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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction. Phenolic compounds or polyphenols have anti-radical properties and Received 03 Eeb 2023

fight against cellular aging. This work consists in assaying these compounds obtained  Accepted 24 Mar 2023
by ultrasound and reflux from the leaves of Phlomis, followed by an evaluation of the
antioxidant and antibacterial activities on n-butanol, chloroform and ethyl acetate
fractions. Results. The n-butanol extract (reflux) gives the best contents of total
phenolic compounds (Ttec= 15.96 + 0.09 ug Eq. Catechin / mg of extract), The acetate
ethyl extract (reflux) gives the best contents of total flavonoids (TtrL = 33.98 + 4.98 ug
Eq. Rutin / mg of extract), and the chloroform extract (reflux) is richer on condensed
tannins (Tten= 757,67 = 14,32 ug Eq. Catechin / mg of extract). The antibacterial
activity of the extracts was slightly positive against Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus. On the other hand, no antibacterial activity was observed
against strains of Escherichia coli. The chloroform and n-butanol (reflux) extracts
showed a strong ability to scavenge the DPPH radical comparable to that of ascorbic
acid (IC50 chioroform Ext. = 79.99 + 1.48 ug/ml; IC50 n-sutanol Ext. = 94.96 + 1.70 ug/ml and
IC50 Ethyi Acetate Ext. = 588.68 = 10.88 ug/ml versus IC50vitc = 55.26 + 1.01 ug/ml).
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INTRODUCTION d’Algérie de Quezel et Santa (1963) a servi pour la confirmation
de I'identité @, Les feuilles (500 grammes) sont mises & sécher
pendant quelques semaines en couche mince, a l'ombre, a
température ambiante, dans un endroit sec et aéré jusqu’a
dessiccation compléte. Elles sont conservées dans des sacs en
papier a I'abri de la lumiére, de I’humidité et de la poussiere
jusqu'a utilisation G

Le genre Phlomis est largement utilisé dans le bassin
méditerranéen pour ses nombreuses vertues thérapeutiques.
Cette étude a pour objectifs une étude phytochimique et une
évaluation des activités antioxydantes et antibactériennes des
extraits de feuilles d’'une espéce répandue dans la région de Chlef
dans I'ouest d’Algérie : Phlomis crinita Cav™®.

1.2. Méthodes
1.2.1. Screening phytochimique

1. MATERIELS ET METHODES Il est réalisé sur les phases aqueuses ou organiques par des
réactions usuelles en se référant aux, Bruneton 2016, Faugeras G

1.1. Matériel végétal : Les feuilles sont récoltées en mois de 1965 ainsi qu’aux travaux de Ahmed T et al. 2013, Bhandary SK
janvier 2018 dans la région de Oued El Fodda de la commune de et al 2012, Dialla D 2000 et Tiwari P et al 2011.

Beni Rached dans la wilaya de Chlef a 830 metres d'altitude  chaque réaction a été comparée a un témoin, et les résultats
(Latitude : 367 16" 50.19"N - Longitude : 1° 30" 57.70"E). La flore  sont exprimés comme suit : Réaction franchement positive : (++),
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Réaction positive : (+), Réaction d’interprétation difficile : (%),
Réaction négative : (-) *®7),

Les feuilles de Phlomis crinita ont été séchées pendant quelques
semaines en couche mince, a 'ombre, a température ambiante,
dans un endroit sec et aéré jusqu’a dessiccation compléte, puis
broyer a I'aide d’un mortier jusqu'a obtention d’une poudre, qui
a été extraite par deux méthodes d’extraction, une traditionnelle
a reflux et I"autre moderne par ultrason ©7),

Cing (05) grammes de matiere végétale sont extraits par le
mélange : méthanol - eau (70/30, V/V) pendant (01) heure.
Aprés filtration et évaporation a sec, la solution est laissée
macérer dans I'eau distillée pendant 24h 7,

Dans une ampoule a décanter on procede a une délipidation au
n-hexane et a des extractions successives par des solvants de
polarité croissante au chloroforme, acétate d’éthyle et au n-
butanol, avec des volumes de 3 x 50 ml pour chaque solvant. Les
(03) extraits sont évaporés a sec a 44° puis pesés et repris dans
le méthanol. 57,

Calcul du rendement :il est déterminé par le rapport suivant: R
(%) = P1 - P2/ P3x 100; (R: Rendement ; P1 : poids du ballon
apres évaporation ; P2 : poids du ballon avant évaporation. ; P3 :
poids de la matiere végétale de départ).

1.2.2. Dosage des composés phénoliques totaux (CPT) :

La méthode de dosage des CPT est celle de Folin-Ciocalteu
développée par Singleton et al. 19,

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et phosphomolybdique
(H3PM012040). Il est réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de tungstéene(W8023) et de molybdéne
(Mo8023). Cette coloration bleue dont [lintensité est
proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents
dans le milieu donne un maximum d’absorption a 765nm 20,

Le mode opératoire consiste a prendre un volume de 200 ul de
I’extrait, et ajouter un volume de 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu
(dilué dix fois). Aprés 4 minutes, verser un volume de 800 pl de
Carbonate de sodium (Na2CO3) (7.5%) sur la solution. Placer les
tubes dans |'obscurité. Aprés deux heures de temps, lire les

résultats sur spectrophotometre a 765 nm (Catalano et al., 1999)
(9,10)

La concentration des CPT est calculée a partir de I'équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard
catéchine (0-100 pg/ml) et exprimée en microgrammes
d’équivalents de catéchine par microgramme d’extrait (ug
EC/mg) ®10),

1.2.3. Dosage des flavonoides totaux (FLT)

Les flavonoides totaux ont été quantifiés par la méthode du
trichlorure d’aluminium (AICI3) ®V, La technique est basée sur la
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formation d’'un complexe flavonoide-aluminium qui a une
absorption maximale & 430 nm 1),

Mode opératoire : 1ml de chaque extrait est ajouté a 1ml d’une
solution d’AICI3 2 %. Apres 10 minutes de réaction a I'obscurité,
I’'absorbance est lue a 430nm. (Lamaison et Carnat (1991) cité par
Bahorun (1997) @19,

Expression des résultats : La concentration des flavonoides
totaux est calculée a partir de I'équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon rutine (0-
40ug/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents de rutine
par microgramme d’extrait (ug ER/mg) &),

1.2.4. Dosage des tanins condensés (TNC)

Le dosage des tanins condensés est réalisé selon la méthode a la
vanilline @13,

Principe : Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline
a réagir avec les unités des tanins condensés en milieu acide pour
produire un complexe coloré (ion carbonium coloré en rouge)
mesuré & 500 nm 12,

Mode opératoire : 400 pl de chaque extrait, sont ajoutés a 3 ml
d’une solution méthanolique a 4% de vanilline, ensuite on ajoute
1.5 ml d’acide chlorhydrique concentré. Apres 15 mn de réaction
a I'abri de la lumiére, I'absorbance est lue a 550 nm (Heimler et
al. 2006) ®12),

Expression des résultats : La concentration des tanins condensés
est calculée a partir de I'équation de régression de la gamme
d’étalonnage, établie avec le standard étalon catéchine (O-
300ug/ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents de
catéchine par microgramme d’extrait (ug EC/mg) 12,

1.3. Screening pharmacologique
1.3.1. Etude de l'activité antioxydante :

L’activité antioxydante obtenue avec le solvant (méthanol-eau)
(par reflux et a été testée par la méthode de DPPH (2,2diphényl-
1-picrylhydrazyl). (Molyneux P, 2006) (1314,

Principe : Le DPPH est un radical libre stable possédant une
coloration violet foncé qui devient jaune pale lorsqu’il est réduit
(en présence d’un antioxydant) 1213,

Mode opératoire : Préparation de la solution de DPPH : Le DPPH
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (C15H12N506 ; Mr 394,33), est
solubilisé dans le méthanol absolu pour avoir une solution de
0,004 % (stable 48h a I'obscurité et a +4°C) (1314,

Préparation des extraits a tester : Pour chacun des 2 extraits une
gamme de dilution est préparée a partir de la solution mére
(obtenue aprés évaporation) 1314,

Essai au DPPH : Dans des tubes secs, on introduit 1 ml de chaque
dilution, plus 1 ml de solution méthanolique DPPH a 0,004%,
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ensuite on agite par un vortex. Les tubes sont placés dans
I'obscurité, a température ambiante pendant 30 min.

La lecture est effectuée par la mesure de I'absorbance a 517nm
par un spectrophotométre. Un blanc (contréle négatif) est
préparé ; il est composé de 1 ml de méthanol et de 1 ml de DPPH
(0,004%).

Pour chaque dilution on réalise I'opération trois fois (34,

Expression des résultats : Pour obtenir la concentration efficace
qui réduit la concentration initiale de DPPH de 50%, les résultats
sont exprimés en activité antioxydante. &L’activité antioxydante,
qui exprime la capacité de piéger le radical libre, est estimée par
le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le
méthanol: AA (%) = (AO-A /AO) x 100; (AA=Lactivité
antioxydante (%); AO= La densité optique du blanc; A= La
densité optique de I'extrait dilué). Les résultats sont ensuite
portés sur la courbe AA = f (concentration de I"extrait) >4,

La valeur IC50, est définie comme étant la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de I'activité de DPPH et est
déterminée graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés ; pourcentages d'inhibition en fonction de
différentes dilutions des extraits testés. Cette valeur est
comparée avec celle de I'acide ascorbique testé dans les mémes
conditions (gamme de 25-750ug/ml) (1314,

1.3.2. Etude de lactivité antibactérienne

C’est une évaluation qualitative in vitro de I'action des extraits de
feuilles de Phlomis crinita L ; sur des souches sélectionnées en
fonction de leur disponibilité et leur pathogénicité (infections
nosocomiales). Il s’agit des souches jeunes de « I’American Type
Culture Collection » (ATCC) [Staphylococcus aureus (ATCC
25923); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Escherichia
coli (ATCC 25922)] 118) ;

Ré-isolement des souches ATCC : par prélevement des colonies
les plus apparentes des boites d’ATCC a I'aide de pipette Pasteur
préalablement stérilisée par la flamme bleue du bec bunsen ;
puis ensemencement des colonies prélevées sur une gélose
nutritive, par déconcentration a I'aide de la technique des quatre
cadrons. Les boites sont mises a I’étuve a 37°C pour une durée de
24h(15,16) .

Réalisation de I'antibiogramme : a partir des souches réisolées,
prélever a I'aide d’une pipette Pasteur stérilisée a la flamme
bleue du bec bunsen, les colonies les plus individualisées et les
incorporer dans de lI'eau physiologique, la turbidité de cette
suspension est ajustée a 0,5 Mc Ferland. Imbiber un écouvillon
stérile par la suspension bactérienne, puis essorer contre la paroi
du tube afin d’éliminer I'excés de suspension, puis ensemencer
des géloses Muller Hinton, par stries serrés, en tournant la boite
et I'écouvillon de 60° trois fois, et en finissant par ensemencer la
paroi de la boite de pétrie. Les boites sont mises de c6té, pres du
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bec bunsen, en attendant la préparation des disques
d’antibiogramme (disques de cellulose de 6 mm de diametre qui
ont été découpés sur du papier Wattman n°1) . Imprégner les
disques par I'extrait de Phlomis afin de les déposer sur la gélose
de milieu de culture. Apres quelques secondes de contact,
disposer le disque au milieu des boites de pétrie par une pince
stérilisée a la flamme bleue du bec bunsen. Les boites sont mises
a I'étuve, pendant 24 heures, a une température de 37°C (1519),

2. RESULTATS

2.1. Rendement extractif

Les masses des résidus secs obtenus aprés extraction sont
respectivement 0,364 + 0,001 gr pour le reflux (R) et 0,153 +
0,001 gr pour l'ultrason (U). L’extraction donc par reflux (7,27 +
0,01 %) a donné un meilleur rendement que celui obtenu par
I"'ultrason (3,06 + 0,01 %).

2.2. Screening chimique

Les résultats sont représentés dans le tableau 1.

Tableau 1. Résultats du screening phytochimique

Classe Chimique Extrait Résultat
Macérat
Alcaloides I . (-)
Milieu acide
Composés
mPo; Infusé (20 %) (++)
Phénoliques
. . Alcalins (+)
Flavonoides Ethanolique
AICI3 (++)
FeClI3 (+)
X , Gélatine (++)
Tanins Infusé (20 %) -
Stiasny (+)
T. Hydrolysables (+)
Anthocyanes Infusé (20 %) (-)
Coumarines Ethanolique ()

Anthraquinones

Teinture a 3%

()

Saponosides

Décocté a 1%

(++)

Hétérosides
cardiotoniques

Chloroformique

()

Acide Aminé

. Aqueux Biuret (-)
Protéine
Sucre (Molish) Aqueux (-)
Sucre réducteur Aqueux ()

Désoxy sucre

Chloroformique

avec le

2.3. Teneur en composés phénoliques totaux (CPT) : La courbe
d’étalonnage obtenue
représentée dans la figure 3 et le tableau 2 ®10):

standard
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Figure .3 : Courbe d’étalonnage de la catéchine (CPT).

L’extrait n-butanolique (reflux) renferme une teneur plus importante en
CPT comparé aux autres extraits. Les extraits obtenus par ultrason ont
donné des valeurs insignifiantes.

Tab .2 : Teneur en Composés Phénoliques totaux
(Folin — Ciocalteu, ug Eqg. Catéchine / mg d’extrait)

Extrait

Concentration en ug d’Eq.C/mg d’extrait

Chloroformique (R)
Acétate d’éthyle (R)

6.26 £1.04
0.19 +£0.02

15.96 £ 0.09
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Les extraits d’acétate éthylique (reflux) et Chloroformique
(ultrason) renferment les teneurs en flavonoides les plus élevées.

2.5. Teneur en tanins condensés: La courbe d’étalonnage
obtenue avec le standard catéchine est représentée dans la
figure 5 et le tableau 4 12

0,400
£ gy |- Y=0R0SEH003
g a—pg
I fi-={.947
" 00 |
.
::.-'-h,.tlfl f
£ 0009
3 0 X0 400 600 ] 1000
-

Figure 5. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des
tanins condensés.

L'extrait chloroformique (reflux) est plus riche en tanins
condensés suivi de I'extrait n-butanolique (reflux). L’extrait
acétate éthylique (ultrason) semble plus riche en TNC que celui

N-butanolique (R)

2.4. Teneur en Flavonoides totaux (FLT) : La courbe d’étalonnage
obtenue avec le standard rutine est représentée dans la figure 4
et le tableau 3. 17:18)

Bt

= 0,0345 + 0,025

R 19074

obtenu par reflux 12,

Tab.4 : Teneur en tanins condensés (Vanilline, ug Eq. Catéchine / mg

d’extrait)

Extrait

Concentration en pg d’Eq. Catéchine/mg
d’extrait

Chloroformique (R)
Acétate d’éthyle (R)

N-butanolique (R)
Chloroformique (U)
Acétate d’éthyle (U)

757,67 £ 14,32
28,61+ 1,65
326,98 + 12,39
48,10 + 12,40
291,85 + 14,29

(=1
of

[ ==
=1

Abszorbance h 430 nm
=] C
ir

Ll 30 40 50

Figure 4. Courbe d’étalonnage de la rutine (FLT).

Tableau 3. Teneur en Flavonoides (ug/ml) (AICI3, ug Eq. Rutine / mg

d’extrait)
Extrait Concentration e'n p.gc.i Eq. Rutine/mg
d’extrait
Chloroformique (R) 3.92+8.63
Acétate d’éthyle (R) 33.98 +4.98
N-butanolique (R) 2.89+0.58
Chloroformique (U) 26.03+7.85
Acétate d’éthyle (U) 3.92+8.63

2.6. Screening pharmacologique

2.6.1. Activité antioxydante : Les résultats sont représentés dans
la figure 6.

Les différents extraits présentent une forte capacité a piéger le
radical DPPH avec des valeurs de la IC50 allant de 79,99 + 1,48 ug
/mla 588,68 +10,88 ug/ml. Lateneur en CPT laisse supposer que
d’autres composés de nature phénolique présents dans le
Phlomis sont responsables de cette activité (1929,

2.6.2. Activité antimicrobienne :

Les extraits chloroformique et n-butanolique et d’acétate
d’éthylique ont légérement inhibé la croissance des souches de
pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Par contre aucune activité antibactérienne n’a été
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observée vis-g-vis des souches d’Escherichia coli (ATCC 25922)
(20)

Concentration inhibitrice IC50
(ng/ml)

700
600
500
400
300
200
100

588,68

55,26 94,96

79,99

Acide
ascorbique

Chloroformique Acétate d'éthyle N-butanolique

Figure.6 : Les concentrations inhibitrices IC 50 des différents extraits
(ug/ml)

3. DISCUSSION

L'extraction par reflux a donné un meilleur rendement par
rapport a l'ultrason ; ceci pourrait étre expliquer par la durée de
contact entre solvant extractif et matiéere végétale qui est plus
longue dans le premier cas Y.

Le criblage phytochimique a démontré la présence des composés
phénoliques (totaux, flavonoides, tanins) et des saponosides, par
contre les alcaloides et les hétérosides cardiotoniques sont
absents (19),

Les extraits obtenus a partir des feuilles renferment une quantité
notable en composés phénoliques flavonoides, tanins,
saponosides et sucres réducteurs avec des teneurs qui varient en
fonction des deux méthodes d’extraction (reflux et ultrason) et
du choix du solvant, ce qui correspond aux résultats des travaux
de Limem-Ben Amor | et al (2009) 2.

L’étude des propriétés antibactériennes des extraits a révélé une
légere activité sur quelques souches pathogénes comme P.
aeruginosa et S. aureus. Par contre elle s’avere complétement
négative sur E. coli. Ceci pourrait étre attribuée a la présence
d'une membrane externe, qui possédait des chaines de
polysaccharides hydrophiles qui agissent comme barriere aux
composes polyphénoliques ; alors que la membrane cellulaire
des bactéries Gram (+) contient des mucopolysaccharides, des
protéines et une quantité moindre de phospholipides. Ainsi, la
perméabilité, l'entrée et la réaction de la plupart des
antibiotiques et agents antimicrobiens a travers |'enveloppe
cellulaire (la membrane externe et cytoplasmique) sont tres
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efficaces contre les bactéries Gram (+) en fonction de la réaction
avec la couche protéique (mucopolysaccharides ou
peptidoglycanes) 223,

L’étude des propriétés antioxydantes a révélé une activité trés
significative de tous les extraits (chloroformique, n-butanolique,
acétate - éthylique) avec des valeurs de IC50 comparables a celle
de I'acide ascorbique ; ces résultats se rapprochent de ceux de
Limem-Ben Amor |. et al ; 2009 et Ramili. | ; 2013 (2425,

Il serait intéressant de compléter ce travail par des études de
toxicité in vivo et in vitro, et de déterminer la structure chimique
des substances bioactives a |'origine des activités des extraits.
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