () : Absence
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Tableau 3: la Composition physiochimique et ménérale de fruit chamaerops humilis.L
(Bouhafsoune et al., 2020).

Fruit
Composition Protéine % Fibre brute % Lipide %
chimique 30,27+ 1,60 18+1 1,13+0,23
Potassium Nickel Barium
Teneur en minéraux 1092,549 + 2,25 526 + 0,68 463 + 0,88
Thallium Chromium Sodium
0,64 +0,2 1,158 + 0,5 1,681 + 0,69

I .2.7. Le rdle ecologique :

L’espéce Chamaerops humilis est utilisee pour la desertification et I'érosion, outre le fait
qu'elle se régénére apres les incendies, en emettant de nouveaux drageons. (Tella botanica,
2011).

| .2.8. Usage de Chamaerops humilis:
Usage médicinale :

Plusieurs travaux montrent que la plante a une efficacité dans le domaine phytothérapie, elle
est utilisée en médecine traditionnelle pour traité les maladies du tube digestif (Khoudali,
2014).

Une concoction aqueuse a partir des feuilles de chamaerops humilis est utilisé pour traité le
diabete en médecine traditionnelle marocaine, ainsi que I'extrait aqueuse des feuilles diminue

le taux de triglycéride et cholestérol totale (Gaamousi et al., 2010).

Chamaerops humilis est une plante médicinale utilisée dans des différents domaines
thérapeutiques, 1’enquéte ethnobotanique réalisé par (Madjati et al., 2019) montre les

différentes maladies traité par différents partie de Chamaerops humilis (Tableau 5):

10
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Tableau 4: les différentes maladies traité par chamaerops humilis dans la région de Tlemcen
(Medjati et al., 2019).

Partie utilisé Maladies traité
Grippe
Toux

Fruit Gencive
L'asthme

Atteintes gastro-intestinale

Atteintes du tube digestif (antiseptique).

Hépatite

Feuille Diabete

Atteintes gastro-intestinale

Anémie

Hépatite

Racine Diabete

Rhumatisme

Les vers intestinaux

Nettoyage de l'utérus apres accouchement

Hypertension

Cceur de stipe Diabéte

Maladies cardio-vasculaire

Atteintes gastro intestinale

Autre usage:

Il est utilisée pour le transport des fruits d'olive, et de raisin (fabrication des paniers de
sparterie), il est utilisé pour la fabrication des cordes a partir de fibre de pacotille des feuilles;

aussi le cceur du palmier est consommé comme aliment (Hashaoui et al.,, 2012).

11
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Il .1. Généralités sur les composés phénoliques :

Les composés phénoliques ou appelés aussi les polyphénols sont des métabolites secondaires
synthétisés par les végétaux pour se battre contre les agressions de I’environnement
(Buchanan et al., 2000). Le terme « polyphénols » est généralement utilisé dans le langage
quotidien aussi dans les articles scientifiques faisant référence a l'ensemble des composés
phénoliques des végétaux En fait, il convient de le réserver uniquement aux molécules a
fonctions phénoliques multiples, et donc d'exclure les monophénols, encore abondants et
importants chez les plantes. (Macheix et al., 2005). Les polyphénols aussi sont I’une des
principales classes de métabolisme secondaire synthétisées par les végétaux. lIs participent a
la protection des plantes contre les agresseurs environnementaux : tels que les rayons UV et
les insectes (Gee et al., 2001). lls comprennent un large ensemble de produits chimiques,
plus de 8000 structures ont été determinées, (Dacosta, 2004), allant de molécules simples
telles que les acides phénoliques a des substances hautement polymeres telles que les tanins
(Dai et al., 2010). Figure 5

& Acides ) ( Tanins )
g phénoliques 4 \ / N y
Acides hydroxy- Acides hydroxy- Proanthocyanidines Ellagltanlns
i i - ] =

cm':amlques benztg?ues Composés phénoliques | "2 HO,

)=\ — P des petits fruits J [ Ho—( §
R /LA R— )X Wil At HO,

b= £ >~/ ©oH JK

Ry N 7

Acide caféique Acide gallique
Acide férulique Acide vanillique

Acide p-coumarique

=
H o HO HO, O l \
- : g*y /
\ /
HO OH
Stilbénoides / l \

OH

OR; . \ { Vg PH
( ‘ ( ) 'r: N S\~
Resvératrol | Flavonols {AnthocyanidinesJ Flavanols Y < )
Ptérostilbéne S —————————— | _(catéchines) |  Entérodiol
Picéatannol "% on "‘| on on Entérolactone
w ([
HO o HO o o
T ] Ry = R, L [ ] OH
Y oH 7 ~"on 7 OoH
OH O OH OH
Quercétine Cyanidine Catéchine
Myricétine Pélargonidine Epicatéchine
Kaempférol Delphinidine Gallocatéchine
Péonidine Epigallocatéchine
Malvidine

Figure 5: Principales classes des composés phénoliques (Fettah, 2019).
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Il .2. Classification des polyphénols :

Les polyphénols sont classés selon la structure, les noyaux aromatiques et les éléments
structuraux qui lient ces noyaux. (Clifford, 2001; D’archivio et al., 2007), Les polyphénols

peuvent se regrouper généralement en trois grands groupes :
Il .2.1. Les acides phénoliques :

Il existe deux grandes classes d'acides phénoliques ; les dérivés d'acide benzoique et les
dérivés de 1’acide cinnamique. Les plantes comestibles sont trés pauvres en acide
hydroxybenzoique et ces dérivés. En revanche, I'acide hydroxycinnamique est tres présent
dans l'alimentation humaine (Macheix et al., 2005). Les acides phénoliques sont rares dans
la nature. Ces composés appartiennent a deux catégories : la premiere catégorie contient des
acides phénoliques dérivés de I'acide benzoique, qui sont mono- et/ou polyhydroxylés pour
former respectivement les acides phénolique et polyphénolique, I'acide gallique et l'acide
protocatéchuique La deuxiéme catégorie contient des acides phénoliques dérivés d'acide
cinnamique. Semblable a I'acide cinnamique, I'nydroxylation donne des acides p-coumarique
et cafeique (Haslam, 1994) (Figure 6 et 7).

(o] o] fo)
HO
OH OH H ‘
on H
H OH

Acide benzoique Acide salicylique Acide protocatéchique Acide gallique

Figure 6: Hydroxylation d’acide benzoique
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H H

Acide cinnamique Acide p-coumarique Acide caféique

Figure 7 : Hydroxylation d’acide cinnamique

Il .2.2. Les stilbénes :
Les stilbénes sont présents en treés petites quantités dans I'alimentation humaine. Le plus
connu d’entre eux est le resvératrol, qui est un composé anticancéreux présent dans certaines

plantes Médicinal, exemple du trans-resvératrol. (Macheix et al., 2005) (Figure 08)

OH

OH

Figure 8: Structure du resvératrol
Il .2.3. Les lignanes :

Les lignanes sont un groupe des phytonutriments largement distribués dans le regne végétal
(Imran et al., 2015). Ce sont des composés dimeres, formés par le couplage de deux
fragments (C6-C3) monomeres dérivées de la voie des phénylpropanoides (Gilani et
Anderson, 2002). Les lignanes phénoliques, se trouvent surtout dans la plupart des plantes
riches en fibres, comme les graines de citrouille, les céréales, les fruits et les légumes
(Imran et al., 2015).
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Il .2.4. Les coumarines :

Les coumarines sont des composés aromatiques naturels ; elles sont largement distribuées
dans le régne végétal et inhibent et empéchent la croissance et la sporulation des champignons
et autres microorganismes phytopathogenes (Edardes, 2008) La structure primaire des
coumarines est dérivée de I'acide orthohydrocinnamon (Collin et Crouzet, 2011).

V1 .2.5. Les xanthones :

Le terme xanthone est dérivé du grec (xanthos) signifiant jaune (Khan et Ather, 2006). Les
xanthones sont des métabolites secondaires présents dans certaines plantes supérieures,
champignons et lichens. La structure chimique de la xanthone consiste en un systeme cyclique
conjugué composé des carbones 1 a 4 (cycle aromatique A) et des carbones 5 a 8 (cycle
aromatique B) (Kuete, 2013). La diversité structurelle et les propriétés chimiques des
xanthones peuvent jouer un role important dans la prévention, notamment les activités anti-

inflammatoires, antioxydantes et anticancéreuses (Gongbo et al., 2013).
Il .2.6. Les flavonoides :

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le regne végétal et sont
couramment consommés toujours sous forme de fruits, légumes et boissons telles que le vin
et le thé. lls sont des pigments quasiment universels des veégétaux. Presque toujours
hydrosolubles, ils sont, entre autres et pour certains, responsables de la coloration des fleurs
dont le pouvoir attracteur conditionne la pollinisation entomophile. Leur capacité a moduler
I'activité de certaines enzymes et a modifier le comportement de plusieurs systemes cellulaires
suggere qu'elles pourraient exercer diverses activités biologiques, notamment antioxydante,
protectrice  vasculaire, anti-hépatotoxique, antiallergique, anti-inflammatoire et
significativement anti-inflammatoire. -ulcére Méme propriétés anti tumorales (Ghedira et
al., 2005) (figure 9).
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Figure 9: structure chimique de base flavonoide (Ghnimi, 2015)

Il .2.6.1 Classification des flavonoides :

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui difféerent par leurs structures
chimiques : flavanols, flavones, flavanols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Medic

Sanic et al., 2004). (Figure 10)

Flavanone OH Anthocyanes

Figure 10 : Structure chimique de quelque classe des flavonoides (Ghnimi, 2015).

Il .2.6.1.1 Les flavones :

Les flavones sont Caractérisés par une structure C6-C3-C6 avec une liaison C2-C3 qui est

insaturé et une fonction cétone tels que 1’apigenine et la vitexine (Ghnimi, 2015).

'
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I1. 2.6.1.2 Les flavonols :

Ce sont des flavones il appartient au flavonoide mais ils sont caractéristique par la présence
dun groupement hydroxyle (OH) en position 3 de I’hétérocycle central C tels que le
kaempférol, la quercetine et la rutine (Ghnimi, 2015).

Il 2.6.1.3 Les flavanones :

Ce sont aussi des flavones dont I’hétérocycle central C est saturé tels que 1’hespertine et la

fustine (Ghnimi, 2015).

Il. 2.6.1.4 Les anthocyanes :

Les anthocyanes contenant une charge sur l'oxygene de I'hétérocycle central C, on peut les
classé comme des flavonoides, ce sont les composés responsables des couleurs (rouge, violet
et bleu) qui se trouve dans la nature (Buchanan et al., 2000). L'anthocyanine la plus connue
est la pelargonine, qui fait apparaitre certaines plantes en rouge ou en orange. La deuxieme est
I'anthocyanine, qui produit du rouge ou du rose, et enfin la delphinidine, qui produit du violet
(Heller et Forkmann, 1993)

I1. 2.6.1.5 Les isoflavonoides :

La différence entre les isoflavones et les flavonoides réside dans la position C3 sur
I'nétérocycle pyrane central C du cycle aromatique B .Ce sont des composés a 15 atomes de
carbones comme les flavonoides. Ils viennent d’une structure 1,2- diphénylpropane (Schwarz
et al., 2007). Ces composés sont classés d’aprés le degré d’oxydation, et de I’existence ou
non d’hétérocycles supplémentaires. Ainsi, on trouve les isoflavones, les isoflavanones, les
isoflavanols, les isoflavanes, les rétinoides, les ptérocarpanes, et les 3-arylcoumarines
(Iwashina, 2000)

Il 2.7. Les tanins :

Les tannins ou tannins sont des composés polyphénoliques utilisés dans le tannage peau. Les
tanins ont une variété d'activités biologiques. Des études montrent, De hombreux tanins ont
des propriétés antioxydantes. Ces composés montrent Puissante capacité a piéger les radicaux
libres et a inactiver les ions peroxydes (Bruneton, 1999). Il ya généralement deux grandes

types des tanins : les tanins hydrolysés et les tanins condensés.
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1. 3 L’importance des composés phénoliques :

Chez les végétaux :

Les composés phénoliques sont les pigments responsables de la teinte automnale des feuilles
et des couleurs, des fleurs et des fruits (jaune, orange, rouge) (Edeas, 2007). lls jouent un
réle important dans l'interaction des plantes avec leur environnement, notamment contre le
rayonnement UV, le stress oxydatif, les attaques microbiennes (Moheb et al., 2011). Ils sont
également impliqués dans de nombreux processus physiologiques tels que la croissance
cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou la maturation des fruits (Biozot et
Charpentier, 2006)

Chez I'homme :

Manger des aliments riches en polyphénols peut réduire le développement de nombreuses
maladies, telles que le cancer, lischémie cardiaque, l'athérosclérose et I'hypertension
artérielle. Ceci peut s'expliquer par le fait que ces composés sont capables de modifier de
nombreux facteurs impliqués dans le développement de ces maladies (Martin et
Andriansitohaina, 2002).
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I11.1.Activité antioxydante :

I11. 1.1. Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont des produits chimiques (molécules ou atomes), avec un électron non
apparié sur la couche externe. lls sont trés réactifs du fait de leur capacité de capter un
électron a partir d'une molécule stable pour assurer leur stabilité électrochimique (Marcia et
Mario, 2006). (Figure 11)

Electron Manquant

Radical Libre
{(molécule instable)

Figure 11: Schéma présente la structure d'un radicale libre (Norbert, 2019).

Généralement les radicaux libres peuvent étre dérivé de 1’oxygéne moléculaire (Reactive
Oxygen Species: ROS), ou espece réactive azoté (Reactive Nitrogen Species : RNS) qui sont

soit radicalaires ou non radicalaires. (Tableau 6) (Bellik, 2020).

Tableau 5: les principales espéces radicalaire et non radicalaire de ROS et RNS. (Bellik,

2020).

ROS RNS
Radicalaire Non radicalaire Radicalaire Non radicalaire
Anion superoxyde Peroxyde Dioxyde d'azote Acide nitreux
0,° d’hydrogeéne NOO- HNO:
H.0,
Radicale hydroxyle  Acide hypochlorique Radicale oxyde Peroxynetrite
OH® HOCL nitriqgue NO" ONOO
Radical peroxyle Oxygene singulier Chlorure nitrique
ROO" 'O, NO-CL
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11 .1. 2 .le stress oxydant :

L'oxygéne est nécessaire a I'organisme pour produire I'énergie sous forme d'ATP (d’adénosine
triphosphate), par l'intermédiaire de la chaine mitochondriale de transport d'électron, qui
entraine la formation des espéces réactives de I'oxygene appelées « les radicaux libres », si le
dernier s’augmente et ne se controle pas par le systéme de défense il va déclencher « un

stress oxydant ». (Boughellout et Amara, 2015).

Le stress oxydant est impliqué dans nombreuses maladies (prolifération tumorale, cedéme
pulmonaire.....), et aussi l'un des facteurs initiales potentialisant l'apparition des maladies
plurifactorielles (les maladies cardiovasculaires, le diabete, les maladies neurodégénératives,
les rhumatismes....). Les principales causes du stress oxydatif sont soit d'origine alimentaire
c’est-a-dire carence en vitamines et oligo-éléments, soit d'origine accidentelle (inflammation,

stress...) ou d'origine génétique. (Figure 12) (Favier, 2003 ; Grandjean, 2005).

Donc le stress oxydant est défini par un déséquilibre entre pro-oxydants et antioxydantes
(systeme de defense), en faveurs des premiers, qui entraine une augmentation de ROS dans

notre organisme d'une fagon anormale. (HalenG et al., 2007)

y Radicaux libres
Ultraviolets\'\ | Protection antioxydante

a«“

Pollution
0>
i =

Stress »
b { (T e
pity Cellule détruite Cellule normale

Mauvaise alimentation Les cellules sont constamment bombardées par les radicaux libres

Figure 12: les différents facteurs du stress oxydants (Grandjean, 2005).
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1. 1.3. Les antioxydantes :
1. 1.3.1. L'agent antioxydant :

Les antioxydants ont des molécules présentes naturellement dans les aliments, ont un role de
capter les radicaux libres qui endommagent les cellules et responsables au vieillissement
(Haberfeld, 2021). Aussi ils sont des substances capables de diminuer l'oxydation des acides
gras insaturés alors diminuer leur rancissement (Defrainge et Pincmail, 2008). Ils sont
classés selon leur localisation cellulaire, leur mode d'action et leur origine (Figure 13)

(Delattre et al., 2005).

’ 02 (oxygéne fondamental)

le . MPO

> lllll'b

K hydrogene acide hyphchloreux

— SobD, Vit
anion superoxyde
(mu de Javel)

i peroxyde

cam.{ase V;I <, flavonoldes,

%‘ GSH

Jferritine, transferrine,

goents chélateurs N
|Hdim] hydroxyle

g lipoperoxydes
oxygene singulet acide uriqice, Vn‘ O, GSH -

‘;ﬁ-‘\ B —caroténe Vit E, Se-GFPx, ubiguinone

Figure 13: Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygene par les systémes de

défenses antioxydantes (Pincemail et al., 1999, 2002).

1. .1.3. 2. Les différents types des antioxydants :
On distingue 02 sources d’antioxydants : source endogéne (enzymatique) représenté par les
enzymes fabriqués par l'organisme, et source exogene (non enzymatique) se trouve dans les

polyphénols, l'alimentation riche en vitamine C, E et ubiquinone Tableau 7 et 8 (Haleng et

al., 2007).
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Tableau 6 : les éléments essentiels de type enzymatique et non enzymatique. (Haleng et al.,
2007)

Eléments enzymatique

Elément non enzymatique

v Super oxyde dismutase (SOD) v Le glutathione

v’ Catalase v Cytochrome C

v glutathion peroxydase (GPx) et v’ Les protéines de stress thermique
Réductase (GR) v’ Les protéines thiols

v’ Le glutathion S- transférase (GST) v' L’acide urique

v' Les thioredoxine (TP x) et la v’ Les caroténoides
thiorédoxine réductase

v héme oxygénase

Tableau 7: les Principaux antioxydantes et sources alimentaires associées (Coechlin, 2006)

Antioxydantes

Source alimentaire

Agrume, melon, brocoli, fraise, Kkiwi,

Vitamin C chou, poivron
Huile de tournesol, de soja, de mais,
Vitamin E beurre, ceufs, noix
Le Selenium Poisson, ceufs, viandes, céréales,
volaille

Le R-carotene

Légumes et fruits orangés, et vert

foncés

Les Flavonoides

Fruits, légumes, thé vert

Les tannins Lentilles, thé, raisins, vin
Caséine, Lactalbumine (petit-lait),
Meétabolisme de la cystéine et glutathion produits laitiersm, Brocoli, chou,

oeufs, poissons, viandes

Zinc

Viande, pain complet, Iégumes verts,

huftres, produits laitiers

——
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Chapitre 111 Les activités biologiques de chamaerops humilis

111 .2. Activité antimicrobienne :

De nombreuses études montrent que I'extrait et les huiles essentielles de différentes parties de
Chamaerops humilis ont des activités antibactériennes et antifongiques. (Belhoues, 2018,
Hasnaoui, 2014 ; Ourabia, 2020). Tableau 9.

Tableau 8: l'activité antibactérienne de Chamaerops humilis d'extrait et d'huile essentiel

contre différents souche bactériennes.

P. E. S. E.Coli Lesteria  Bacillus  Candida
aeroginosa faecalis typhi monocyto  subtilis albican
géne
Extrait  Fruit + + + + A +
Feuille + +
Huile essentielle  + + + +

111 .3. Activité anti-inflammatoire :

L'inflammation est la réponse des tissus vivants a une agression par des agents pro-
inflammatoires d'origine bactérienne, virale, ou autre (stress oxydant....) (ZERBATO, 2010).
L’effet anti-inflammatoire de I'extrait de palmier nain repose sur l'inhibition de deux enzymes
impliqués dans la voie métabolique de 1’acide arachidonique (la cyclooxygénase et de la 5-

lipoxygenase) (A.Vogel, 1998) Figure 14
PL = Phospholipides
? PLA2 = Phospholipase
5-LOX = 5-lipoxygénase
A2 COX = Cyclooxygénase
A AA = Acide arachidonique

COX 5-LOX

- — =
@ Extrait de palmier nain o LT = Leucotrieénes

Figure 14: représentation schématique de l'inhibition de la cycooxygénase et de la 5-

lipooxygénase par le palmier nain.
Il. 4. Activité Anticancéreuse :

On dit le palmier nain a des effets anticancéreux. Il est souvent utilisé pour traiter

I’hypertrophie de la prostate, et améliorer la fonction urinaire. (Infosanté, 2021).
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Chapitre IV Matériels et Méthodes

1V .1. But d’étude :

Notre travail a éte réalisé au sein du : Laboratoire de gestion durable des ressources naturelles
en zones arides et semi-arides, centre universitaire Salhi-Ahmed, Nadma. L'objectif de notre
travail est I’évaluation de la teneur en polyphénols totaux, flavonoides et les tanins extraits a
partir de fruit de chamaerops humilis, et d'évaluer les activités biologiques (antioxydantes,

Antibactériennes et antifongiques) des extraits du fruit de Chamaerops humilis.

IV .2. Matériel végétal:

Le fruit de palmier nain a été récolté en septembre 2021, dans la région de la plage Tafsout
qui se trouve a moins de deux kilométres a I’est du centre-ville de Honaine, wilaya de
Tlemcen. Cette partie de la plante a été choisie essentiellement sur la base de leur fréquence
d’emploi en médecine traditionnelle obtenue au cours de I’enquéte ethnobotanique (Medjati,

2014).
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L’identification de la plante a été faite au laboratoire d’Ecologie et Gestion des Ecosystémes

Naturels de I'université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

Le fruit a été séché pendant 3 semaines au laboratoire a I'abri de la lumicre et de ’humidité
avant leur utilisation, puis mise en poudre. Ensuite elles ont été bien conservées jusqu'a leur

utilisation a des fins pratiques.
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Figure 15: Photo du fruit sec et broye.

IV .3.Extraction et fractionnement des composés phénoliques :

IV .3.1. Préparations d’extraits brut méthanolique:

L'extraction était réalisée par décoction selon la technique d'écrite par (EL-HACI et al.,
2016), avec quelques modifications. 3g de poudre de fruit a été mise en contact avec
méthanol (70%) (V/V), et portée suus-reflux pendant 2h. L’extrait méthanolique a été filtré
puis évaporé sous pression réduite a sec (180 rpm, 70°C) avec un évaporateur rotatif de type
Heidolph.

Les résidus ont été pesés et additionnée soit par 3ml de méthanol pour les dosages des
polyphénols totaux, les flavonoides, les tanins condensées, et I'activité antioxydante, soit par
3ml de DMSO pour les activités antibactériennes et antifongiques.

Les extraits obtenue ont été conservées a +4°C jusqu’a leur utilisations.

IV .3.2. Préparation des extraits fractionnés par ’acétate d’éthyle et le n-butanol :
L’extrait brut méthanolique (MeOH) a subi une deuxieme extraction de type liquide-liquide
en utilisant des solvants a polarité croissante : I’acétate d’éthyle (ACeOH) et le n-butanol
(BUOH).

Les étapes ont été résumées dans la Figure 17.

Calcule des rendements :

Le rendement de chaque extrait a été calculé selon la formule suivant:

R% = (X/Y) x 100

R : rendement de 1’extraction (%)
X : poids de I’extrait sec pesé (g)
Y : poids de la poudre de plante initiale(g).
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Séchage et broyage

y

3g de poudre+ méthanol

70% (V/IV), décoction 2h

|

Filtration sous vide

v

Concentré les résidus secs a

évaporateur rotatif

EXTRAIT BRUTE
METHANOLIQUE

J

{

Ajouté 10ml Acétate
d'éthyle + 10ml d'eau tiede

y

Décantation 24H

|

Phase liquide + 10ml n-Butanol

(Décantation 24H)

|

Phase liquide

1

Phase organique

(Evaporateur rotatif)

!

Fraction n-Butanol

v

Phase organique

(Evaporateur rotatif)

Fraction d'acétate
d'éthyle (FAE)

Figure 16: les différentes étapes d'extraction
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IV .4. Dosage des polyphénols totaux :
IV .4.1.Principe

La détermination des polyphénols totaux est effectuée par la méthode de Folin-Ciocalteu, qui
est écrite par (Khoudali et al., 2014) avec quelque modification. Ce dernier est composé d’un
mélange jaune d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PM12040) qui se réduit lors de 1’oxydation des polyphénols, En oxyde bleu de tungsténe et
de molybdéne. La coloration obtenue s'absorbe au maximum a 765 nm et est proportionnelle a

la teneur en polyphénols de I'extrait végétale.
IV .4.2.Mode opératoire :

100ul d'extrait méthanolique (a partir d'une dilution 1/50) a été ajouté a 2000pl de carbonate
de sodium a 2% (Naz COs). Aprés 5 min, 100ul de Folin-Ciocalteu 10% (V/V) a éte ajouté,
puis laissé a incuber pendant 30min a l'obscurité et une température ambiante. Le test a été
effectue 03 fois afin d'assurer la fiabilité des résultats. . La lecture a été effectuée contre un
blanc (2000l Na,COs + 100ul méthanol + 100ul Folin) a ’aide d’un spectrophotométre a

750 nm. L'acide gallique est utilisé comme standard pour tracer la courbe d'étalonnage.

100ul drextrait 100ul Folin Ciocalteu
dilution 1/50 6 ajouts

Vortex et incubation
30min a l'obscurité

Incubation 5min

2000 de Na;C03

Figure 17: Schéma présente les étapes de dosage des polyphénols totaux.
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IV .5. Dosage des flavonoides :
IV .5.1.Principe:

Les flavonoides totaux de I'extrait de fruit de Chamaerops humilis sont déterminés par la
meéthode écrite par (ALI-RACHEDI et al., 2018). Le principe repose sur la formation d’un
complexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne présents sur les

carbones 4 et 5 des flavonoides.

IV .5.2.Mode opératoire:

150l de nitrite de sodium 5% (NaNOz) a été ajouté au solution de 1500pl de méthanol
(MeOH) et 500 ul de I'extrait méthanolique (& partir de dilution 1/50) et laissé a incuber 5
min. Apres 5 min de réaction, on rajoute 150ul de chlorure d'aluminium 10% (AICL3 et
aprés 6 min d’incubation on ajoute 500ul de hydroxyde de sodium 1M (NaOH).
L'absorbance a été mesuré au spectrophotometre a 510 nm. Le blanc est préparé en
remplagant la quantité de I’extrait par le méthanol (1500l méthanol + 150l NaNO3z + 150ul

ALcLs + 500ul NaOH). La catéchine est utilisée pour tracer la courbe d'étalonnage.

1500 MeOH 500ul NaOH été
+ 500 extraits ajouté, vortex

+ 150 NaNO-> lecture

. -

Incubation 150ul AlcLs été
Smin ajouté, incubation

(s -

Figure 18: schéma présenté les étapes de dosage des flavonoides.

IV .6. Dosage des tanins condenses (TC):
IV .6.1.Principe:

La teneur en tanins condensés de notre extrait a été déterminé par la méthode de vanilline
avec HCL décrite par Goncalves et al en 2018 avec des quelques modifications. Cette
méthode est basée sur la réaction de vanilline avec le groupement flavonoide terminal des

Tannins condensées et la formation de complexes rouges (ALI-RACHEDI et al, 2018).

31

——
| —



Chapitre IV Matériels et Méthodes

IV .6.2. Mode opératoire:

1500p1 de vanilline 4% et 50ul d'extrait méthanolique ( a partir de dilution 1/50) ont été
versé dans le tube a essai. Apres vortex. 750ul d'acide chlorhydrique 97% (HCL) a été ajouté,
puis I'incubation pendant 20min a l'obscurité. Le blanc est constitué de 1500ul vanilline +
50ul méthanol + 750ul HcL. Le test a été effectués 03 fois afin d'assurer la fiabilité des
résultats .L'absorbance a été mesuré au spectrophotométre a 550nm. La catéchine est utilisée

pour tracer la courbe d'étalonnage.

50ul d'extrait +
1500 vanilline

—— = Vortex et incubation 20min

gt

750p1 HCL été ajouté

Figure 19: Schéma présente les étapes de dosage des tanins.
IV .7. Activité Antioxydante :

Ont utilises I'acide ascorbique comme contréle positif, pour tracer la courbe d'étalonnage.

On préparer les solutions mere a partir de différents extrait: extrait brute, fraction d'acétate
d'éthyle, et fraction de n-butanol (40ul d'extrait + 1960 MeOH).

Les dilutions préparées pour le test DPPH sont: 1/5, 1/10, 1/16, 1/20, 1/25.

Les dilutions préparer pour le test FRAP sont: I'extrait méthanolique (1/10, 1/20, 1/40,1/50,
1/100, 1/200). La fraction AceOH et BuOH : (1/5, 1/10, 1/20, 1/40, 1/50, 1/100).

IV.7.1. TEST DE PIEGEAGE DU RADICAL DPPH:
IV .7.1.1.Principe:

La détermination de D’activité antiradicalaire par le test de DPPH a été réalisée par la
méthode décrite par (Dieng et al., 2017), avec quelque modification. Ce test mesure la

capacit¢é d’un antioxydante a réduire le radical chimique DPPH° (2,2-diphényl-1-
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picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le DPPH a une couleur violette, devient jaune

quand il est réduit.

VIOLET YELLOW

Figure 20: Mécanisme réactionnel du test DPPH entre 1’espece radicalaire DPPHe et un
antioxydante (AH) (Chimactive)

IV .7.1.2. Mode opératoire:

1950 pl de DPPH a été ajouté a 50 ul d'extrait a différents dilution, vortex. Les tubes ont été
incubés pendant 30min a l'obscurité. Les testes ont été effectuée 03 fois afin d'assurer la

fiabilité des résultats. L'absorbance a été mesuré au spectrophotometre a 515nm.

L'activité antioxydante de notre extrait testé est exprimé en pourcentage d'inhibition (1%)

selon la formule suivante :

P1% = 100 x [(Abs pppH - ADS extrait) /ADS pppH]

Pl (%) : pourcentage d’inhibition du radical DPPH«
Abs DPPH : absorbance du témoin (ne contenant aucun antioxydante) aprés 30 minutes

Abs extrait : absorbance des extraits mesurés aprés 30 minutes.

La concentration de I'échantillon nécessaire pour réduire 50% de radicale libre (ICso) a été
déterminée a partir de la courbe de régression logarithmique du pourcentage d’inhibition du

DPPHe en fonction de la concentration de I’extrait.
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Les dilutions de 03 extraits (EB, EA, EnB)

I

La solution mére d'extrait 50
50ul d'extrait + 1500pl nlL
de MeOH

00 b HHE

1950l DPPH (0,025mg/L) été ajouté dans chaque tube

Vortex, incubation pendant 30 min a lI'obscurité

La lecture au spectrophotometre a 515nm

Figure 21: Schéma présente le protocole de DPPH.

IV.7.2.POUVOIR REDUCTEUR DU FER (FRAP):
IV .7.2.1.Principe:

La détermination de l'activité antioxydante de notre extrait testé est réalisée par la méthode de
(Dieng et al, 2017), avec quelque modification. Ce test est base sur la capacité des extraits ou
des fractions testés a réduire le fer ferrique (Fe+3) présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer

ferreux (Fe+2), avec un virage de couleur (jaune vers bleu).

IV .7.2.2. Mode opératoire:

250ul de solution tampon, et 250 pl de KsFe (CN)s a 1% ont été ajouté a 100ul d'extrait. Les
tubes a essai ont été incubé 20min a 50°C. 250 TCA 10% a été ajouté aux tubes.

500ul de solution de chaque tube a été prélevé et verser dans des autres tubes, 500l de I'eau
distillée et 100ul de FeCL3 a 01% ont été ajouté, vortex. Les testes ont été effectué 03 fois
afin d'assurer la fiabilité des résultats. L'absorbance a été mesuré au spectrophotomeétre a

700nm.
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La concentration de I'échantillon nécessaire pour réduire 50% du Fe*® (ECso) a été déterminée
a partir de la courbe de régression linéaire de 1’absorbance du milieu réactionnel en fonction

de la concentration de 1’extrait.

(Fe3+) couleur jaune (Fe2+) couleur bleue

Figure 22: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP (Belhoues, 2018)

100ul d'extrait + 250ul de solution tampon (PH: 6,6) + 250 ul de KzFe (CN)es

(1%) ‘ : : | |
i— ‘- ‘— ‘* }— Incubation 20min a 50°C
‘ |

250 pl de TCA a 10% été ajouté.

| 500pl de solution
}— |7 L— L_‘ "— ———> Vortex, lecture a 700nm

500ul d'eau distillée été ajouté, puis 100ul de FeCLs (0,1%)

Figure 23: Schéma présenté le protocole du FRAP
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1V .8. Evaluation I'activité antimicrobienne:

Les souches microbiennes utilisées :

On a utilise quatre souches bactériennes de références deux bactéries a Gram positif et deux
bactéries a Gram négatif. Deux levures de type Candida ont été aussi utilisées voir tableau ci-
dessous (tableau 10). La source des souches est a partire de madame Aissaoui nadia docteur

en centre universitaire de Naama.

Tableau 09: Les différentes souches bactériennes avec leur ATCC

Les Souches utilisés ATCC
Gram (+) Bacillus subtilis 10876
Staphylococcus aureus 25923
Gram (-) Escherichia coli 25912

Pseudomonas aeruginosa | 27853

Levures Candida albicans 10231

Candida albicans 26790

IV .8.1. Evaluation de la sensibilit¢é des souches microbiennes a DPextrait brut

méthanolique:

L’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique a été réalisée par la méthode de
diffusion en gélose dite aussi méthode des disques selon la méthode de (Ganfon et al., 2019)

avec quelque modification.

Préparation de I’inoculum : 3 a 4 colonies issues d’une culture microbiennes jeunes et pures
ont été mise dans de I’eau physiologie stérile, par suite, la densité optique doit étre comprise

entre 0,08-0,1 lu a 625 nm correspondant & une charge bactérienne de 107-108 UFC/ml

Avec un écouvillon, la suspension microbienne a été ensemencée sur la surface de la
gélose Muller-Hinton. Enfin, les disques contenant 50 ul d’extrait brut ont été délicatement

déposés a la surface de la gélose, les boites ont été incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 h
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La gentamicine a été utilisées comme contrdle positif, tandis que le DMSO été utilisé comme

controle négatif.

Pour I’activité antifongique les mémes étapes que 1’activité antibactérienne ont été réalisées
sauf le milieu de culture on utilise Saboraud et la charge levurienne 106 UFC/ml la densité
optique entre 0,12-0,15 lu a 590 nm les boites ont été incubée a 25°C pendant 48 h.

Les boites de pétrie ont été laissé 10min avant l'incubation pour le contacte des disques avec

les souches bactériennes.

Tableau 10 : Norme utilisée pour la lecture des résultats des tests d’antibiogramme sur des

extraits de plante. (OMS, 2002).

Détermination du halo d’inhibition (A) Degré de sensibilite du germe
A <7 mm Insensible
7Tmm<A <8 mm sensible
8§ mm<A<9mm Assez sensible
A>9 mm Tres sensible

IV .8.2. Détermination du pouvoir antibactérien

IV .8.2.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

Pour déterminer la CMI on a utilisé les microplaques de 96 puits. La suspension bactérienne

avait une concentration finale de 10° UFC/m.

Dans un premier temps, dans chaque ligne de la microplaque a recul00ul du BHIB dans sauf

le témoin positive ou le volume finale était de 200 pl.

Ensuite, 100 pL d’extrait dans a ¢été déposé dans le premier puit, le contenu a été bien
mélangé avec la micropipette puis 100 uL ont été prélevés et déposés dans le 2éme puits, et

ainsi de suite jusqu’au 10 eéme puits afin d’obtenir une dilution de 1/2.

Enfin, 100ul de suspension bactérienne ont été rajouté dans tous les puits sauf au niveau puits

témoin négatif. Les microplaques ont été incubées a 37°C pendant 24h. Figure 25

37

——
| —



Chapitre IV Matériels et Méthodes

[ij Milieu BHIB

Prélevé de :
premier Dans tous les puit
jusqu’au 10 sauf le témoin +
§
)
e Suspension bactérienne

Figure 24: Schéma présente la détermination de la concentration minimal inhibitrice CMI

IV .8.3. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) :

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) a été déterminée par ensemencement des
contenus des puits qui ne montrent aucune croissance a I'ceil nu apres la détermination de la
CMI sur milieu gélose Mueller Hinton et incubés a 37 °C pendant 18 a 24 heures. La plus

faible concentration de I’extrait qui n’a laissé survivre aucune bactérie, a correspondu a la

CMB.
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Chapitre V Résultats et discussion

V .1. Le rendement d'extraction:

Les solvants les plus utilisée pour I'extraction des polyphénols sont des solvants mixtes avec
I’eau : méthanol/ l'eau, acétone/ l'eau, éthanol/ l'eau. La présence d'eau augmentera la
perméabilité des tissus vegétaux, et donc les composeés cellulaires deviendront plus solubles
lors I'extraction (Rezair, 2012).

Les rendements d’extraction obtenus par la méthode sous-reflux de fruit sont représenté dans
la figure 25 en utilisant comme solvant méthanol 70% (v/v) suivi d’un fractionnement par des

solvants a polarité croissante.

40 36,95

35 +

30 -

25 -

20 -

15 +
10.73

10 -

3,40

Rendement en %

M Extrait MeOH ™ Fraction ACeOH ™ Fraction BUuOH

Figure 25: les pourcentages du rendement des différents extraits de fruit Chamaerops

humilis.

Nos résultats obtenus montrent que pour 3g de fruit de Chamaerops humilis les rendements en
pourcentage des différents extraits varient de 3,40 a 36,95%, sachant que le rendement le plus
élevée est marqué dans I'extrait brut méthanolique, et le rendement le plus faible été enregistré
dans la fraction acétate d'éthyle. Cette différence pourrait étre attribuée a la sélectivité de

I'extraction. Les pourcentages des rendements montrent que les composées extractibles
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diminuent avec la polarité décroissante du solvant dans l'ordre : E MeOH> F BuOH >F
AceOH.

Les rendements d'extraction d'un végétale se differe selon les caractéristique et la polarité du
solvant utilisé (Abe et al., 2010), le méthanol reste le meilleur solvant d'extraction en raison

de son polarité élevée.

Le butanol et le méthanol sont des solvants polaires connus pour extraire une large gamme de
molécules dont les sucres, et les composés glycosylés, alors que I’acétate d’éthyle un solvant
de polarité intermédiaire et faible qui extrait préférentiellement des composés hydrophobes

tels que des aglycones et des molécules a longues chaines carbonées (Michel et al., 2012).

Les pourcentages de rendement d'extrait trouvés dans notre étude sont plus élevés a celle des
rendements de (Belhoues et al., 2017) (fraction BuOH: 8,75 et la fraction acétate: 1,12). Par
ailleurs, les rendements faibles obtenus dans notre étude peuvent étre attribués au manque de
la phase de délipidation (dégraissage) normalement effectué¢ en amont de 1’extraction. L’étape

de deélipidation entrainerait une perte de molécules a caractere amphiphile et/ou lipophile

comme la chlorophylle, les cires et les acides gras.

V .2. Dosage des composes phénolique :

Les teneurs des phénols totaux, des tanins et des flavonoides sont calculés en utilisant les
équations de régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées successivement en

ug équivalent d’acide gallique et pg équivalent de catéchine par mg de la matiére séche

(Figure 26, 27, 28).

1.000 -
0.900 -
0.800 -
0.700 -
0.600 -~ *
0.500 -
0.400 -~
0.300 -
0.200 -~
0.100 -+
0.000 T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600
Concentration en ug/ml

y =0,0016x + 0,019
R2 = 0,9868 *

Absorbances

Figure 26: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04
0.02

y =0,0023x + 0,0157
R?=0,9946

Absorbances

0 20 40 60 80
Concentration en ug/ml

Figure 27: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

0.3 -
y =0,0003x - 0,0173
025 i Rz = 0,9965
0.2 -
(7]
g
< 0.15 -
7=
2 0.1 -
<
0.05 -
0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
Concentration en ug/ml

Figure 28: Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condenseés

Les dosages spectrophotométriqgue de notre extrait brut méthanolique ont montrés une
quantité modérée des composés phénoliques. Nous constatons que I’extrait méthanolique est
riche en tanins condensés suivi des polyphénols totaux, alors qu’il est pauvre en flavonoides.

Les résultats sont enregistrés dans le tableau 12.

Tableau 11: les valeurs des composés phénoliques de fruit Chamaerops humilis.

Les polyphénols T Les flavonoides T Les tanins C
Fruit 24,63 £ 6,1 1,12 +0,01 46,32 + 1,33
chamaerops Hg EAG/ mg ES pg EC/mg ES pg EC/mg ES

humilis
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Les teneurs en composes phénolique obtenues par I'extrait méthanolique de fruit chamaerops
humilis par les auteurs suivants: (Elacadi et al., 2021) extraction par (la sonication) récolté a
Maroc sont de l'ordre PPT: 32,7 + 0,1ImgGAE/gM, FVT: 11,1+ 0,45, TCs: 53,08 +0,8. Alors
que Les teneurs obtenues par (Eddahaoui et al; 2022) extraction par (la macération) sont de
lordre PPT: 281,64+0,23 mgGAE/gM, FVT: 74,08£0,71 mgEQ/gE, TCs:
333,83+0,96mgEC/gE

Les teneurs obtenue de PPT et FVT des différents fractions par (Belhoues et al., 2017) pour
100g du poudre de fruit récolté a nord-est de I'Algérie (Annaba) sont de l'ordre PPT varie
entre 5,76 a 37,86 ug GEA/mgF, et les FVT varie entre 1,19 a 4,85 pngQE/mgF.

Selon ces résultats obtenus on observe que I'extrait méthanolique de fruit chamaerops humilis
est riche en tanins condensées par rapport aux polyphénols et aux flavonoides ce qui est en
accord avec nos resultats.

Il n’est pas facile d'établir des comparaisons avec les données des autres auteurs, en raison
notamment de la différence dans la fagon d’extraire des composés phénoliques et aussi la

différence dans ’unité de mesure.

V .3. L'activité antioxydante :

L'activité antioxydante in vitro de nos extraits a été évaluée par deux methodes : le test de
DPPH et le test de FRAP.

L'utilisation des plusieurs test a des différents mécanismes est nécessaire pour tester l'activité
antioxydante et pour des résultats plus fiables. Le DPPH et FRAP sont deux méthodes
majeurs pour évaluer ’activité antioxydante qui sont basés l'un par transfert un atome
d'’hydrogéne (le test DPPH), et l'autre par transfert un électron (le test FRAP) (seeram et al,
2008).

V .3.1. Résultats du test DPPH:

Les différents extraits de fruit Chamaerops humilis ont testé pour leur effet antioxydante
contre le radical DPPH. La détermination du pourcentage d’inhibition (% I) du DPPH a été
faite selon I’équation mentionnée dans matériels et méthodes. La figure 29 présente les
courbes de I’évolution de % I en fonction de variations des concentrations d'extrait
accompagnées avec celle de I’acide ascorbique.

L'TC50 se définit par une concentration médiane d’inhibition du radical. Elle a été déterminée
a partir des équations de régressions logarithmiques de courbe tracée. Les résultats des ICso

sont représentés dans la Figure 30.
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Figure 29: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations

d’acide ascorbique et différents fractions de fruit Chamaerops humilis.

D’aprés les résultats, I’extrait acétate d’éthyle de fruit Chamaerops humilis a montré la
meilleure activité antiradicalaire avec une 1Cso d’environ (9,83 pg/ mL). Cependant, la
concentration de ’acide ascorbique nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH était
supérieure a celle de I’extrait (5,97 ug/ mL). Ces résultats obtenus peuvent étre expliques par

la richesse de I’extrait d’acétate d’éthyle en composés phénoliques.
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Figure 30: les valeurs d'ICsp des extraits du fruit Chamaerops humilis.
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En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, on peut conclure que le fruit de C.
humilis posséde un pouvoir antioxydante trés important. Les résultats obtenus par I'étude de
(Belhoues, 2018), sur les différentes fractions du fruit Chamaerops humilis obtenu par la
macération, montre une activité antioxydante intéressante dans la fraction acétate d'éthyle
d'une valeur d'ICsg = 75,85 pg/ml et 1% = 68,90 pour 100 pg/ml.

Par contre, les résultats obtenus par I'étude (d'Eddahaoui et al., 2022) sur I'extrait
meéthanolique obtenu par la macération ont montrés une activité antioxydante tres intéressante

par rapport a nos résultats avec une valeur d'ICsp égale a : 0,99 £0,01 pg/ml.

Selon les résultats on conclu que plusieurs facteurs ont influence sur l'activité antioxydante
notamment : les solvants et leur concentration utilisé, la méthode d'extraction, la sensibilité

des antioxydantes (composés phénoliques) a la température d’essai et les concentrations

d'extrait (Hamia et al., 2014 ; Bourgou et al., 2016).

V .3.2. Résultats du test FRAP:

Dans ce test, la couleur jaune de la solution se change en couleur vert ou bleu selon le pouvoir
réducteur de chaque composé. Quand l'antioxydante est présent le Fe®* est convertit en fer

ferreux Fe?*.

Le pouvoir réducteur a été déterminé par I'évolution de l'absorbance en fonction de variation
de concentration d'extrait. Les courbes de pouvoir réducteur et dacide ascorbique sont
representées dans la figure 31. Les résultats d'ECso des extraits ont compares avec le témoin

positif (acide ascorbique). Les résultats sont représentés dans la figure 32.

Les valeurs d'ECso de nos différents extraits étaient variées entre 30,91 et 133 pg/ml. Notre
étude montre que le fruit de Chamaerops humilis a un effet réducteur. Nous constatons que la
fraction butanolique est le plus active avec une valeur d'ECso (30,91 pg/ml), suivi de la
fraction acétate d'éthyle (47,48ug/ml), tandis que I'extrait méthanolique est la plus faible pour
réduire le complex Fe®*. Ces valeurs restent supérieures a I'acide ascorbique (4,44 pg/ml), ca

signifie un pouvoir réducteur intermédiaire.
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Figure 32: Les valeurs d'ECso de différents extraits du fruit chamaerops humilis

En comparant nos résultats avec I'étude de (Belhoues et al., 2017), ils enregistrent le fruit ne

posséde aucune activité réductrice, alors que notre fruit possede une activité réductrice
modérée.

Si on veut comparer entre les différents partie du fruit (graine, pulpe, écorce), I'étude de

(Gongalves et al., 2018), ils sont marqué que la graine a une forte activité antioxydante, et
des teneurs élevées en polyphénols.
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V .4. Résultats de Pactivité antimicrobienne:

V .4.1.Technique de diffusion en milieu gélosé

Les résultats du test de la sensibilité microbienne vis-a-vis d’extrait de Chamaerops humilis
sont regroupés dans le tableau ci-dessous. (Tableau 12) Les résultats obtenus (diametre

d'inhibition (mm) indiquent les moyennes de deux mesures.

V .4.2. Technique de dilution en milieu liquide (CMI) et CMB:
La concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale bactéricide sont présentées

dans le tableau 12. Les résultats s'expriment en g/ml.

Tableau 12: les résultats de la zone d'inhibition d'extrait, Gentamycine et de DMSO, et la
CMI

Zone CMI CMB CMB DMSO Gentamycine
Les souches utilisées d'inhibiti g/mi g/mi /
on extrait CMI
Gramme E.coli 06mm 15mm
O] P.aeroginosa 06mm / 06 mm 17mm
Gramme B.cereus 12mm 0,006 0,0014 0,23 15mm
(+) S. aureus 06 mm 06mm 15mm

C. albicans
- 06 mm / 06mm
levure C. albicans

L’extrait méthanolique de chamaerops humilis présente un effet antibactérien intéressant vis-
a-vis a une seule souche Bacillus cereus ATCC10876 avec un diamétre d’inhibition de 12

mm. Alors que les autres souches ne présentent aucune zone d'inhibition. (Figure 33)

Selon les normes de L'OMS 2002 pour la lecture des résultats d'antibiogramme la souche

Bacillus cereus est trés sensible au I'extrait méthanolique de chamaerops humilis.

La sensibilité de la souche Bacilllus cereus peut explique par la prédominance de l'acide
tannique dans I'extrait méthanolique, car il peut agir comme un sidérophore pour chélater le
fer du milieu et le rendre indisponible pour les micro-organismes surtout qu'ils se développent
dans des conditions aérobies ont besoin de fer pour une variété de fonctions (Chung et al.,
1998).
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—

Figure 33 : résultats des tests antibactériens de chamaerops humilis vis-a-vis des bactéries

testées.

La résistance de E. coli et P. aeroginosa peut traduit que les bactéries a gramme (-) sont
Caractérise par une paroi cellulaire de peptidoglycane beaucoup plus fine mais il est
recouverte d’une membrane externe dans laquelle peuvent s’insérer des liposaccharides et des
lipoprotéines (Michel, 2011).

Le rapport CMB/CMI a permis de préciser la modalité d’action de la substance (Fauchere,
2002). Selon (Kamanzi, 2002), I’extrait est bactéricide quand si le rapport CMB/CMI est
inférieur ou égal a 4. Il est dit bactériostatique quand si le rapport CMB/CMI est plus élevé

que 4. Lorsqgue ce rapport est égal a 32, la souche est dite tolérante.
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Le rapport de notre extrait est égale a 0,23, il est inférieur a 4 donc I'extrait méthanolique du

fruit chamaerops humilis est bactéricide.

Les travaux de (Belhaoues et al., 2017) prouvent ces suppositions ou la FDCM et la Faq ont
manifesté des activités antibactériennes appréciables a modérées, vis-a-vis de K. pneumonia,
E. coli, P. aeroginosa, S. aureus et Selmonella typhimirium, prouvent une activité intéressant
dans la fraction acétate d'éthyle. Ca peut traduire I'influence des solvants utilisé, sachant que

le méthanol et I'eau sont polaires.

Il n’y a pas beaucoup des études a été réaliser sur l’activité antibactérienne du fruit
chamaerops humilis avec lequel nous comparerons notre étude ,par contre il y a autre étude
montré que les activités biologiques des extraits des plantes sont liées a leurs composés
phénoliques et d’apres la littérature et certaines recherches actuelles, il existe une relation
étroite entre les composés flavonoiques et les activités antibactériennes (Djahra et al., 2015),
et nos résultats obtenus de I’activité antioxydante montre que le teneur de flavonoide est trés

faible ca explique I’absence de I’activité antibactérienne

la zone géographique de la plante, la partie étudier de la plante et la méthode d'extraction

influence sur I’activité antibactérienne d’une espéce végétale (Ozkan et al., 2009)

L'extrait méthanolique de C. humilis n'a aucune effet sur les deux souches de levure, candida
albicans ATCC 10231, et ATCC 26790. Figure 34.

Les résultats de D’activité antifongique ont révélé I’inefficacité d’extraits de chamaerops

humilis contre les 2 souches testées (candida albicans).

Nous somme les seules qui testent l'effet de I'extrait méthanolique du fruit chamaerops

humilis sur les levures (candida albicans), donc il est difficile de comparer nos résultats.
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Figure 34 : résultats de I’activité antifongique sur candida albicans
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Conclusion et perspective

Notre travail de recherche est centré sur 1’évaluation de I’activité biologique de fruit de

palmier doum (chamaerops humilis ) récolté de la région de Tlemcen qui est une plante

medicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie.

A la lumiére des résultats obtenus dans ce mémoire nous avons conclu que:
Le processus d'extraction de la substance végétale par sous-reflux a permis d’obtenir un
rendement d’extrait méthanolique de (36,95 %) , c’est le plus ¢élevé par apport les autre
extraits . L’extrait méthanolique de chamaerops humilis, riches en polyphénols totaux et
beaucoup plus des tanins. D’aprés le test de DPPH et de FRAP, nos résultats obtenus
montrent que la baie de chamaerops humilis a une activité antioxydante intéressante dans la

fraction acétate d’éthyle.

Ce travail est complété par 1'étude de l'activité antibactérienne et antifongique de I’extrait
méthanolique de chamaerops humilis qui montre que ce dernier exerce une activité
antibactérienne intéressant contre Bacillus cereus avec un pouvoir inhibiteur (une zone
d'inhibition égale a 12 mm), Par contre ne montre aucune activité antibactérienne contre les
trois autres souches testées (S.aureus, E. coli, P.aeruginosa) la méme chose pour I’activité

antifongique qui ne représente aucune activité sur candida albicans.

Enfin, il serait souhaitable d’étudier les meilleures maniéres d’introduire les extraits de
chamaerops humilis dans le domaine pharmaceutique. Il est donc intéressant de réaliser des
études approfondies sur cette plante par exemple étudier de la toxicité de cette plante ou
investir d’autres activités biologiques telles que les activités anticancéreuse et anti-
inflammatoire, développer des études pour [I’efficacité de ce extrait dans le domaine
agroalimentaire afin d'établir son utilitt comme agents antioxydants ou antimicrobiens

naturels dans la sécurité alimentaire.
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Les souches

Les propriété

La forme

Escherichia coli

Est une espéce appartiennent a la famille des
entérobactériaceae, du genre Escherichia,
leur habitat est le tube digestive de 'hnomme
et les animaux. Caractérise par une forme
bacille, mobile, & une coloration de gramme
négative, aéro-anaérobie facultatif, dépourvue

de l'oxydase et catalase.

Pseudomonas
aeroginosa

Ce sont des bacilles a coloration de gramme
négatif, mobile, et espéce ubiquitaire. Ont des
exigences nutritive peu important, il fait

partie de la flore transitoire de I'nhnomme.

Bacillus cereus

Elle se caractérisé par une forme reguliére, a
coloration de gramme positive, aérobie,
mobile par ondulation. Il se trouve dans
I'environnement (terre, végétaux,
aliments.....), et caractérisé par catalase

positive et oxydase, variable

Staphylococcus
aureus

Appelée staphylocoque doré, est un coque a
coloration de gramme positive, aéro-
anaérobie facultatifs, immobile, se caractérisé

par une catalase et couagulase positive.

Candida albican

est un champignon microscopique diploide,
présente au niveau de tube digestive, sur la
peau, des voies génitales, appartient a la

famille de candidaceae.




Annexe 2

y=34.078In(x)=124:31

R?=0.7791

y = 20.64In(x) + 2.9326

/

y = 15.448In(x) - 18.028
R?=0.9918

Les courbes DPPH des différents extraits



/’

y=0.0019x + 0.2473
R?=0.9948

y =0.0075x + 0.1439
R*=0.9979

y =0.0056x + 0.3269
R*=0.9839

Les courbes FRAP des différents extraits.
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