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Introduction

Introduction

La phytothérapie, une pratique ancienne datant de plusieurs siecles, repose sur l'utilisation des
plantes comme remédes. Les ont constamment été une source traditionnelle de traitements, qu'elles
se présentent sous forme de préparations traditionnelles ou de composés actifs purs. 1l est fréquent
de découvrir des plantes d'intérét potentiel dans un pays, qui ont été étudiées scientifiquement
ailleurs. Les produits naturels sont régulierement explorés en vue de leur potentiel dans la recherche
de nouveaux composes actifs pour lutter contre diverses maladies. (Farnsworth et al., 1986 ;
Sebaihi, 2010).

Cela pose le contexte de notre étude, met en évidence l'importance de la recherche sur les
plantes medicinales, souligne l'intérét de Cassia angustifolia et mentionne la lacune de
connaissances actuelles sur ses mécanismes d‘action.

En dépit des avancées de la médecine moderne, les traditions ancestrales continuent de persister
en Afrique, ou plus de 80% de la population préfére recourir a la médecine traditionnelle pour ses
soins de santé. Cette persistance peut s'expliquer par plusieurs facteurs. D'une part, la médecine
traditionnelle reste facilement accessible et disponible dans les pays en développement,
contrairement aux médicaments modernes qui peuvent étre colteux et engendrer des effets
secondaires néfastes. D'autre part, cette préférence découle également de la confiance accordée a la
médecine traditionnelle, basée sur des pratiques ancrées dans la culture et transmises de génération
en génération. Ces observations légitiment les initiatives en cours visant & développer la médecine
traditionnelle et a I'intégrer aux systemes de santé nationaux modernes. (Biyiti et al., 2012).

L'extrait d'herbe entiere contient plusieurs ingrédients. Ces ingrédients agissent ensemble pour
créer un effet thérapeutique tout en réduisant le risque d'effets secondaires d'un seul médicament.
Plusieurs herbes sont souvent utilisées ensemble pour améliorer I'efficacité, les effets synergiques et
réduire la toxicité. (Chhetri et al., 2010)

La plante, Cassia angustifolia Vahl, plus communément appelé Tinnevelly senna ou séné, est
un membre de la famille des fabacées et est largement utilisée dans la médecine traditionnelle
comme laxatif. Elle est généralement recommandée pour traiter la constipation aigué sur une
période courte allant de 1 a 2 semaines, ainsi que pour le nettoyage de l'intestin avant une
endoscopie diagnostique. (Shazia Sultana, 2012).

L'objectif de cette étude consiste a évaluer Il'activité antioxydante et antimicrobienne de certains
extraits de la plante C. angustifolia en vue de déterminer la teneur en métabolites secondaires.

Notre travail est organisé comme suit :
Une partie bibliographique composée de deux chapitres : le premier aborde les généralités sur la

plante, tandis que le second traite des métabolites secondaires.
Une partie expérimentale qui décrit la méthodologie, les résultats et la discussion.
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Chapitre | Généralités sur Cassia angustifolia

I. 1. Le séné (C. angustifolia)

Le genre Cassia compte environ 580 espéces qui incluent des herbes, des arbustes, ainsi que des
arbres. Un grand nombre de ces espéces sont utilisées a des fins médicinales, tandis que d'autres sont
appréciées pour leur valeur ornementale. Parmi ces espéces, on trouve Cassia angustifolia Vahl.,
couramment appelé séné, qui est un petit arbuste vivace avec une stature érigee. (Trease et
Evans,1983).

Le séné (Cassia angustifolia), une plante originaire du Yémen, de Somalie et d'Arabie saoudite,
est désormais cultivé dans différentes régions du monde. Il est largement utilisé dans la médecine
traditionnelle en raison de ses propriétés bien connues. Principalement reconnu pour son effet
cathartique, le séné est un remede précieux contre la constipation chronique. Les feuilles et les gousses
de séné renferment des principes actifs, notamment les sennosides A et B, qui sont responsables de son
effet laxatif. Ces composés sont des ingrédients essentiels utilisés dans la formulation de médicaments
purgatifs. (Tripathi, 1999).

Figure 1.Cassia angustifolia Vahl(Peter et al., 2012).

I. 2. Description botanique

Cassia angustifolia est un arbuste buissonnant appartenant a la famille des Caesalpinioideae
(Fabaceae). Il a une petite taille, atteignant environ 1,5 métre de hauteur, avec une tige et des branches
dressées de couleur pale. Ses feuilles sont composeées, ovales, mesurant entre 2,5 et 6 cm de long sur 8
mm de large, arrangées en 3 a 7 paires. Elles peuvent étre étroites ou arrondies, et ont une couleur allant
du vert pale au vert jaunatre. Les fleurs de Cassia angustifolia sont d'un jaune vif et présentent une forme
caractéristique. Elles dégagent une Iégere odeur rappelant celle du tabac. Une fleur typique se compose

de cing sépales similaires et de pétales. (voir figure 2)(Shazia et al., 2012).
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Chapitre | Geénéralités sur Cassia angustifolia

Figure2. Les différentes parties aériennes de Cassia angustifolia (Savulescuetal.,2018).

A

I. 3. Nom vernaculaire et synonymes de Cassia angustifolia :

La plante Cassia angustifolia Vahl est identifiée sous différents noms, notamment Senna et Sanna
Makki (sSell Wadl) en arabe. En anglais, elle est également désignée sous les appellations Tinnevelly

Senna et Indian Senna (Sultana et al., 2012).

I.5. Classification systéematique
D’aprés Kistamma et Venkateshwar(2018) La classification de Cassia angustifolia est

établie dans le tableau suivant :

Nom  botanique : Cassia angustifolia
Embranchement: Plantae
Sous-embranchement: Tracheobionata
Division : Magnoliophyta
Classe: Mabnoliopsida
Sous-classe: Rosidae

Ordre: Fabales

Famille: Caesalpinaceae
Genre: Cassia

Espéce: Angustifolia
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Chapitre | Généralités sur Cassia angustifolia

I. 5. Habitat et répartition géographique de Cassia angustifolia

Au début du premier siécle, Cassia angustifolia, également connue sous le nom de Senna arabe,
était une plante sauvage abondante dans les provinces du Yémen et de Hadramaout en Arabie du
Sud (Abulafatih, 1987 ; Ghazanfar et Al-Sabahi, 1993). On la trouvait également sur la cbte
opposée en Somalie et dans la région du Punjab au Pakistan. Il est important de noter que le nom de
séné Alexandrina fait en réalité référence a une autre plante (Gupta, 1974).

C'est grace aux commercants et aux médecins arabes que Cassia angustifolia a été introduite dans le
sud de I'Inde au début du premier siécle. Elle était principalement cultivée dans les régions arides de
I'Etat du Tamil Nadu (Pandse et al., 1974).

La plante pouvait facilement étre cultivée dans les régions arides et semi-arides du Gujarat et des
Etats du Rajasthan (Bentley et Trimen, 1992). De nos jours, elle est également cultivée avec succeés
dans des pays d'Asie du Sud-Est, d'Afrique du Nord et d'Europe occidentale (Husain, 1992).

I. 6. Intérét thérapeutique

La plante Cassia angustifolia, également connue sous le hom de Senna Makki, posséde une
valeur médicinale mentionnée dans les Hadiths. Ce remede est disponible sans ordonnance et est
approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis. Il est couramment utilisé
pour traiter diverses affections, notamment la perte de poids, les troubles digestifs tels que la
constipation chronique, les hémorroides et le syndrome du c6lon irritable. De plus, il est utilise dans
le traitement de maladies telles que la dépression, l'asthme, l'eczéma et d'autres affections
dermatologiques. Senna Makki est principalement utilisé pour traiter la constipation chronique en

raison de ses puissantes propriétés laxatives (Kumar et al., 2020).

Les composeés phytochimiques actifs qui présentent des activités antivirales peuvent étre utilisés
potentiellement pour le traitement des infections respiratoires et d'autres maladies virales

contagieuses, telles que la COVID-19 (Naureen et al., 2022).

I. 7. Les constituants chimiques

Le séné est une plante qui contient une variété de molécules bioactives et est couramment
utilisée en médecine traditionnelle. Elle renferme plus de 3% de glycosides d'anthrone tels que les
Sennosides A, Al et B, ainsi que de faibles quantités de glycosides d'anthraquinone, notamment le
rhein-8-glycoside et le rhein-8-sophroside. De plus, elle contient environ 2 a 3% de mucilage et
0,05% d'huiles essentielles (Czygan et al., 2004). Les métabolites secondaires tels que les acides
phénoliques, les flavonoides et les coumarines sont présents de maniere inégale dans les différentes

parties de la plante, comme les feuilles et les fruits (Elansary, 2018).
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Chapitre | Généralités sur Cassia angustifolia

I. 8. Activités biologiques de Cassia angustifolia
1.8.1. Activité anti-oxydante
1.8.1.1 Stress oxydatif

Définition
Le stress oxydatif se caractérise par un déséquilibre entre la capacité de neutralisation et la production
d'espéces réactives de l'oxygeéne, ce qui entraine des dommages oxydatifs pouvant altérer les

récepteurs, les lipides et les enzymes, et conduire a la dégradation des membranes cellulaires et des

protéines, ainsi qu'a des mutations (Sergent et al., 2001).

1.8.1.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules qui contiennent au moins un électron dans une orbite externe et
qui interagissent avec les molécules environnantes pour rétablir I'équilibre électronique. ce qui leur
confére une réactivité et une toxicité extrémes. Parmi les radicaux libres, on trouve notamment les
radicaux OH (dont la durée de vie est limitée a quelques nanosecondes). Les réactions de Fenton et
Haber-Weiss impliquent I'interaction de ces radicaux avec H202 et O2, et elles sont catalysées par le
fer (Sergent et al., 2001).

Fenton

H>0» + Fe2t >*0OH + OH™ + Fe?

07 +Hy0, — V85 _ e 4 OH™ + O,

Fe-7 /Fe-

1.8.1.3 Les antioxydants

Les antioxydants sont des composés chimiques présents a la fois dans les aliments et dans le corps
humain. Ils jouent un réle essentiel dans la protection des cellules en prévenant les dommages causés
par I'oxydation, qui résultent de la formation de radicaux libres (Defraigne & Pincemail, 2008). Ces
substances sont indispensables pour contrer les effets néfastes de la destruction oxydative sur les
cellules.

1.8.1. Activité anti-oxydante

Diverses études menées sur Cassia angustifolia ont révélé que les extraits de cette plante possedent
des propriétés antioxydantes en neutralisant les radicaux libres (voir Figure 3). Les polyphénols
présents dans les plantes de séné ont démontré une activité antioxydante. Des recherches ont été

réalisées sur la teneur en antioxydants et en polyphénols totaux du séné (Alshehri et al., 2022).

Page 6



Chapitre | Geénéralités sur Cassia angustifolia

oxsdan P

irew rac / ./
P e, Y o e A~

/ / ! ,‘ %}7‘:@’ ’ l\‘il\v/si}_.‘,,.m
8= ¢ o 3K PN
"\ Sevens - NN NF
% %

N / uapaised

-~ . 4 -
° ) phytoconstituents 4 °I ‘I | scutellacein
N 7 electron

Figure3. Activité anti-oxydante des composés bioactifs des plantes Senna. Les molécules

bioactives anti-oxydantes contenues dans les especes de Senna neutralisent les radicaux libres en
Libérant des électrons. (Alshehri et al., 2022)

1.8.2 Activité antifongique

Le séné est couramment utilisé pour lutter contre les maladies fongiques telles que la candidose et les
infections causées par de minuscules champignons. Ces infections ont connu une augmentation
significative ces derniéres années, principalement en raison de I'utilisation accrue de médicaments tels
que les antibiotiques, les corticoides et les immunosuppresseurs. Les antibiotiques sont prescrits pour
inhiber la croissance des bactéries et d'autres micro-organismes, tandis que les corticoides et les
immunosuppresseurs affaiblissent le corps et la réponse immunitaire, augmentant ainsi le risque
d'infections opportunistes (Akkouche et al., 2021).

Selon la localisation et la gravité de l'infection a levures, des médicaments antifongiques sont utilisés
sous forme topique tels que des poudres, des cremes ou des gels, ou par voie systémique sous forme de
comprimés, d'ovules ou de perfusions intraveineuses. Le réle de ces agents antifongiques est d'inhiber

ou de tuer les champignons responsables de l'infection (Akkouche et al., 2021).
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1.8.3 Activité anti microbienne

Les propriétés antibactériennes de cassia angustifolia dans des expériences scientifiques ont déja
été mentionnées dans diverses études portant spécifiquement sur son activité antibactérienne. Les
extraits de cassia angustifolia ont été étudiés a I’aide de diverses techniques microbiologiques et ont
démontré leur efficacité contre les micro-organismes testés (Brady., 2012).

Plusieurs études ont démontré les propriétés antibactériennes des extraits de cassia angustifolia
contre diverses souches bactériennes. L’extrait éthanolique d’ortie présente une activité
antibactérienne importante contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, quelle que soit sa
concentration. Dans des études antérieures menees sur neuf bactéries (Citrobacter coseri,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae), des
extraits éthanoliques de parties aériennes inhibaient en fait la croissance de ces bactéries. A

I’exception de certaines souches de Pseudomonas aeruginosa (Brady., 2012).

1.8.4 Activité antiparasitaire

Plusieurs études ont démontré des activités anti-protozoaires et scolicidales contre Echinococcus
granulosus et Echinococcus multilocularis, responsables respectivement de I'échinococcose
kystique et de I'échinococcose alvéolaire. Ces maladies peuvent étre contractées par les humains par
l'ingestion d'aliments et d'eau contaminés par des ceufs infectieux présents dans les selles des chiens

hébergeant les vers adultes du ténia (Bager et al., 2014).
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Chapitre 11 Métabolites secondaires

I1.1. Introduction

Les plantes produisent des composés phénoliques, communément appelés polyphénols, dans leur
métabolisme secondaire pour se défendre contre les agressions de leur environnement (Gee et
Johnson, 2001). Une des caractéristiques remarquables d'une certaine sous-catégorie de flavonoides
est leur capacité a colorer les fruits, les fleurs et les feuilles (EI Gharras, 2009). Ces composés
phénoliques remplissent ainsi une fonction essentielle dans la protection des plantes.

De nombreuses recherches ont demontré les bienfaits de la consommation de polyphénols sur la santé.
En effet, il a été suggéré que ces composés pourraient jouer un rble préventif contre différentes
maladies telles que le cancer (Brown et al., 1998), les maladies dégénératives et cardiovasculaires
(Paganga et al., 1999). Les autorités de santé publique recommandent donc la consommation
d'aliments d'origine végétale riches en polyphénols. Parmi les antioxydants végétaux, les composés
phénoliques semblent &tre parmi les plus efficaces pour protéger lI'organisme (Gee et Johnson, 2001).
Une méthode largement utilisée pour classer les composés phénoliques est basée sur le nombre

d'atomes de carbone présents dans leur structure de base (Dacosta, 2003).

I1.2.  Les composés phénoliques

Il existe une vaste gamme de polyphénols, comprenant plus de 8000 composés naturels, qui se
répartissent en différentes catégories. Les flavonoides constituent la plus grande catégorie, représentant
plus de la moitié des polyphénols. Les tanins sont formés par la polymérisation des flavonoides. Les
acides phénoliques, les coumarines, les lignanes et d'autres classes de polyphénols sont également
présents en nombre significatif (Dacosta, 2003).

Les composés phénoliques sont définis par la présence d'au moins un noyau benzénique lié
directement a un ou plusieurs groupes hydroxyle, ainsi que d'autres groupes fonctionnels tels que des
esters, des esters de méthyle, des glycosides, etc. (Salunkhe, 1990 ; Bruneton, 1999).

Les polyphénols naturels comprennent une variété de molécules, allant des acides phéenoliques
simples aux composés hautement polymérisés comme les tanins. Il existe plusieurs classes de
polyphénols, parmi lesquelles figurent les phénols, les flavonoides, les tanins, les stilbénes, les
lignanes, les saponines, les phytostérols ou les phytostanols. Parmi celles-ci, les acides phénoliques, les

flavonoides et les tanins jouent un réle particuliérement important
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Figure 4. Les différentes classes des composés phénoliques (Gharbi., 2022)

11.2.1  Les acides phénoliques

Les plantes agricoles et médicinales renferment une diversité d'acides phénoliques (Psotova et al.,
2003). Ces acides sont caractérisés par un squelette composé de sept atomes de carbone. Dans la variété de
datte Deglet Nour, on observe principalement la présence d'acide gallique, généralement lié a I'épicatéchine
par une liaison ester (Singleton et Timbreuse, 1978).
11.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des pigments présents dans presque tous les végétaux (Jean, 2009).
représentent le groupe le plus important et le plus varié des composés phytochimiques dans les plantes,
jouant un role essentiel dans de nombreuses fonctions, telles que les interactions pigmentaires avec les
agents pathogenes, la fertilité et la protection contre les rayons UV (Watson, 2014).
Les flavonoides possédent un squelette de base constitué de deux anneaux aromatiques a six atomes de
carbone (anneaux A et B), reliés par un hétérocycle comprenant trois atomes de carbone (anneau C) (C6-
C3-C6) (figure 5) (Watson, 2014).
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Les variations de la structure de I'hétérocycle central permettent de classer les flavonoides en différentes
categories structurelles, telles que les flavones, les flavonols (comme la quercétine), les flavanones, les
isoflavonoides, les anthocyanes (comme la cyanidine), les flavanols, également connus sous le nom de
flavan-3-ols (comme la catéchine et I'épicatéchine), comprenant des monomeres, des oligoméres
(proanthocyanidines) et des polymeéres appelés tanins condensés, ainsi que les chalconoides, les

dihydrochalcones et les aurones (figure 5).

Figure 5. Structure chimique de base des flavonoides (Heller et Forkmann, 1993).

11.2.3.  Les tanins

Le terme "tanin" trouve son origine dans la pratique historique de I'utilisation d'extraits de plantes
pour le processus de "tannage™ des peaux animales, qui consiste a les transformer en cuir. Ces extraits
contiennent un mélange complexe de dérivés phénoliques qui se lient aux protéines, provoquant leur
dénaturation (Hopkins & Huner, 2008).
Les tannins revétent une grande importance économique et écologique, et sont responsables de
I'astringence présente dans de nombreux fruits, légumes et produits dérivés tels que le vin, le thé, la biére,

provoquant une sensation puissante et parfois désagréable en bouche (Macheix et al., 2005).

De plus, les tanins ont tendance a réduire I'efficacité de l'utilisation des aliments, limitant ainsi la
croissance et la survie des organismes. Selon l'interprétation conventionnelle, les tanins diminuent la
digestibilité des protéines alimentaires en se liant probablement a des protéines dans l'intestin (Hopkins

& Haner, 2008).
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Figure 6. L’acide gallique est I’unité structurale de base de tanins hydrolysables (Gharbi., 2022).

11.2.4  Les alcaloides

D'un point de vue biologique, les alcaloides sont considérés comme des produits naturels purs et
parfaits. 1ls sont des composés chimiques biologiquement actifs, hétérocycliques, contenant de l'azote, et
peuvent présenter une certaine activité pharmacologique ainsi qu'une utilisation médicinale ou écologique
dans de nombreux cas. Bien que cette définition, qui repose sur l'application, puisse étre critiquée pour son
manque de précision, elle offre un apercu général des types de composés étudiés. En raison de la nature
biologique et chimique de ce groupe de composés, chaque définition d'alcaloides est soit trop large, soit trop
étroite, et une définition concise et précise n'est pas possible sans une longue liste d'exceptions (Aniszewski,
2007).

Les aspects les plus importants pour le biologiste sont que les alcaloides constituent un groupe spécial de
produits chimiques qui sont actifs a divers niveaux cellulaires des organismes, et qu'ils participent aux

processus biologiques des plantes, des animaux et des micro-organismes (Aniszewski, 2007).

11.25 Les anthraquinones
Les constituants aromatiques trouvés dans Cassia angustifolia, comme I'anthraquinone, ainsi que dans la
rhubarbe d'ornement (Rheum palmatum), sont réputés pour induire des contractions des muscles de la paroi du

gros intestin, ce qui leur confére une propriété fortement laxative (Hans et Kothe, 2010).
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Figure?. Structures de base des Anthraquinones (Marref, 2019)

I1.3. Mode d’extraction des poly- phénols
Différentes techniques d'extraction du polyphénol ont été rapportées, y compris l'extraction par
micro-ondes, I'extraction par ultrasons, I'extraction par Soxhlet et I'extraction par reflux thermique,

selon une étude réalisée par Rajbhar et al. (2014).

I1.3. 1 Méthodes d’extraction conventionnelles
Les méthodes traditionnelles utilisées pour I'extraction des échantillons solides reposent sur
I'extraction solide-liquide en utilisant différents solvants. L'extraction solvant d'échantillons solides,
également connue sous le nom de "lixiviation™ ou "extraction par solvant”, est une technique ancienne
de préparation d'échantillons solides. Cette méthode est utilisée pour éliminer et séparer les composes
d'intérét des fractions insolubles de poids moléculaire éleve, ainsi que d'autres composés pouvant
perturber les étapes ultérieures du processus d'analyse. (Luque de Castro & Priego-Capote, 2010).
11.3.1.1 Extraction au soxhlet
L'invention de I'extracteur Soxhlet remonte & 1879 et est attribuée a Franz von Soxhlet. Ce
dispositif est largement utilisé en chimie pour séparer les espéces peu solubles des matrices solides.
L'efficacité de I'extraction Soxhlet dépend des propriétés de la matrice et de la taille des particules, car
la diffusion interne peut étre un facteur limitant lors du processus d'extraction. L'extraction
traditionnelle par Soxhlet présente plusieurs avantages intéressants (Oreopoulou et al., 2019).
L'extraction Soxhlet présente des avantages tels qu'une durée d'extraction plus courte et une
consommation de solvant réduite par rapport aux méthodes de percolation et de macération.
Cependant, il est important de manipuler soigneusement le processus d'extraction par Soxhlet en raison
de I'impact negatif de la chaleur excessive sur les polyphénols thermolabiles. Un autre avantage de

cette méthode d'extraction est sa commodité (Alara et al., 2021).
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11.3.1.2 Macération

La maceration est devenue une technique largement adoptée en raison de sa simplicité et de
son colt abordable pour l'extraction de composés phénoliques. De maniére traditionnelle, cette
méthode implique la sélection soigneuse de solvants et I'application de chaleur et/ou d'agitation pour
accroitre la solubilité des composés et encourager le transfert de masse (Luque de Castro & Priego-

Capote, 2010).
Il est essentiel que les solvants utilisés possédent des propriétés appropriées telles que le
coefficient de distribution, la sélectivité, la solvabilité, la récupérabilité, la densité, la tension

interfaciale et la réactivité chimique (Oreopoulou et al., 2019).

11.3.1.1 Nouvelles méthodes d’extraction
11.3.2.1 Extraction par fluide a I’état supercritique
La méthode d'extraction par fluide supercritique, connue sous le nom de SFE, se caractérise
par I'emploi de solvants dans un état supercritique. Dans cet état, le solvant se trouve dans une phase
intermédiaire entre liquide et gaz en raison des conditions de température et de pression spécifiques.
Cette transition d'état confére au solvant des propriétés physico-chimiques distinctes, notamment une
capacité de solvatation augmentée, comme I'ont souligné (Nadjib & Amine, 2019).
Bien que divers solvants puissent étre employés en pratique, prés de 90% des extractions par
SFE utilisent du dioxyde de carbone (CO2), principalement pour des raisons pratiques. Le CO2
présente de multiples avantages, tels que sa facilité d'obtention grace a ses pressions et températures
critiques relativement modestes, sa relative innocuité, sa disponibilité en haute pureté a un co(t
modéré, ainsi que sa facilité d'élimination de I'extrait, comme mentionné par (Nadjib & Amine,
2019).

La SFE est considérée comme une technique "verte" car elle nécessite peu ou pas de solvants
organiques, et elle présente l'avantage d'étre beaucoup plus rapide que les méthodes traditionnelles
d'extraction (Nadjib & Amine, 2019).

11.3.2.2 Extraction assistée par ultrasons (UAE)

L'extraction assistée par ultrasons tire parti de I'énergie ultrasonique de haute intensité
génerée par lI'implosion des bulles de cavitation. L'effondrement de ces bulles produit des effets
physiques, chimiques et mécaniques, ce qui perturbe les membranes biologiques, facilite la pénétration
du solvant dans la matrice de I'échantillon et augmente la surface de contact entre les phases solide et
liquide. Cela favorise le transfert des composés extractibles dans le solvant d'extraction (Watson,

2014).
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Récemment, I'extraction assistée par ultrasons (UAE) a été largement utilisée pour extraire
divers composés phénoliques présents dans différentes parties des plantes, telles que les feuilles, les
tiges, les fruits et les graines (Dai & Mumper, 2010). Cette méthode d'extraction ultrasonique
représente une alternative simple, respectueuse de I'environnement et efficace par rapport aux
techniques d'extraction conventionnelles. Les principaux avantages de cette méthode sont sa facilité
d'utilisation et ses faibles exigences en termes d'équipement. Les dispositifs & ultrasons comprennent
un bain a ultrasons, principalement utilisé pour les extractions a petite échelle, et un systeme de sonde
a ultrasons, adapté aux extractions industrielles a grande échelle (Watson, 2014).

11.3.2.3 Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) est un processus qui utilise I'énergie des micro-ondes
pour faciliter la séparation des analytes de la matrice de I'échantillon dans le solvant (Dai & Mumper,
2010).

L'utilisation de la MAE dans I'extraction de produits naturels a débuté a la fin des années 80, et
grace aux avancées technologiques, elle est devenue l'une des méthodes d'extraction les plus
populaires et efficaces. Elle offre maintenant plusieurs instruments et méthodologies avancés, tels que
I'extraction assistée par micro-ondes sous pression (PMAE) et I'extraction assistée par micro-ondes
sans solvant (SFMAE). Cette méthode permet d'extraire plusieurs échantillons de maniére quantitative
en quelques minutes, avec une meilleure reproductibilité et une consommation de solvant réduite
(Rajbhar et al., 2014).
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Figure 8. Méthodes d’extraction conventionnelles et modernes pour les polyphénols
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2017)
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Chapitre 111 Mateériel et Méthodes

111.1. Matériel
11.1.1 Matériel biologique
e Materiel végétale
Les feuilles de Cassia angustifolia ont été acquises auprés d'un herboriste localisé dans la
région de Bouira (Figure 9.A). Apres avoir été nettoyées et débarrassées des impuretes, les
feuilles sont réduites en une fine poudre a I'aide d'un moulin électrique (Figure 9.B). Cette
poudre est ensuite stockée dans un récipient hermétique pour prévenir toute détérioration due a

I'humidité.

Figure 9. A) feuilles de Senna makki (photo originale 2023)B) poudre de Senna makki. (Photo
originale 2023).

Remarque : Nous avons choisi les feuilles de séné au lieu de graines et de fruits parce
que, grace a des études antérieures et aux données disponibles, il a été constaté que les
feuilles sont la partie la plus efficace de la plante, qui contient des concentrations plus
élevées de composées biologiquement actifs que les fleurs et les graines.

e Souches microbiennes utilisées
Les souches utilisées pour le présent travail ont été fournies par le laboratoire de
Microbiologie de SNV/ST.
Les souches bactériennes qui ont été testés pour €valuer 1’activité antibactériennes de
Cassia angustifolia sont les suivants :

= Bacillus cereus : bactéries Gram+ ;
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= Escherichia coli : bactéries Gram—
= Klebsiella pneumoniae : bactéries Gram_;

» Pseudomonas sp : bactéries Gram_

L'objectif de cette étude était de mettre en évidence I'intérét médical du Séné en évaluant
son activité sur des souches pathogenes pour I'nomme. Tous les microorganismes sélectionnés
pour cette étude sont connus pour avoir des effets néfastes dans les domaines de la biologie, de

I'agroalimentaire et de la cosmétique.
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Matériel et méthode
111.1.2 Matériel non biologique

Réactifs chimiques et appareillages:

Tableaul.Réactifs chimiques et appareillages

Matériel et Méthodes

Appareils :

Réactifs :

Agitateur magnétique

Ethanol ; méthanol

Autoclave

Quercétine

Balance de précision(OHAUS)

DPPH (2,2-diphényl-1-picylhydrazyl)

Vortex (VELP SCIENTIFICA)

Trichlorure d’aluminium (ALCL 3)

Bain-marie(memmert)

Acide gallique

Ultrason (SELECTA)

Acide ascorbique

Evaporateur rotatif (Hheidolph 8873)

Folin—Ciocalteu(FC)

Etuve (memmert)

Carbonate de sodium (Na2C0O3)

Plaque chauffante

Hydroxyde de sodium(NaOH)

PH meétre(OHAUS)

Hydroxydede potassium(KOH)

Alpha)

Spectrophotometre UV-visible (LAB

111.2. Méthodes

111.2.1 Extraction des poly-phénols

Elle est réalisée via trois méthodes distinctes : macération, Soxhlet,reflux.

I11.2.1.1 Extraction par macération (On a utilisé I’éthanol et le méthanol)

Cette méthode d'extraction a été mise en ceuvre en suivant le protocole élaboré par ( Ouedraogo et

al., 2015), avec quelques ajustements apportés :
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Une prise d’essai de 20g de la poudre séche des feuilles de C. Angustifoliaa été macérée avec
100 ml d’éthanol/ méthanol a 70 % (70/30 : v/v) et eau, sous agitation magnétique continue pendant 72
heures et a température ambiante. Une filtration du macérat est ensuite réalisée. L’extraction a été

répétée jusqu’a épuisement (2fois) pour extraire le maximum de substances.
Le filtrat est alors évaporé a sec sous pression réduite a 1’aide d’un évaporateur rotatif

(rotavapor)puis porter dans 1I’étuve a40°C pour donner un extrait brut de macération.

Feuilles du Cassia angustifolia

(209)
Macération avec 100 ml
d’éthanol(2fois)Agitation
Filtration et évaporation(T°=40°C)
y
Extrait éthanolique Résidu

Agitation Filtration Evaporation

Figure 10. Photographie des étapes de préparation d’extrait éthanolique (photos originaux 2023)
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111.2.1.2. Rendement d’extraction
Le rendement (%) des extraits séchés évaporés a été calculé selon la formule : (Mahmoudietal.
2013)

[ R(%6)= Pext/Péch X100 }

Ou:
Pext est le poids de I’extrait aprés évaporation du solvant,
Péch est le poids sec de 1’échantillon végétal (Poudre initiale).

111.2.2.1. Dosage des poly-phénols totaux

e Principe de dosage

e Mode opératoire

Les poly-phénols ont été évalués par spectrophotométrie par la méthode deFolin-Cioclateu(Singleton et al.
1999), qui est un réactif jaune composé d’acide phosphotungstique(W024) et d’acide phosphomolybdique
(Mo0O2-4). Lorsque les poly-phénols sont oxydés, ils transforment le réactif Folin-Cioclateu en un complexe
bleu d’oxyde de tungsténe et de molybdene. Le taux d’oxydation des produits chimiques phénoliques influe

proportionnelle sur I’intensité de la coloration (Boizot et charpentier, 2006).
< Réactifs et extraits utilisés

>EE (1 mg/ml): (1mg extrait + 1 ml de méthanol).
>Folin-Ciocalteu dilué 10 fois: (1ml de folin-Ciocalteu + 9ml d’eau distillée).
>Un poly-phénol témoins: Acide gallique: (10mg + 10ml de méthanol).

> Carbonate de sodium (Na2CO3) (7.5mg/ml): (3.75 g + 500 ml de 1’eau distillé).

e Protocol de dosage

Le dosage de poly-phénols totaux dans notre extrait a été effectué par la méthode de Folin-
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Ciocalteu suivant le protocole décrit par (Li et al. 2007).

Dans un tube a essai ; introduire un volume de 1 ml de I’extrait (1 mg/ml) en solution est mélangé
avec 0,2 ml du réactif de Folin-Cioclateu (10 fois dilué avec de I’cau distillée). Agiter
vigoureusement puis, 4 minutes apres, ajouter 0.8 ml de solution de carbonate de sodium
(Na2CO3 : 7,5 %) et incuber a I’ombre et a la température ambiante pendant 2 heures. La lecture est
effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre a 760 nm.

L’acide gallique est utilisé comme standard. Une gamme d’étalonnage est préparée (0 a 0.1mg /ml)
a été preparée a partir d’une solution mére de 1mg/ml de concentration et ceci est réalisé dans les
mémes conditions que 1’extrait.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait sec (mg EAG/g

d’extrait).

111.2.2.2. Dosage des Flavonoides
e Principe de dosage

La méthode employée pour quantifier les flavonoides est la méthode du trichlorure
d'aluminium (AICI3), telle qu'elle a été décrite par (Bahorun et al. 1996). Cette technique repose
sur la formation d'un complexe de couleur jaune en raison de la chélation de I'ion Al+3 avec les
atomes d'oxygene situés sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. Par conséquent, l'intensité de la
teinte jaune génére est directement proportionnelle a la quantité de flavonoides présentes dans

I'extrait, comme rapporté par Ali-Rachedi et al. (2018).

Protocole de dosage :

Iml d’extrait (1mg/ml) ou standard est ajouté a Iml d’AlICI3 (2%). Le mélange est laissé réagir et
incuber a I’obscurité a la température ambiante pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm. La
concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la
quercétine (0-0,1 mg/ml)

Les concentrations en flavonoides totaux des extraits sont déterminées en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue a différentes concentrations de quercétine. Les résultats sont exprimés en mg
EAG/g d’extrait.

111.2.4. Evaluation des activités biologiques in vitro
111.2.4.1 Test de piégeage du radical libre DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)
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* Principe

Le DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre d'un violet intense, qui peut étre
stabilisé ou devenir un accepteur d'hydrogéne (Cavar et al., 2009). Lorsqu'il réagit avec des
substances antioxydantes (AH), le DPPH perd sa couleur d'origine, car ces substances lui transferent
des électrons ou des protons. La forme réduite du DPPH confere a la solution une couleur jaune
(Gadow et al., 1997). Le changement de couleur et l'intensité de la décoloration dépendent de la
nature, de la concentration et de la puissance des principes actifs présents (Kroyer, 2003 ; Es Safi et
al., 2007).

NoO,

—_—

VIOLET JAUNE

Figurell : réaction du DPPH avec I’antioxydant (Popovici et al.,2009)

Protocole :

Le pouvoir antiradicalaire a été évalué en utilisant la méthode décrite par Djeddi et al. (2015). Pour
préparer la solution de DPPH, 0,004 g de DPPH ont été dissous dans 100 ml d'éthanol. Ensuite, 100
pl de chaque echantillon ou du standard (acide ascorbique) a différentes concentrations ont été
ajoutés a 2 ml de la solution de DPPH. Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel
variaient de 0 a 25 mg/ml pour I'extrait éthanolique, tandis que celles de I'acide ascorbique étaient
comprises entre 0 et 0,25 mg/ml. Le mélange a eté laissé dans I'obscurité pendant 30 minutes, puis les
absorbances ont éeté réglées a une longueur d'onde de 517 nm.

Pour chaque dilution : le blanc est représenté par 1’éthanol et le contrdle est composé d’un

mélange de 2ml de la solution de DPPH avec 100 ml d’éthanol.
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Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres (I %) est calculé par la formule suivante :

1 % = [(AC — Ae) /AC] x 100

Ou:

I % : pourcentage d’inhibition.

A C : Absorbance du controle (solution de DPPH /méthanol en I’absence de 1’extrait) Ae :
Absorbance de 1’échantillon (solution de DPPH en présence de 1’extrait)

L’expérience a été répétée trois fois et les résultats ont été exprimés en valeurs des IC 50
(Concentration inhibitrice de 50 % des radicaux DPPH). Cette concentration a été calculée al’aide
d’un logiciel (GraphPAD®).

4.2.3. Etude de I’activité antimicrobienne a)Préparation des extraits
Les extraits sont préparées selon différentes concentrations (6mg, 10mg ,20mg) de 1’extrait des

feuilles, puis in volume de 1ml d’éthanol est ajouté dans chaque tube.

b)-Préparation des milieux de culture

Le milieu utilisé est celui de Muller Hinton, il est autoclavé pendant 20 min, ensuite coulé dans les
boite de Pétri.

c)-Préparation des suspensions bactériennes

La suspension bactérienne est resuspendue a ’aide d’une anse de platin dans un volume de 9ml
d’eau physiologique, la densité optique doit étre mesurée entre (0,08nm-0,1nm).Les souches
microbiennes utilisées sont : Escherichia coli, Bacillus cereus, klebsiella et pseudomonas

d)- mode opératoire

Apres solidification des milieux, dans une zone stérile autour du bec benzene 4 puits sont réalisés
dans chaque boite dont un puit est considéré comme témoin (T)et les 3 autres (C1, C2, C3)
représentent les différentes concentrations de I’extrait.

Les suspensions bactériennes sont ensemencées sur la surface du milieu a I’aide d’un écouvillon,
ensuite introduire dans le premier puits (T) qui est le témoin 50 pl de 1’éthanol et dans les trois
autres puits (C1, C2, C3) 50 pl de I’extrait a différentes concentrations (6bmg /ml, 10mg /ml
,20mg/ml) (Sait, 2012).

Les boites de Petri sont incubées a une température de 37°C pendant 24h.
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Figure 12 : image représentante 1’activité antibactérienne (photo originale 2023)

L’activité antibactérienne est évaluée en mesurant le diametre de la zone d’inhibition, qui est

représentée par une auréole formé autour de chaque puits ou aucune croissance bactérienne n’est

observée.
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IV.2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé a partir du poids de 1’extrait sec par rapport au poids de la
matiere végétale séche réduite en poudre.

Les résultats obtenus révelent un rendement de 39,4% pour I'extrait éthanolique de Cassia
angustifolia Vahl.
Tableau 2. Rendement, aspect et couleur d’extrait du c. angustifolia

Extrait sec Aspect Couleur Rendement %

Ethanolique (Macération) Pateux Noire verdatre 39,4%

IV.2.1. Détermination de la teneur en poly-phénols totaux

La détermination des phénols totaux a été effectuée au moyen d'une méthode spectrophotométrique
adaptée utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, avec I'acide gallique comme étalon. Les données obtenues
ont été exprimées en milligrammes d'équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait (ngeEAG/g), en se
référant a une courbe d'étalonnage (voir Figure 13).

La quantification des phénols totaux dans les extraits éthanoliques de C. angustifolia a été réalisée en
établissant une courbe standard en utilisant diverses concentrations d'acide gallique. L'équation de
régression linéaire résultante était la suivante : y = 17,254x - 0,0606, avec un coefficient de corrélation

R2 de 0,983 (consultez la Figure 13 pour plus de détails).
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Le dosage des polyphénols dans I’extrait éthanolique des feuilles de C. angustifoliaa montré une

quantité élevée en polyphénols. L’extrait éthanolique par macération est riche en polyphénols totaux et

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

contient une teneur de 51 mg EAG/qg.

VijayaSekhar et al., (2016) ont rapporté un taux en polyphénols de 52.10 mg EAG/g d’extrait sec, a la
suite de I’utilisation de méthanol comme solvant d’extraction et soxhlet comme méthode d’extraction.
Par ailleurs, Ahmed et al., (2016) ont révélé un taux en poly-phénols totaux de 2.328 mg EAG/g et
0.535 mg EAG/g dans I’extrait méthanolique et aqueux des graines de C. angustifolia respectivement.

Ces taux sont inférieurs a nos résultats indiquant que les feuilles sont plus riches en polyphénols que les

graines.

Cette variation des teneurs peut étre attribuée a une gamme de facteurs, y compris les procédures et les

circonstances d’extraction, les types de solvants utilisés, les facteurs ambiants, les doses de réactif et le

type de spectrophotometre utilisé (Medini et al., 2014)
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1VV.2.1. Détermination de la teneur en flavonoide

La quantité des flavonoides est rapporté en milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait
mg EAG/ g, et ceci sur la base des valeurs d’absorbance des solutions de 1’extrait éthanolique réalisée par

la méthode spectrophotométrique de trichlorure d’aluminium (AICI3) respectivement.

La gquantité totale de flavonoides a été déterminée en utilisant différentes concentrations grace a la courbe
d'étalonnage établie avec la quercétine. L'équation de régression linéaire correspondante est la suivante : y
=13,927x - 0,0168, avec un coefficient de corrélation Rz égal a 0,9989. La teneur en flavonoides de chaque

extrait est exprimée en milligrammes d'équivalent de quercétine par gramme d'extrait (voir la figure 14).

1.6
14 y = 13.927x - 0.0168
R? = 0.99V
g12
S
Q1
<
S 0.8
8 /
€ 0.6
38
= 0.4
o
So2 /
<™~ /
O n T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentration de la quercétine (mg/ml)

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine

L'extrait éthanolique obtenu par macération présente une teneur élevée en flavonoides totaux,

avec une concentration de 116 mg EAG/g.

De plus, une étude réalisée par Ahmed et ses collaborateurs en 2016 a mis en lumiére que la
concentration de flavonoides dans les graines de C. angustifolia était de 5,00 mg EQ/g dans I'extrait

méthanolique et de 1,29 mg QE /g dans I'extrait aqueux. Ces constatations suggerent que les
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feuilles contiennent une quantité plus élevée de flavonoides par rapport aux graines.

Selon les conclusions de I'enquéte menée par Laghari et al. (2011), le taux de flavonoides dans
les parties aériennes de C. angustifolia (obtenu par une méthode d'extraction par micro-ondes)
s'éléve a 28,15 mg EQ /g dans les fleurs et a 26,30 mg EQ/g dans les feuilles.

Cette variation des teneurs peut étre attribuée a une gamme de facteurs, y compris les procédures et
les circonstances d’extraction, les types de solvants utilisés, les facteurs ambiants, les doses de

réactif et le type de spectrophotometre utilise (Medini et al., 2014).

Tableau3 : Teneur en poly-phénols et en flavonoides d‘extraits de Cassia angustifolia Vahl
présenté avec le rendement obtenu.

L’extrait de plante
Cassia angustifolia Rendement (%)
Vahl

Teneur en poly-phénols Teneur en flavonoides
totaux (mg EAG/g E) (mg EQ/g E)

Extrait Ethanolique 39.4 % 51+ 0,019 116 = 0,004
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Figure 15: Histogramme de dosage des poly phénols et flavonoides totaux
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IV.3. Evaluation des activités biologiques in vitro

IV.3.1. Evaluation de P’activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante d’extrait éthanolique de C. angustifolia Vahl ainsi que 1’anti-oxydante

standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH ont été évaluées a I’aide d’un spectrophotometre

en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur

jaune mesurable a 517 nm.

Les résultats qui représentent les profils de I’activité anti-radicalaire obtenus pour la différente

concentration d’extrait des feuilles de cassia angustifolia sont enregistrés dans le tableau 3 suivant et sous

forme de courbe dans la figurel4ci-dessous.

Tableau4 : résultats de 1’activité anti-radicalaire obtenus pour les différents extraits des fleurs de

cassia angustifolia.

Numéro d Concentratio Absorbanc I (%
solution n €

(mg/ml) (nm)
1 12,5 0,261 72,46%
2 6,25 0,259 72,67%
3 3,125 0,486 48,73%
4 1,562 0,654 31,01%
5 0,781 0,757 20,14%
6 0,39 0,829 12,55%
7 0,195 0,868 8,43%
8 0,097 0,877 7,48%

DPPH= 0,86

Control = 0,948
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L'IC50 est un parametre frequemment employé pour évaluer I'activité antioxydante des échantillons. Cette
valeur est définie comme la concentration requise pour réduire de 50 % la concentration initiale du DPPH.

Une IC50 plus basse indique une activité antioxydante plus élevée (Rivero-Cruz et al., 2020).

Extrait éthanolique
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Figure 16 : profils de I’activité antiradicalaire de ’extrait éthanolique des feuilles de

C. angustifolia

Calcule &’1C50

v Taux d’IC50 des feuilles de cassia angustifolia
1C50= 3,097 mg/mi
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Acide ascorbique
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Figure 17 : profils de I’activité anti-radicalaire d’acide ascorbique des feuilles de

C. angustifolia

v Taux d’IC50 des feuilles de cassia angustifolia
1C50=0.068 mg/ml

Les résultats indiquent que I’extrait présente IC50 de 3.09 mg/ml qui correspond a une capacité de
piégeage tres forte par rapport a celle de le standard antioxydant acide ascorbique présente une activité

anti-oxydante élevée (IC50= 0.068mg/ml) .

Par contre, (Laghari et al., 2011) a montré que les extraits de feuilles de C. angustifolia présentent la
plus grande capacité de réduction de DPPH que le BHT de référence (IC50 = 4,2 mg/L pour I’extrait
méthanolique par méthode d’extraction soxhlet) et que les extraits de microonde montrent 1’activité anti-

oxydante plus élevée que le reste des extraits (soxhlet, sonication, macération, reflux).

Selon les conclusions de la recherche conduite par Laghari et al. (2016) portant sur les feuilles et les
fleurs de C. angustifolia et utilisant diverses technigques d'extraction, notamment I'extraction par micro-
ondes, il a été observé que le taux d'inhibition de 50% des radicaux libres s'élevait a 3,6 ug/ml pour les
feuilles et a 3,1 mg/L pour les fleurs. Ces résultats révélent que les fleurs présentent une activité anti-

DPPH supérieure a celle des feuilles.
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Une autre étude menée par Ahmed et al., (2016) a montré que la IC50 de Il'activité d'élimination des
radicaux libres de 1’extrait éthanolique (n’a pas précisé la partie étudiée) est de 2.41+£0.02 pg/ml (ug/g),
Ces etudes ont confirmé que C. angustifolia Vahl posséde une activité anti-oxydante due a la présence
des antioxydants dans la plante.

On peut conclue que la faible activité anti-oxydante de notre extrait due a la méthode utilisée en
extraction aqueuse traditionnelle (par macération) et son faible rendement notamment en ce qui
concerne le dosage des composés phénoliques et flavonoides, car la possibilité de perdre ces composés
lors de ce type d'extraction est élevée, en particulier ceux qui ont un réle dans I'activité anti-oxydante ; et
aussi il y a d’autre facteurs qui peuvent affecter le rendement de I'activité anti-oxydante, tels que la
qualité des feuilles de la plante peut étre médiocre, la photosynthése des feuilles insuffisante pour la
synthese de composeés antioxydants, le manque d'intensité lumineuse sur la plante, mauvaises conditions
agricoles ... etc.
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Figure 18 : Histogramme representant les IC50 pour 1’extrait ethanolique de C.angustifolia Vahl par

rapport a celle du standard antioxydant acide ascorbique.
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2) Evaluation de I’activité antibactérienne

Les diamétres des zones d’inhibition induite par les différentes concentrations des extraits
éthanoliques préparés a partir des feuilles de C. angustifolia testés sur la croissance des souches
bactériennes est reporté dans le tableau 5, les résultats est noté sur tableau est représenté par la figure
19. Nous avons représenté la résistance par le signe moins (-) dans le cas ou aucune zone

d’inhibition n’a été détectée, et par les chiffres dans le cas de détection de zone d’inhibition.

Tableaux 5 : diametre de la zone d’inhibition (en mm)induits par les différentes concentrations en
extraits testés sur les souches bactériennes

Les feuilles

6 mg/mi 10 mg/mi 20 mg/ml Ethanol
E.Coli 19 mm - - .
Bacillus cereus 15 mm 12mm - .

Klebsiella
) - 15 mm 14 mm
pneumoniae 20 mm

Pseudomonas i i 21 mm i
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Figurel9: résultat de I’activité antibactérienne (photo originale 2023)

Dans la présente étude, 1’efficacité antimicrobienne de 1’extrait brut de C. angustifolia a été évaluée
quantitativement en fonction de la zone d’inhibition. Les extraits des feuilles de C.
angustifolia présentaient ~ des  effets inhibiteurs  variables contre toutes les

souches pathogenes testées (tableau 5; Figure 19).

L’extrait éthanolique par (macération) a montré une activité antibactérienne modérée pour une
bactérie a Gram positive (+) Bacillus cereus a une concentration de 6mg/ml) (15mm) et (10mg/ml)

(12mm), et n’a montré aucun effet a ma concentration de 20mg/ml).
Et pour une bactérie Gram négative (-) klebsiella pnemoniae, il a montré une activité
antibactérienne dans les concentrations de 10mg/ml et 20mg/ml avec des zones d’inhibition de

(15mm) et (20mm) respectivement et n’a montré aucun effet a la concentration de 6mg/ml.
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Pour une bactérie Gram (-) E. Coli, il a montré une activité antibactérienne pour la concentration

(6mg/ml) (19mm) et n’a montré aucun effet sur les concentrations (10mg/ml), (20mg/ml).

Pour une bactérie a Gram(-) pseudomonas, il a montré une activité antibactérienne pour la
concentration (20mg/ml) (2lmm) et n’a montré aucun effet sur les concentrations (6mg/ml) et

10mg/ml).

Il a également été signalé que ’extrait éthanolique (macération) de C. angustifolia présentait un
potentiel antibactérien maximal contre pseudomonas (Gram-) et klebsiella pnemoniae (Gram-)

avec des zones d’inhibition de 21mm et 20 mm, respectivement.

Cependant, il est important de noter que I'efficacité des extraits de feuilles de Cassia angustifolia
dans l'inhibition de la croissance bactérienne dépend de divers facteurs tels que le solvant et la
méthode d'extraction utilisés, ainsi que des souches bactériennes spécifiques testées (Falleh et al.,
2021).

Effectivement, la disparité de sensibilité observée entre les bactéries Gram positif et Gram négatif
peut étre expliquée par les variations morphologiques entre ces micro-organismes, notamment en

termes de perméabilité de leur paroi cellulaire (Bereksi et al., 2018).

Selon les conclusions d'une étude menée par Ahmed et al. en 2016, I'extrait de méthanol provenant
de C. angustifolia a démontré une activité antimicrobienne remarquable, avec un large spectre
d'efficacité contre diverses souches bactériennes pathogénes. Les chercheurs ont attribué cette
activité bactéricide a la présence de flavonoides présents dans l'extrait de méthanol. Ils ont
également observé que les extraits de méthanol et d'éthanol de C. angustifolia présentent une
activité significative contre des bactéries telles que E. coli, Klebsiella pneumoniae et Shigella
shinga..(Ahmed et al., 2016).
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Conclusion

Ce projet a été réalisé dans le but d'évaluer l'activité antioxydante et antimicrobienne de I'extrait
éthanolique et de I'extrait obtenu par décoction de la partie aérienne de C. angustifolia, une plante de la
famille des Caesalpinaceae. Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés
protectrices a long terme.

Une analyse quantitative de I’extrait éthanolique de la plante révéle que 1’extrait des feuilles de Cassia
angustifoliaVahl contient une concentration élevée de poly-phénols(51 = 0.019 mg EAG /g d’extrait) et
flavonoides (116 + 0.004 mg EQ /g d’extrait).

L'activité anti-oxydante de I'extrait éthanolique de Cassia angustifoliaVahla été évaluée en utilisant le
test de réduction du radical libre DPPH. Les résultats indiquent que I'extrait éthanolique présente une
capacité significative de piégeage du DPPH (IC50 = 3,09 mg/ml) par rapport a l'acide ascorbique
standard (IC50 = 0,068 mg/ml).

Nos résultats ont révélé que I’extrait de Cassia angustifolia ont montré une activité antibactérienne.

D'apres nos conclusions, il est évident que les feuilles de C. angustifolia constituent une source naturelle
d'agents antioxydants et ont le potentiel d'étre utilisé comme traitement préventif contre le stress

oxydatif.

Notre étude a mis en évidence le r6le prépondérant des antioxydants présents dans Cassia angustifolia,
tels que les poly-phénols et les flavonoides, dans Il'inhibition de I'activité bactérienne. Ces résultats
s'appuient sur les données rapportées dans différentes études antérieures ou récentes. Nous avons
constaté que cette inhibition est directement liée a la durée d'exposition et a la concentration de I'extrait
polyphénolique, ainsi qu'a la partie de la plante étudiée (les feuilles). Cette corrélation peut étre attribuée

a I'abondance de poly-phénols et de flavonoides présents dans cette plante.
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Perspectives :
A la lumiére de ces résultats, il serait intéressant dans le futur de :

+ Rechercher et d'élaborer des méthodes d'extraction modernes afin d'extraire spécifiquement les
poly-phénols, permettant ainsi d'obtenir des rendements plus éleves et de les comparer aux

rendements obtenus par les méthodes traditionnelles.
+ D’évaluer l'activité antioxydante des extraits par d'autres méthodes telles que TRAP (Total

Radical - trappingAntioxidantParameter ) et ORAC ( Oxygen Radical Absorbance Capaci).
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Annexes

Annexel

Mueller Hinton Agar

Application

Le bouillon Mueller-Hinton est un milieu liquide nutritif utilisé pour 1’étude de la sensibilité des
bactéries aérobies et anaérobies facultatives vis a vis des agents antimicrobiens. Il est utilisé
comme milieu de culture pour réaliser la technique d’antibiogramme en méthode de dilution ou
bien comme milieu de base pour préparer tout inoculum bactérien.

Mueller Hinton Agar est maintenant utilisé comme milieu d’essai pour les tests de sensibilité aux
antimicrobiens. Mueller Hinton Agar est recommandé pour la diffusion d’agents antimicrobiens

imprégnés sur disque de papier a travers un gel d’agar.

Composition du milieu Mueller-Hinton
Extrait de viande de beeuf : 2.0g

Peptone de caséine : 17.5¢

Amidon de mais : 1.5g

Agar : 17.0g

pH: 7.4



Annexe 2

Matériels utilisés pendant la partie pratique.

Tubes & essali
Fioles

Bec benzéne
Boites pétries
Becher
Erlenmeyer
Embouts

Cuve de spectrophotometre
Micropipettes
Papier absorbant
Papier absorbant
Papier aluminium
Para film

Papier wattman
Les écouvillons
Lance de platine
Verre de montre
Les tubes a vis

Les eppendorfs

Annexes



Annexes 3

Bacillus cereus :

Est une bactérie a gram positif
anaérobie facultative produisant
des toxines que 1’on trouve dans
I’environnement et peuvent
contaminer les aliments. 1l
provoque souvent des maladies
intestinales avec des nausees, des
vomissements et de la diarrhée.
Cependant, elle a été associée a
des infections graves chez les
hotes immunodéprimés et peut
causer une septicémie ainsi
qu’une endophtalmie, ce qui peut
entrainer une perte de vision.
(McDowell et al., 2022)

Bacille
Gram

positif

Escherichia coli :

C'est un commensal de I'intestin
de I'nomme et des animaux
représentant l'espéce aérobie
quantitativement la plus
importante de la flore digestive.
Mais c'est aussi le premier germe
responsable d'infections
communautaires et nosocomiales.
Les infections a E. coli sont de
deux types : infections intestinales
a type de diarrhées et infections
extra-intestinales (infections
urinaires, bactériemies et
méningites).(Denis et al., 2016)

Gram

négatif
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Résumé:

Cassia angustifolia fait partie des plantes médicinales, elle est utilisée a des fins thérapeutiques, tout au
long de la partie pratique nous avons réalisé une méthode de macération, commengant par une
extraction des polyphénols en utilisant I'éthanol comme solvant par méthode de macération. La teneur
en polyphénols totaux et a été réalisée a I'aide du réactif de Folin-Ciocalteu. Les niveaux les plus élevés
de polyphénols 51mg GAE/g ont été enregistrés dans I'extrait éthanolique par macération. Les
flavonoides ont été évalués par la méthode du trichlorure d'aluminium (AICI3), leur teneur est de 116
mg EQ/g.

L'effet antimicrobien des extraits a été évalué par la méthode des puits en milieu gélifié. Ces extraits
ont ensuite été évalues par le potentiel antioxydant (TAC). Nos résultats ont montré que l'extrait
éthanolique inhibait la croissance microbienne de E. Coli et S. aureus, il a également une activité
antioxydante tres élevée (TAC). Lors de I'évaluation de l'activité antioxydante, le taux d'inhibition le
plus élevé a été rapporté dans I'extrait éthanolique par macération avec un CI50 égal a 3,09 mg/ml.

Mots-clés : antimicrobien, Cassia angustifolia, ,activitéantioxydante, extrait polyphénolique,
polyphénols, flavonoides.

. Abstract:

Cassia angustifolia is one of the medicinal plants, it is used for therapeutic objects, throughout the
practical part we have carried out a method of maceration, starting with an extraction of polyphenols
using ethanol as a solvent by method of maceration. The content of total polyphenols and was using
the Folin-Ciocalteu reagent. The highest levels of polyphenol 51mg GAE/g were recorded in the
ethanolic extract by maceration. Flavonoids were evaluated using the aluminum trichloride (AICI3)
method, their content is 116 mg EQ/g.

The antimicrobial effect of the extracts was evaluated by the method of wells in gelled medium.
These extracts were then evaluated by the antioxidant potential (TAC). Our results showed that the
ethanolic extract inhibited the microbial growth of E. Coli and S. aureus, it also has very high
antioxidant activity (TAC). During the evaluation of the antioxidant activity the highest rate of
inhibition was reported in the ethanolic extract by maceration with an CI50 equal to 3.09mg/ml.

Keywords: antimicrobial, Cassia angustifolia,antioxidant activity, polyphenolic  extract,
polyphenols, flavonoids.
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