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Résumé : Diverses activités biologiques sont attribuées aux extraits naturels des plantes contenant une variété de
composés phénoliques. Le but du travail est de valoriser le pouvoir antioxydant et antimicrobien des extraits
polyphénoliques et flavonoiques de la partie aérienne d’Echium vulgare. Pour ce faire, nous avons réalisé¢ un
screening phytochimique et une évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion dans un
milieu solide. L’activité antioxydante de I’extrait de la partie aériénne a été évaluée par le test diphenyl-picryl-
hydrazyl (DPPH). Le screening pytochimique a révélé une forte teneur en tanins totaux, flavonoides, mucilages
et saponosides. Les résultats ont montré aussi un effet antioxydant important proche de celui de ’acide
ascorbique (p > 0.05), soit une IC50 de 0,347 +0,025 mg/ml. Les résultats du pouvoir antimicrobien montrent
que les extraits polyphénoliques exercent une forte activité sur Candida albicansavec une zone d’inhibition de
41 mm. Les souches E. coli et P. aeruginosaont montré une sensibilit¢ moindre aux polyphénols et aux
flavonoides, soit respectivement un diameétre d’inhibition compris entre 23 et 16 mm. Par contre K.
pneumoniaes’est montrée résistante. Ces résultats montrent I’importance de valoriser les extraits de la partie
aérienne de la plante d’Echium vulgare dans le traitement des infections microbiennes.

Mots clés : activité antimicrobienne, activité antioxydante, Echium vulgare, flavonoides, polyphénols.

Valorization of polyphenolic and flavonoic extracts from the aerial part of Echium vulgare

Abstract: Various biological activities are attributed to natural plant extracts containing a variety of phenolic
compounds. The aim of the work is to evaluate the antimicrobial potency of polyphenolic and flavonoid extracts
of the aerial part of Echium vulgare. For this, we carried out a phytochemical screening and an evaluation of the
antimicrobial activity by the diffusion method in a solid medium. Pytochemical screening revealed a high
content of total tannins, flavonoids, mucilags and saponosids. The results of the antimicrobial power show that
the polyphenol extracts exert a strong activity on Candida albicans with a zone of inhibition of 41 mm. The E.
coli and P. aeruginosa strains showed less sensitivity to polyphenols and flavonoids , with an inhibition diameter
of between 23 and 16 mm, respectively. The other hand, K. pneumoniae was resistant. These results showed the
importance of valuing the extracts of the aerial part of the Echium vulgare in the treatment of microbial
infection.

Key words: antimicrobial activity, antioxidant activity, Echium vulgare, flavonoids, polyphenols.

laquelle on part de la plante vers le
principe actif [1].

Actuellement, plusieurs questions sont
soulevées concernant la sécurit¢ des
produits chimiques synthétiques utilisés en
médecine ou dans I’industrie alimentaire.

Introduction

La majorit¢ des médicaments actuels, sont
d'origine végétale ou fabriqués a partir de
leurs modeles. La médecine par les plantes
est donc devenue une grande science, dans
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En effet, les antioxydants de synthése se
sont  avérés  responsables  d’effets
indésirables, et 1’usage excessif d’agents
antimicrobiens  chimiques dans la
médication humaine conduit a ’apparition
de souches résistantes [2].

Cependant, en tant que  source
médicamenteuse les plantes restent encore
sous exploitées surtout dans le domaine de
la microbiologie médicale [3].
L’évaluation des propriétés
phytothérapeutiques demeure une tache
trés intéressante et utile, en particulier pour
les plantes d’une utilisation rare ou moins
fréquentes ou non connues dans la
médecine. Ces derniéres représentent une
nouvelle source de composés actifs [4], et
leur valorisation passe inévitablement par
des screenings phytochimiques, et I’étude de
leur caracteristique physicochimique. Parmi
ces plantes, 1’Echiumvulgare semble avoir
un effet antioxydant et antimicrobien [5],
cytotoxique vis-a-vis des globules rouges
[6] et anti-tumorale [7]. De plus, en
médecine traditionnelle les racines sont
utilisées pour le traitement des fissures des
mains, ainsi que pour la cicatrisation des
plaies a l'instar de l'allantoine [8], les
sommités fleuries et les feuilles sont prises
sous forme d'infusion pour bénéficier de
leurs propriétés astringentes, émollientes,
expectorantes, sudoriféres et prévenir les
bronchites et la grippe [9].

Il a semblé donc intéressant d’inscrire ce
travail dans ce contexte de recherche, afin
de mieux valoriser I'usage de cette plante
en Algérie. Le but principal de cette étude
est I'évaluation de ’activité antioxydante et
antimicrobienne de I’extrait
polyphénolique et flavonoique.

I.- Matériel et méthodes

I.1.- Matériel végétal
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Le matériel végétal est constitué¢ de
I’extrait polyphénolique et flavonoiques de
la partie aérienne
récoltée en mars 2016 dans la région de
Boumerdes (Algérie). La partie aérienne
est séchée a 1’ombre, puis broyée pour
donner une poudre a partir de laquelle
I’extrait polyphénoliqueet flavonoiques ont
¢été obtenus.

d’Echium vulgare,

I.2.- Caractérisation phytochimique

Les tests phytochimiques réalisés soit sur
la poudre, soit sur I’infusé a 10 %, ont pour
objectif de rechercher les substances
bioactives (métabolites primaires ou
secondaires) synthétisées par cette plante.
Les méthodes de caractérisation utilisées
dérivent de celles décrites par [10,11].

I.3.- Extraction et dosage des
polyphénols totaux

Selon la méthode adoptée, décrite par [12],
une prise d’essai de 5 g de poudre de la
partie aérienne d’Echium vulgare a ¢été
mise en macération dans 100 ml de
méthanol 85% sous agitation magnétique
pendant 72 heures. L’extrait a ensuite été
stocké a 4°C durant 24 h, puis filtré. Le
solvant a été évaporé a sec sous pression
réduite a 70°C a l’aide d’un évaporateur
rotatif (Biichi R- 461). Le rendement de
I’extraction est calculé en pourcentage du
rapport de la masse de I’extrait obtenu (m -
m0) sur la masse totale (m7) de la poudre
végétale utilisée, selon la formule
suivante :

R% = (m—m0) X100 / mT

La teneur en phénols totaux des extraits a
été déterminée par la méthode de Folin—
Ciocalteu, mélange de complexe d’acide
phosphotungstique (H;PW,04) et d’acide
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phospho-molybdique (H3PMo0;,049) de
couleur jaune, décrite par [13].

Le test en question, consiste a mélanger
une quantité de 0,5 ml de Dextrait a
différentes concentrations avec Iml du
réactif de Folin—Ciocalteu fraichement
préparé (10 fois dilué) et 1ml de carbonate
de sodium a 20 % (Na, COs3). L’ensemble
est incubé a I’obscurité¢ et a température
ambiante pendant 60 minutes et la lecture
est effectuée contre un blanc a 1’aide d’un
spectrophotomeétre a 760nm. La
quantification des polyphénols a été
déterminée en fonction d’une courbe
d’étalonnage, réalisée par ’acide gallique a
différentes concentrations, dans les mémes
conditions que I’échantillon. Les résultats
sont exprimés en milligrammes équivalent
d’acide gallique par gramme de maticre
végétale séche.

I.4.- Extraction et dosage colorimétrique
des flavonoides

L’extraction des flavonoides est réalisée
selon la méthode de [14]. Ainsi, 20g de la
matiere seche finement broyée est macérée
dans du méthanol 85% (10% W/v) pendant
72 heures. Apres filtration et évaporation a
basse pression, la phase aqueuse obtenue
est conservée pendant 48 heures a 4°C. Le
filtrat subit plusieurs lavages successifs en
utilisant comme solvant de fragmentation
I’éther de pétrole (v/v), 1’étherdiéthylique
(v/v), Dl’acétate d’éthyle et le butanol (v/v).
La phase aqueuse finale contenant les
flavonoides les plus polaires, concentrée
par évaporation a basse pression a 35°C,
est prise en considération et fera I’objet
d’analyses biologiques.

La méthode de trichlorure d’aluminium
(AIClL3) citée par [15]est adoptée pour
quantifier les flavonoides, a 1’aide d'une
courbe d'étalonnage linéaire en utilisant la
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quercétine (0,12mg/ml) comme standard.
Les  résultats  sont
microgrammes d’équivalent de quercétine
par milligramme d’extrait (mg EQ/g).

exprimés  en

L.5.- Effet scavenger du radical DPPH

L’évaluation de I’effet antioxydant est
réalisée par le test de piégeage du radical
libre DPPH, en adoptant la méthode décrite
par [16].Pour cela,un volume de 25ul de
chaque solution méthanolique des extraits
a différentes concentrations (de 0,0125 a
Img/ml) sont ajoutés a 1,95 ml de la
méthanolique  du  DPPH
(0,0024¢g/1). Parallelement, un controle
négatif est préparé en mélangeant 25ul de
méthanol avec 1,95 ml de la solution
méthanolique de DPPH. La lecture de
I’absorbance est faite contre un blanc
préparé pour chaque concentration a
517nm aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante. Le
controle positif est représenté par une
solution d’un antioxydant standard, I’acide
ascorbique, dont I’absorbance est mesurée
dans les mémes conditions que les
échantillons. Le test est répété trois fois
pour chaque concentration. Les résultats
sont exprimés en pourcentage d’inhibition
(I%) selon la formule suivante:

solution

1 (Abs controle — Abs test) 100
= X

° Abs controéle

Ou:

e Abs contrdle : absorbance moyenne du

radical seul ; Abs test : absorbance du
radical libre en présence d’antioxydant
aprés trente minutes de contact ; [ % :
pourcentage d’inhibition.

1.7.- Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits a
¢été¢ déterminée par la méthode de diffusion
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en milieu gélosé cité par [17]. Ainsi, cing
souches microbiennes ont été testées
Esherichia coli (ATCC 25922)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et
Candida albicans. L’inoculum est préparé
avec de I’eau physiologique stérile (0,9
%), et les charges bactériennes des inocula
sont déterminées par la mesure de la
densit¢ optique a 620 nm sur un
spectrophotomeétre (BioSystems).
L’absorbance doit étre comprise entre 0,2
et 0,3. Ceci correspond a une concentration
10°UFC /ml.Des disques de 6 mm de
diametre de type Whatman n°1, stérilisés et
imprégnés a raison de 15 pL d’extraits ont
été déposés a la surface d’un milieu
préalablement ensemencé. Des témoins
négatifs (eau distillée stérile) et positifs
(solvant) ont été également utilisés. Apres
une incubation a 37°C pendant 24 h, les
zones d’inhibition ont été mesurées a I’aide
d’un pied a coulisse. Trois répétitions ont
¢été effectuées pour chaque essai et dans les
mémes conditions.

1.8.- Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide
du logiciel Statistica 6. Toutes les
expériences ont été réalisées en triple. Les
résultats sont exprimés en moyenne = SD.
La comparaison des moyennes des mesures
entre lots a été faite a ’aide du test t de
Student (p<0,05).

2. Résultats et discussion
2.1.- Caractérisation phytochimique

Selon le test phytochimique, on remarque
que la partie aérienne de 1’Echium vulgare
est tres riche en tanins totaux et en
flavonoides. Cependant, elle est
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moyennement riche en coumarines,
mucilages et saponosides. En revanche, on
note l’absence  d’anthocyanes, des
senosides, des alcaloides, des irridoides et
des quinones. Les résultats de la présente
¢tude sont en accord avec ceuxtrouvés par
plusieurs auteurs.En effet, [18] ont signalé
la richesse des feuilles de
I’ Echiumpycnanthum, une autre espece du
genre Echium, en tanins et en flavonoides.
De méme, [5] et [19] ont mentionné la
présence des flavonoides, alcaloides,
coumarines, tanins et saponosides dans les
feuilles d’Echiumvulgare  récoltée en
Algérie. La richesse de cette especes en ces
métabolites secondaires est aussi signalée
par [20] et [21]. Cette différence dans la
richesse en métabolites est attribuée a
I’adaptation évolutive de [’espeéce aux
conditions biotiques (I’espece elle-méme)
et abiotiques (milieu). En effet, selon [22],
les conditions climatiques (température
¢levée, exposition solaire, sécheresse,
salinit¢), stimulent la biosynthése des
métabolites secondaires influencant ainsi la
composition chimique a différents lieu de
croissance, tout au long du développement
de la plante. Cette étude a également
montré I’existence d’une réelle biodiversité
moléculaire, qui confére a la plante des
vertus  médicinales  importantes  a
valorisées. Il est important de signaler que
la richesse en flavonoides et en tanins lui
confere de  nombreuses  vertus
médicinales. Les effets biologiques des
flavonoides ont été décrits par plusieurs

auteurs:  antioxydantes  [23], anti-
inflammatoires, inhibiteurs d’enzymes,
antiallergiques, antiulcérogénes, et

antimicrobiens [24]. Quant aux tanins,
avec leurs propriétés de former des
complexes avec les protéines, ces
métabolites présentent des propriétés anti
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diarrhétiques, antibactériennes,
antifongiques, et antiseptiques. Ce qui
expliquer I’utilisation
traditionnelle de la partie aérienne
d’Echiumvulgaredans le traitement des

plaies, des furoncles et des abces [25].

pourrait

2.2.-Rendement de D’extraction et
détermination de la teneur en
polyphénols

L’extrait polyphénolique présente un
aspect liquide et une couleur marron foncé.
Le rendement en polyphénols bruts obtenu
a partir de trente grammes (30g) de poudre
végétale est de 9,95%, avec une teneur de
121,6mg = 0,03 mg EAG /g. [26] en
utilisant I’éthanol comme solvant, ont noté
une faible teneur en polyphénols totaux des
feuilles d’Echium.vulgare, soit 68 £ 0.73
mg EAG /g de poudre. Cette différence
peut étre due a la méthode d’extraction
[27] et la région de récolte. D’apres [28], la
méthode d'extraction doit permettre d’avoir
une fraction compléte en composés
d'intérét et doit éviter leur modification
chimique. De plus, et selon ces auteurs,
l'eau, les mélanges aqueux de 1'éthanol, du
méthanol et de 1'acétone sont généralement
utilisés. Par ailleurs, [29] ont signalé que la
solubilit¢ des composés phénoliques est
fonction de leur degré de polymérisation,
de leur interaction avec les autres
constituants et le type de solvant utilisé.
Enfin et selon [30] et [31],1’utilisation de
solvants mixtes aboutit a un fort
enrichissement des extraits en polyphénols.

2.3.- Rendements et dosages des
flavonoides

L’extrait flavonoique présente un aspect
liquide et une couleur marron foncé. Le
rendement en flavonoides obtenu a partir
de trente grammes (30g) de poudre
végétale est de 20,82 %, soit 47,63 mg
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EQ/g, ce qui montre larichesse
d’Echiumvulgare en ces métabolites. Il
ressort des données qu’Echiumvulgare est
riche en flavonoides mono glycosides
(20,82%), mais pauvre en flavonoides
aglycones (6,55%). La concentration des
flavonoides est plus impotante dans la
phase d’éther diéthyl par rapport aux deux
autres phases (d’acétate d’éthyle et
butanolique). La présence de ces
métabolites secondaires dans la partie
aérienne de cette plante médicinale est
signalée par [5], récoltée en Algérie avec
une concentration de 33,35 mg EC/g de
poudre.

2.4.- Activité antioxydante

Les résultats de 1’activité¢ antiradicalaire
des extraits de la plante médicinale E.
vulgareet du témoin positif acide
ascorbique déterminés par la méthode au
DPPH sont représentés dans la figure 1.
Les pourcentages d’inhibition du radical
des extraits phénoliques varie avec selon
les fractions testées. D’apres les résultats,
il est a remarqué que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente
significativement (p > 0.05) avec
I’augmentation de la concentration. Le
taux d’inhibition du DPPH enregistré en
présence des différents extraits sont
inferieure a ceux d’acide ascorbique. A une
concentration de 60mg/ml, une différence
significative entre 1’acide ascorbique et les
extraits est notée (p > 0.05). En effet, les
polyphénoles et les flavonoides ont révélé
une activité importante avec plus de 60%,
par rapport a I’acide ascorbique (97,25 %).
A une concentration de 80mg/ml, Ie
pourcentage d’inhibition des extraits
polyphénoliques, extraits  flavonoique
aqueux F4 sont plus élevés, atteignant les
80%. Les autres fractions F1 (extrait
d’éther diéthyl), F2 (extrait d’acétate
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tion de 652 %; 78,9 %; et 76,6 %
respectivement.
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Figure 1. Taux d’inhibition radicalaire en fonction des concentrations des extraits de /’E. vulgare

Poly : extrait polyphénolique; F1 : extrait d’éther diéthyl; F2 : extrait d’acétate d’éthyle;
F3 : extrait n-butanol;F4 : extrait aqueux

La différence de I’activité est mise en
¢vidence en utilisant la valeur de la
concentration inhibant 50% du DPPH
appliquée (IC 59).Une valeur d’ICs, faible
correspond a une activité antioxydante
¢levée. Les résultats observés lors des tests
antioxydants ont fait ressortir la capacité
des extraits polyphénoliques et
flavonoiques a inhiber le radical stable
DPPH. L’activité antiradicalaire
manifestée par [’extrait polyphénolique
etflavonoiqueaqueux de 1’Echiumvulgarea
présenté des valeurs d’IC50 importantes et
trés prometteuses, trés proches de celle de
I’acide ascorbique, soit 34,78ug/ml et
36,1 1mg/ml respectivement.

La forte activité des extraits aqueux est
attribuée a leur richesse en composés
phénoliques polaires. En effet, une étude
réalisée par [32] a suggéré que les
molécules polaires présentes dans les
extraits végétaux contribuent a
I’augmentation de 1’activité antioxydante.

2.5.- Activité antimicrobienne

La sensibilité des germes vis-a-vis des
métabolites secondaires est exprimée par
I’apparition des zones d’inhibitions. Dans
le tableau 1 sont inclues les valeurs en
(mm) des diametres d’inhibition relatives
aux différentes souches testées.
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Tableau 1. Diamétre d’inhibition en mm des extraits d’Echium vulgare

Microorganismes Polyphénols | Flavonoides
Escherichia coli 23+ 0,075 11+ 0,076
Pseudomonas aeruginosa 16 £ 0,043 11+ 0,046
Staphylococcus aureus 10 £+ 0,006 19+ 0,036
Klebsiella pneumonie - -

Candida albicans 41 £0,026 12+0,016

L’antibiogramme a pour but de prédire la
sensibilité aprés 24 heures d'incubation a
une température adéquate de 37°C pour les
bactéries et 28°C pendant 72h pour la
levure. Les résultats obtenus ont montrés
que les diametres des zones d’inhibition
diminuent graduellement avec les
dilutions. Le pouvoir antibactérien des
extraits  d’Echiumvulgarediffére  d’un
microrganisme a un autre. Les bactéries
Escherichia coli,Pseudomonas aeruginosa
et Staphylococcus aureus se sont montrées
sensibles a 1’extrait polyphénolique et aux
flavonoides. Le diamétre d’inhibition varie
de 100,006 mm (Staphylococcus aureus)
a 23+0,75 mm (Pseudomonas aeruginosa).
En revanche, Klebsiella pneumoniea s’est
révélée résistante aux deux extraits. Enfin,
la levure s’est montrée fortement sensible a
I’extrait polyphénolique de la partie
aérienne (41£0,026 mm).

A partir des dilutions en série des
différents extraits bruts, nous avons tenté
de déterminer la Concentration Minimale
Inhibitrice « CMI». L’unique
déterminée est obtenue sur la souche S.
aureus, soit 15,2 mg/ml pour 1’extrait
polyphénolique et 0,297 mg/ml pour
I’extrait aqueux. Ces résultats sont en
accord avec ceux trouvés par [33]. Cet
auteur a signalé des CMI dépassent 1
mg/ml vis-a-vis de Staphylococcus aureus.
Par ailleurs, des résultats proches sont
notés par [5], concernant 1’effet inhibiteur
des flavonoides de la partie aérienne

valeur

d’Echiumvulgare vis-a-vis d’E. coli (13
mm), P. aeruginosa (12 ~mm),
Staphylococcus  aureus (12 mm), et
Candida albicans(15 mm). Cependant, il a
not¢ une sensibilit¢ pour  Klebsiella
pneumonie avec des zones d’inhibition
d’environ 16 mm.Quand au comportement
de Candida albicans, les résultats obtenus
vont dans le méme sens que ceuxrévélées
par [9] et [34]. L’activité antibactérienne
des composés naturels s’explique par la
lyse des membranes des bactéries. Les
flavonoides et les tanins peuvent induire
une fuite d’ions potassium au niveau de la
membrane, ce qui entraine des Iésions
irréversibles.  Cette  perméabilit¢  au
potassium est un effet précurseur de leur
mort [35]. La variabilit¢ des résultats de
I’activité biologique des extraits végétaux
peut dépendre du contenu en composés
polyphénoliques, et des  différents
mécanismes d’action. Leur relative toxicité
envers les microorganismes, est reliée aux
sites et aux nombre des groupements
hydroxyles. [36] a signalé que le taux
d’hydroxylation est directement
proportionnel a la toxicité. Il a été aussi
rapport¢ que plus les composés
phénoliques sont oxydés et plus ils sont
inhibiteurs des microorganismes [37].
Selon [38], Pactivité antimicrobienne est
liée a la polarité des substances bioactives.
Les composés les moins polaires comme
les flavonoides n’ayant pas de groupement
hydroxyle OH sur leur cycle B sont plus
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actifs vis-a-vis des agents microbiens que
ceux portant le groupement hydroxyle. Les
travaux de [39], ont montré également que
I’effet d’un extrait est probablement due a
la synergie entre les différents composants,
qui, lorsqu’ils sont séparés deviennent
inactifs  individuellement. = Ceci  est
interprété par le fait que les plantes
produisent une variété énorme de petites
molécules antibiotiques ayant un large
spectre de structures telles que les
térpénoides, les  glycostéroides, les
flavonoides et les polyphénols [39].Dans le

méme ordre d’idée, [40] a signalé que les

flavane-3-ols, les flavonols et les tanins ont
un large spectre et une forte activité
antimicrobienne par rapport aux autres
polyphénols. Ces molécules ont la capacité
de supprimer un nombre de facteurs de
virulence microbienne telle que ’inhibition
de la formation de biofilms, la réduction de
I’adhésion aux ligands de I’hote et la
neutralisation des toxines bactériennes
ainsi leur capacité¢ d’établir une synergie
avec certains antibiotiques. Cependant, la
plupart de ces petites molécules ont une
faible activité antibiotique par rapport aux
antibiotiques communs produits par les
bactéries et les champignons [39].

Conclusion

Cette étude contribue a la connaissance des
potentiels antioxydants et antimicrobiens
d’Echiumvulgarein vitro. Les résultats
obtenus montrent I’importance de valoriser
les extraits de la partie aérienne de la
plante d’Echium vulgare dans le traitement
des infections microbiennes. Il serait
¢galement intéressant de réaliser d’autres
¢tudes pour évaluer le  potentiel
antioxydant et antimicrobien in vivo.
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