
  

 

è                                   

 

 

DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE 

Thèse 
Présentée par 

Boussoualim Naouel 

Pour obtenir le diplôme de  

Doctorat en Sciences 

Option : Microbiologie  

 

Thème 

Activités biologiques de plantes médicinales: Anchusa azurea Mill. 

et Globularia alypum L. 

 

Soutenue publiquement le 25/06/2014 

Devant le Jury 

Président : Zerroug Mohamed Mihoub Pr. UFA Sétif 1 

Directeur: Baghiani Abderrahmane  Pr. UFA Sétif 1  

Examinateurs: Zellagui Amar Pr. U. Oum Bouaghi 

 Idoui Tayeb MC. U. Jijel 

 

 

 

 Laboratoire de Biochimie Appliquée 

N°…………………………….……/SNV/2014 

Université Ferhat Abbas Sétif 1 

Faculté des Sciences de la 

Nature et de la Vie 

 

 الجمهورية الجزائرية الديمقراطية الشعبية

 يوزارة التعليم العالي و البحث العلم

 

 

 
 

 1 جامعة فرحات عباس، سطيف

       الطبيعة و الحياةعلوم كلية 

 



 

Liste des publications dans des revues: 
 

 Boussoualim N, Trabsa H, Krache I, Arrar L, Khenouf S, Baghiani A. (2014). Anti-bacterial 

and β-Lactamase inhibitory effects of Anchusa azurea and Globularia alypum extracts. 

Research Journal of Pharmaceutical, Biological and Chemical Sciences. 5(1): 742-749. 

 

 A. Baghiani, N. Boussoualim, S. Boumarfeg, H. Trabsa, S. Aouachria, L. Arrar. 2013. In vivo 

Free Radical Scavenging, antihemolytic activity and antibacterial effects of Anchusa azurea 

extracts. International journal of medicine and medical sciences, 46, 2051-5731. 

 

Liste des communications: 

 Communication affichée pour  les journées internationales de biotechnologie (JIB 2011) du 

19  au 23 Décembre 2010 à Sousse (Tunisie). Antioxydant effects and antibacterial activity of 

Anchusa azurea Extracts. Boussoualim N, Trabsa H, Boumerfeg S, Aouachria S, 
 
Djermouni 

M, Charef N, Arrar L, Baghiani A. 

 

 Communication orale pour le Congrès International sur les Plantes Aromatiques et 

Médicinales. 08-10 Mai 2012  à Sidi Bel Abbès, Algérie. Boussoualim N, Trabsa H, 

Aouachria S, Djermouni M, Boumerfeg S, Arrar L, Baghiani A. L’activité anti-hemolytique et 

anti-oxydante in vivo d’une plante médicinale Anchuza azurea   

 

 Communication orale pour le Congrès International sur les Plantes Aromatiques et 

Médicinales. 08-10 Mai 2012 à Sidi Bel Abbès, Algérie. Trabsa H, Boussoualim N, 

Aouachria S, Djermouni M, Boumerfeg S, Arrar L, Baghiani A. Xanthine oxidase inhibition 

and antibacterial effects of Globularia alypum. 

 

 Communication affichée pour le 2
nd

 African congress on biology and health, 10-12 Novembre 

2012 à Sétif, Algérie. Boussoualim N, Trabsa H, Krache I, Arrar L. Baghiani A. Protective 

effects of  Globularia alypum L. extracts against xylene induced  ear edema in mice. 

 

Liste des publications dans des actes de proceedings: 

 Boussoualim N, Trabsa H, Aouachria S, Djermouni M, Boumerfeg S, Arrar L, Baghiani A. 

L’activité anti-hemolytique et anti-oxydante in vivo d’une plante médicinale Anchuza azurea. 

Le Congrès International sur les Plantes Aromatiques et Médicinales. 08-10 Mai 2012  à Sidi 

Bel Abbès. 

 

 Trabsa H, Boussoualim N, Aouachria S, Djermouni M, Boumerfeg S, Arrar L, Baghiani A. 

Xanthine oxidase inhibition and antibacterial effects of Globularia alypum. Le Congrès 

International sur les Plantes Aromatiques et Médicinales. 08-10 Mai 2012  à Sidi Bel Abbès 

 

 Boussoualim N, Trabsa H, Krache I, Arrar L. Baghiani A. Protective effect  of  Globularia 

alypum L. extracts against xylene induced ear edema in mice. 2
nd

 African congress on biology 

and health.  

  



 

REMERCIEMENTS 

 

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire de Biochimie Appliquée et a été financé par des 

organismes (CNEPRU, ATRSS, ….) rattachés au Ministère de l’Enseignement Supérieur et de 

la Recherche Scientifique. 

J’adresse mes remerciements les plus sincères à mon encadreur Pr. Baghiani A. qui a guidé, 

surveillé le déroulement et l’exécution du travail de cette thèse en me prodiguant toute aide 

disponible, et en me consacrant de son temps précieux. 

Ma vive reconnaissance va au Pr. Zerroug MM. professeur à l’université de Sétif 1 d’avoir 

accepté de présider le jury de soutenance de thèse, ainsi qu’aux Pr. Idoui T. de l’université de 

Jijel et de Zellagui A.  de l’université de Oum El Bouaghi d’avoir accepté de juger ce travail.  

Je remercie Dr. Ouhida S. maitre assistante au laboratoire d'anatomie pathologique du CHU 

de Sétif, ainsi que tous les techniciens et stagiaires du laboratoire pour leur aide précieuse 

dans la réalisation des coupes histologiques. 

Je remercie Pr. Touabti A. responsable du laboratoire Central de l’Hôpital Universitaire de 

SETIF. Mes sincères remerciements vont également à tout le personnel de ce laboratoire pour 

leurs diverses contributions. 

Que toute personne ayant participé de près ou de loin dans l’élaboration de ce travail et que 

je ne l’ai pas mentionné par son nom, trouve ici l’expression de mes très vifs remerciements. 



RESUME 

Anchusa azurea (AA) et Globularia alypum (GA) sont des plantes très utilisées dans la 

médecine traditionnelle en Algérie, connues sous le nom: Hamham et Tasselgha, 

respectivement. Empiriquement, elles semblent efficaces dans le traitement de diverses 

maladies. Dans la présente étude différents extraits ont été préparé par l’utilisation de solvant 

à polarité croissante. Le dosage des polyphénols et des flavonoïdes a montré que l’extrait 

d’acétate d'éthyle (EAc) est le plus riche en polyphénols, alors que l’extrait chloroformique 

(ECh) est le plus riche en flavonoïdes pour AA et l’EAc pour GA. L’effet antibactérien des 

extraits est évalué par la technique de diffusion sur l’agar vis-à-vis 11 souches ATCC. L’ECh 

et EAc des deux plantes sont les plus actifs sur la plupart des bactéries. Dans le test de la 

synergie avec la Gentamicine, des effets additifs, potentiels, antagonistes et synergiques ont 

été remarqués. Les extraits aqueux EAq-AA, EAq-GA et méthanolique EBr-GA ont montré 

une activité inhibitrice sur les β-lactamases dont le pourcentage d’inhibition varie entre 38% 

et 50% à une concentration de 1.25 mg/ml. L'EAc-GA, l’EBr-GA et l’EAc-AA présentent une 

activité anti-radicalaire très importante en utilisant le test de piégeage du radical DPPH (IC50= 

38.15, 37.48 et 68.35 µg/ml, respectivement). EAc-GA, EBr-GA et EAc-AA présentent la 

plus grande activité dans l'inhibition de l'oxydation de β-carotène/acide linoléique (84.33%, 

84.05% et 76.21%, respectivement). Tous les extraits ont augmenté les temps de demie 

hémolyse, d’HT50 (Half-Hemolysis Time) de façon dose dépendante. La concentration 84.74 

µg/ml des extraits ECh-GA et EAc-GA a renforcé significativement le système anti-

radicalaire érythrocytaire. L'activité antioxydante des extraits est confirmée chez les souris, 

l’administration de l'EBr-AA (100 et 200 mg/kg/jour) et de l’EBr-GA, EAc-GA et EAq-GA 

(100 mg/kg/jour) pendant 21 jours a entraîné une amélioration de la capacité antioxydante 

totale du sang et de la capacité antioxydante plasmatique. L’extrait EAc-GA révèle 

l'inhibition la plus puissante de la xanthine oxydase d'origine bactérienne. Les extraits EBr-

GA, ECh-GA et EAq-GA renferment des inhibiteurs compétitif, les extraits EAc-GA, EAc-

AA et ECh-AA sont des inhibiteurs non compétitifs alors que les extraits EBr-AA et EAq-AA 

renferment  des inhibiteurs incompétitifs. Une étude in vivo réalisée sur des modèles 

hyperurécemiques a montré que les extraits EBr-AA et EAq-AA ont provoqué une diminution  

de 66% de l’acide urique plasmatique suivis par les extraits ECh-GA, EAc-GA. L'activité 

anti-inflammatoire chez les souris en utilisant le PMA a montré que les extraits bruts des deux 

plantes ont réduit le poids d'œdème de l'oreille. En conclusion, ces plantes possèdent un fort 

pouvoir pharmacologique, ce qui supporte leur introduction en pharmacie. 

Mots clés : Flavonoides et polyphénols, Antibactérienne, Synergie, β-lactamase, 

Antioxidant, Anti-hémolytique, XO, Hyperurécemie, Anti -inflammatoire. 

 



SUMMARY 

Anchsa azurea (AA) and Globularia alypum (GA) are medicinal plants largely used 

traditionally in folk medcine in Algeria, locally named: Hamham and Tasselgha, respectively. 

They are effective in the treatement of various diseases. In this study, the preparation of 

various extracts from Anchsa azurea (AA) and Globularia alypum (GA) using solvent with 

increasing polarity were determined. The quantification of polyphenols and flavonoids 

showed that the extract ethyl acetate (AcE) contains the higher amount of polyphenols. 

However, chloroform extract (ECh-AA) and EAc-GA present the higher amount of 

flavonoids. The antibacterial effect was evaluated using the diffusion method on agar against 

11 ATCC strains. The ECh, EAc were more active on the most bacteria. In synergy test with 

Gentamicin, additive, potential, antagonist and synergic effects were found. The aqueous 

extracts  EAq-AA and EAq-GA and methanolic extract EBr-GA showed a good inhibitory 

activity on β-lactamase where the inhibition percentage vary between 38% and 50% using a  

concentration of 1.25 mg/ml. EAc-GA, EBr-GA et EAc-AA showed an important scavenging 

activity using the DPPH radical (IC50= 38.15, 37.48 and 68.35 µg/ml, respectively). The 

results showed that extracts EAc-GA, EBr-GA and EAc-AA exhibited  very great inhibition 

on the oxidation of β-carotene/linoleic acid (84.33%, 84.05% and 76.21%, respectively). All 

extracts increased the HT50 values (Half-Hemolysis Time) in dose-dependent manner. The 

concentration 84.74μg/ml of  ECh-GA and EAc-GA enhance significantly erythrocyte anti-

radicalar system. The antioxidant activity of extracts was confirmed in mice. The 

administration of  EBr-AA (100 and 200 mg/ kg/day) and of EBr-GA, EAc-GA and EAq-GA 

(100 mg/kg/day) for 21 days resulted in a significant amelioration in both blood and plasma 

antioxidant capacity. EAc-GA revealed a potent inhibitory activity on bacterial xanthine 

oxydase. The extracts EBr-GA, ECh-GA and EAq-GA contain a competitive inhibitor. 

Whereas, EAc-GA, ECh-AA and EAc-AA were non-competitive inhibitors, EBr-AA and 

EAq-AA were incompétitifs inhibitors. In vivo study was performed on hyperurecemic mice 

models. EBr-AA and EAq-AA caused a significant decrease (66%) in plasmatic uric acid 

followed by ECh-GA and EAc-GA. The anti-inflammatory effect using PMA on mice 

showed that the methanolic extract of both plants reduced the weight of the ear edema. In 

conclusion, these plants have a strong pharmacological power, which supports their medicinal 

traditional use. 

Key words:  Flavonoids and polyphenols, Antibacterial, Synergy, Antioxidant, 

Antihemolytic, XO, Hyperuricemia, Anti-inflammatory. 

 



 الملــخص

Anchusa azurea (AA)وGlobularia alypum  (GA)في الطب الشعبي  نطاق واسعمستعملة ب نباتات طبية
. تستعمل هذه النباتات في معالجة الكثير من الحالات المرضية.Tasselgha و  Hamham دعى محليات ,بالجزائر

بين تقدير عديدات الفينول  القطبيةتمت في هذه الدراسة تحضير المستخلصات باستعمال مذيبات متزايدة 
هو الأغنى  EChفي حين  نوليالف أكبر كمية من عديدات على ويتيح EAcأن  لمستخلصاتل والفلافونويدات

تم تقدير نشاطية المستخلصات المضادة للبكتيريا . GAلـ  بالنسبة EAcو  AAمن حيث الفلافونويدات بالنسبة لـ 
 EAcو  EChالمستخلصات  أظهر كل من. تقنية الإنتشار على الأغار مالبإستعATCC سلالة بكتيرية  11على

, تكميليفعل وجود  Gentamicineاختبار التعاون مع المضاد الحيوي  بين في.نشاطية عالية ضد اغلبية البكتيريا
-βاظهروا نشاطية تثبيطية لـ EAq-GA و EAq-AA ,EBr-GAالمستخلصات.خصمي و تعاوني, تحفيزي

lactamase  مل/ملغ 1.25عند تركيز50%و 38%بنسب قدرت بـ .EAc-GA وEBr-GA وEAc-AA  اظهروا
  EBr-GA. (على الترتيب مل/ميكروغرام 68.35 و IC50=37.48 ,38.15) DPPHاتجاه جذر  تأثير إزاحيأكبر 

 76.21% و84.33% ، 84.05% بنسبة جد معتبرةيملكون نشاطية مضادة للأكسدة  EAc-AAوEAc-GA و
بشكل يتناسب مع الزيادة في  HT50 (Half-Hemolysis Time)كل المستخلصات زادت من قيم . لترتيبعلى ا

 ذو دلالة إحصائية قام بتعزيز EAc-GAو ECh-GAلكل من   مل/ ميكروغرام 84.74التركيز، حيث أن التركيز 
يويا على فئران معالجة بجرعات النشاطية المضادة للأكسدة قدرت ح. نظام الكريات الحمراء المضاد للجذور الحرةل

و  EBr-GAيوم بالنسبة لـ /كغ/مغ111و بتركيز  EBr-AAيوم بالنسبة لـ /كغ/مغ111-111)يوم  11 يومية لمدة
EAc-GA  وEAq-GA.)  و أظهرت النتائج زيادة في النشاطية الكلية المضادة لأكسدة الدم و النشاطية المضادة

تحتوي  .ذات مصدر بكتيري Xanthine oxydaseا ضد إنزيم تثبيطا عالي EAc-GA أعطى. للبلازما
-EAcعلى مثبطات من نوع تنافسي، بينما تحتوي كل من  EAq-GA و ECh-GA و EBr-GAالمستخلصات 

GA و EAc-AA و ECh-AA من نوع اللا تنافسي، في حين كان تثبيط  على مثبطاتEBr-AA  وEAq-AA 

 hyperurécemiqueعلى نماذج حيوانية تعاني من إنتاج مفرط من اليوريا  بينت نتائج إختبار. تثبيطا غير تنافسي
و  ECh-GAمتبوعة ب  66%أدت إلى خفض حمض اليوريك في البلازما بنسبة  EAq-AAو  EBr-AAأن 

EAc-GA . بإستعمالأظهرت النشاطية المضادة للإلتهابPMA   للنبتتين قام المستخلص الميثانولي عند الفئران أن
الطبية  ةالتقليدي اتفي الختام، هذه النباتات لها قوة دوائية قوية، والتي تدعم الاستخدام .الوذمة للأذن زنبخفض و 

 .الخاصة بهم
 

مضادات الإنحلال الدموي،  ،β-lactamaseمضادات البكتيريا، فعل تعاوني،  :المفاتيح الكلمات
 .ت الفينول، مضادات الإلتهاب، عديداXO،hyperurécemieمضادات الأكسدة، 

. 
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Les antibiotiques ont longtemps été considérés comme des armes efficaces pouvant éradiquer 

toute maladie infectieuse d'origine bactérienne. Toutefois, l'utilisation abusive de ces 

composés dans le domaine médical a eu pour conséquence l'apparition progressive d'une 

multitude de résistances chez les microorganismes. Les β-lactamines sont les antibiotiques les 

plus utilisés en clinique. La résistance bactérienne aux β-lactamines est due principalement à 

la production d'enzymes (β-lactamases) capables d'hydrolyser l'anneau β-lactame commun à 

tous les molécules de cette classe d'antibiotiques. En plus, le traitement annuel des infections 

causées par les bactéries résistantes devient de lus en plus couteux. Afin de faire face  à ce 

problème de coût, les populations démunies se sont retournées vers la médecine  traditionnelle 

d’un moindre budget.  

Les ERO oxydent les lipides, les protéines et l’ADN. Les dommages oxydatifs qui en 

découlent sont considérés comme la cause principale de nombreuses maladies dégénératives 

allant de l’inflammation au cancer en passant parfois par des maladies cardio-vasculaires ou  

l’arthrite rhumatoïde. Pour lutter contre les radicaux libres nocifs, notre organisme utilise des 

systèmes de défense antioxydants. Certains sont endogènes, alors que d’autres sont obtenus à 

partir de molécules apportées par l’alimentation (exogènes). Le système endogène comprend 

la glutathion peroxydase, la catalase et le superoxyde dismutase. Quant à l’alimentation riche 

en antioxydants exogènes, elle joue également un rôle très important. On en trouve les 

vitamines C, E et A, ainsi que les flavonoïdes. Ces molécules sont reconnues pour leurs 

nombreuses activités biologiques attribuées à leur capacité à piéger les radicaux libres, 

chélater les ions métalliques ou inhiber les enzymes responsables de la formation des radicaux 

libres (Fontaine, 2007). 

Ce travail s’inscrit donc dans cet axe général Il consiste à rechercher d’autres molécules 

naturelles dotées d’activités biologiques et/ou pharmacologiques. Nous nous sommes 
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intéressés plus particulièrement à évaluer quelques activités biologique de deux plantes 

médicinale: Anchusa azurea et Globularia alypum. Connue en Algérie sous le nom: Hamham 

et Tasselgha. Ces plantes sont, en effet, très utilisées en médecine traditionnelle.  

Nous nous sommes  fixé comme objectifs  ce qui suit : 

 Le dosage des polyphénols et flavonoïdes des différents extraits aqueux et organiques 

d’Anchusa azurea et Globularia alypum. 

 L'étude antibactérienne, la synergie entre plusieurs extraits et l’activité inhibitrice des 

différents extraits vis-à-vis des β-lactamase. 

 L'évaluation de l’activité anti oxydante in vitro (DPPH et β-carotène), in vivo (DPPH 

et FRAP) des différents extraits et la capacité antioxydante totale du sang. 

 L'étude des effets des extraits sur l’hémolyse des globules rouge. 

 L’activité anti-inflammatoire des extraits sur des souris comme modèle animal. 

 L’effet des extraits sur les activités de la XOR génératrice de ERO, détermination du 

type d’inhibition et l’effet  hypo-uricémique. 

 

 

https://www.google.fr/search?q=hypo+uric%C3%A9mique&spell=1&sa=X&ei=cAhLUsCXFOWuyQG4kIGwCg&ved=0CCwQBSgA
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2.1 L’activité antibactérienne 

2.1.1 Les β-lactamines 

Les β-lactamines sont une grande famille d’antibiotiques utilisés dans le traitement de 

plusieurs infections à Gram-positif et à Gram-négatif. Leurs structures ont en commun un 

cycle β-lactame à 4 sommets qui constitue la fonction chimique indispensable à l'activité 

antibactérienne de la β-lactamine (Finberg et Guharoy, 2012)  (Figure. 1).  

 

 

 

 
Figure. 1 : Cycle d’un anneau β-lactame et les structures du noyau de base des β-lactamines (Babic et 

al., 2006). 

 

Les β-lactamines comprennent cinq sous-classes : les pénicillines, les céphalosporines, les 

carbapénèmes et les monobactames, ainsi que les inhibiteurs des β-lactamases. 

Les -lactamines ont pour cible les enzymes de la synthèse de la paroi bactérienne ou le 

peptidoglycane. Cette synthèse s'effectue en trois étapes : une étape cytoplasmique, une étape 

membranaire et une étape périplasmique qui implique des réactions de transglycosylation et 

de transpeptidation catalysées par des enzymes appelées les protéines liant la pénicilline 

(PLPs) (Page, 2012). 
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2.1.2 Le mécanisme de résistance aux β-lactamines  

Il n'est pas surprenant que la résistance bactérienne aux antibiotiques apparaisse étant donné 

l'usage intensif à titre préventif ou thérapeutique des antibiotiques. L'inactivation enzymatique 

par les β-lactamases est le mécanisme de résistance le plus répandu. Les β-lactamases sont des 

enzymes capables de cliver le cycle β-lactame et rendent l'antibiotique inactif (Yoneyama et 

Katsumata ; 2006 ; Bush, 2009). La résistance ne provient pas uniquement de l'augmentation 

de l'activité de l'enzyme vis-à-vis d’un substrat, mais parfois d'une augmentation de la 

synthèse de l'enzyme  (Frère, 1995, Bush, 2009).  

Certaines mutations dans les promoteurs provoquent des changements dans la régulation 

transcriptionnelle provoquant une surproduction des β-lactamases (Wu et al., 1995). Les β-

lactamases font partie de la grande famille des PLPs. Dans  cette famille, la formation du 

complexe acyl-enzyme (étape d’acylation) est très stable. Tandis qu'en présence des β-

lactamases, le complexe subit une réaction d’hydrolyse rapide, ce qui a pour conséquence 

l’inactivation de l’antibiotique (Figure. 2) (Frère, 1995, Bush, 2009).  

 

Figure. 2 : Mode d’action des β-lactamases à sérine. L’hydrolyse finale libère un antibiotique inactif 

(Livermore et al., 1998). 
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Chez les bactéries à Gram-positif, l’inactivation de l’antibiotique s'effectue à l'extérieur de la 

cellule bactérienne grâce à des β-lactamases extra-cellulaires ou liées à la membrane externe, 

alors que chez les bactéries à Gram-négatif, l'inactivation a lieu dans l'espace périplasmique 

(Figure. 3) (Maiti et al., 2006). 

 

Figure. 3 : Localisation de la -lactamase dans les bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif. (BL: β-

lactamase, PBPs: protein binding penicillins) (Maiti et al., 2006). 

2.1.3 L'inhibition des β-lactamases et résistance aux inhibiteurs 

Afin de prévenir l’hydrolyse des β-lactamines, deux approches sont utilisées. La première 

utilise la modification de l’antibiotique le rendant insensible à l’action des β-lactamases. La 

deuxième approche a été l'utilisation d'une combinaison d'un inhibiteur de β-lactamases avec 

une β-lactamine. L’antibiothérapie avec ce type de combinaison est basée sur l'effet 

synergique des deux molécules: l'inhibiteur supprime l'activité de la β-lactamases et protège 
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les β-lactamines qui peuvent alors se lier aux PLPs (Sandanayaka et Prashad, 2002 ; Page, 

2012). L'inhibition la plus efficace et la plus spécifique est causée par des molécules ayant des 

structures analogues aux β-lactamines et dépourvues d'une activité antibactérienne (Chaïbi et 

al., 1999).  

Les inhibiteurs des β-lactamases se caractérisent par leur mécanisme d’action. Ces analogues 

structuraux subissent l’étape d’acylation, et en l’absence d’étape de désacylation, ils restent 

accrochés à l’enzyme formant des complexes très stables. Il existe trois inhibiteurs utilisés en 

clinique : l’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam. Ces inhibiteurs sont des dérivés 

de la pénicilline et possèdent un anneau β-lactame avec une chaîne latérale modifiée (Maiti et 

al., 2006 ; Brook, 2009). L'acide clavulanique, appelé également clavulanate, est le seul 

inhibiteur naturel, produit par Streptomyces clavugerus. C'est une β-lactamine qui inactive in 

vitro et in vivo les β-lactamases d'une grande variété de bactéries à Gram-négatif et à Gram-

positif, (Staphylococcus, Hemophilus, E. coli et Klebsiella) (Li et Townsend, 2006 ; Bassetti 

et al., 2011). C’est un inhibiteur irréversible agissant sur les β-lactamases intra- et 

extracellulaires (Finberg et Guharoy, 2012). 

2.1.4 Les antimicrobiens naturels 

2.1.4.1 Les polyphénols 

Les phénols simples et acide phénolique : sont  les molécules, bioactives issues du 

métabolisme secondaire des plantes, les plus simples. Ces substances montrent, en effet, une 

importante toxicité envers les microorganismes par la modification des propriétés physiques 

en s’intercalant dans la bicouche membranaire (Taylor, 2013). Les sites et le nombre des 

groupements OH sur les phénols seraient en relation avec cette toxicité. Cet effet 

antimicrobien augmente avec le nombre des groupements OH.  Il concerne probablement 
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l’inhibition de certaines enzymes via des réactions avec leurs groupements  sulfhydriles ou 

par des interactions non spécifiques avec ces dernières (Cowan, 1999 ; Pistelli et Giorgi, 

2012). 

Les quinones : sont des substances extrêmement réactives, très répandues dans la nature et 

possèdent des cycles aromatiques avec des groupements cétones. Les protéines d’adhésion de 

surface, les polypeptides de la paroi et les enzymes membranaires de la cellule microbienne 

sont les cibles probables des quinones (Cowan, 1999).  

Les flavonoïdes : Les flavonoïdes sont des dérivés benzo-γ-pyrone (anneaux A et C). Les 

flavonoïdes sont subdivisés en 14 classes différentes dont 6 sont les plus répandues et les 

mieux caractérisés. Ce sont les flavanones, les flavones, les flavanonols, les flavonols, et les 

isoflavones (Heim et al., 2002 ; Hendrich, 2006). A l’exception des chalcones, ces 

métabolites secondaires sont toujours tricycliques : deux cycles benzoïques A et B et un 

hétérocycle C (squelette carboné C6-C3-C6) (Yao et al., 2004 ; Shankar et al., 2012). Les 

flavonoïdes exercent leurs effets via trois mécanismes : l’inhibition de la synthèse des acides 

nucléiques, inhibition de la fonction des membranes cytoplasmiques et aussi  l’inhibition du 

métabolisme énergétique (Tim Cushine et Lamb, 2005).  

Certains flavonoïdes ont un rôle de phytoalexines, c’est-à-dire de métabolites que la plante 

synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou 

par des bactéries (Harbonne et Williams, 2000). Plaper et ses collaborateurs (2003) ont 

démontré que la quercétine inhibe la synthèse de l’ADN en inactivant l’ADN gyrase. D’autre 

flavonoïdes comme le sophoraflavone G et l’epigallocatechin gallate inhibe la synthèse de la 

membrane cytoplasmique, et que les licochalcones A et C empêchent le métabolisme 

énergétique de certaines bactéries (Tim Cushnie et Lamb, 2005). D’autres études ont rapporté 
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que les flavonoïdes peuvent aussi interférer avec le métabolisme énergétique des bactéries 

(Pistelli et Giorgi, 2012).  

Les tannins : Ils se trouvent pratiquement dans toutes les parties de la plante (bois, écorces, 

racines, feuilles et fruits). Ce sont des polymères phénoliques, ils forment des complexes avec 

les protéines et aussi les polysaccharides par des liaisons hydrogènes et hydrophobes (Cowan, 

1999 ; Okuda et Ito, 2011). Ces composés sont caractérisés par une capacité à bloquer la 

membrane cytoplasmique par l'inactivation des adhésines de surface, les enzymes et les 

protéines de transport membranaires (Okuda, 2005). 

2.1.4.2 Les alcaloides 

Ce sont des composés azotés hétérocycliques. L’exemple typique est la berberine, un 

alcaloïde très  actif sur les parasites. Il est potentiellement efficace contre les trypanosomes 

(Freiburghaus et al., 1996) et plasmodium (Omulokoli et al., 1997). Le mécanisme d'action 

est attribué à sa capacité à intercaler l'ADN. 

2.1.4.3 Les huiles essentielles 

Les huiles essentielles sont des produits de composition généralement complexe, renfermant 

des métabolites secondaires représentés par des principes volatils contenus dans les végétaux 

et plus ou moins modifiés au cours de leur extraction. Les huiles essentielles sont 

biosynthétisées par les végétaux supérieurs en réponse à des conditions de stress et surtout 

pour combattre les agents infectieux ou parasitaires. Elles présentent également des propriétés 

cytotoxiques qui les rapprochent des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents 

antimicrobiens à large spectre (Billerbeck, 2007). Une caractéristique importante des huiles 

essentielles est leur caractère hydrophobe, ce qui leur permet de s’insérer dans les couches 

lipidiques de la membrane cellulaire bactérienne et celles des mitochondries, perturbant ces 
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structures en les rendant plus perméables. La fuite des ions et autres constituants de la cellule 

peut alors être fatal à la cellule bactérienne. Les principaux mécanismes et sites d’action des 

différents constituants des huiles essentielles sont: l’altération de la paroi cellulaire, la 

dégradation de la membrane cytoplasmique, l’altération des protéines membranaires, la fuite 

du contenu cellulaire, la coagulation du cytoplasme et l’épuisement de la force de mouvement 

des protons (Goetz et Ghedira, 2012).  

2.1.4.4 Les polypeptides 

Les peptides inhibiteurs de la croissance des microorganismes sont connus depuis longtemps 

(Brown et Hancock, 2006). La plupart de ces peptides inhibiteurs sont chargés positivement et 

comportent des ponts disulfures. Il semblerait qu’ils agissent par la formation de canaux 

ioniques dans la membrane microbienne ou par inhibition compétitive de l’adhésion des 

protéines microbiennes aux polysaccharides des récepteurs de la cellule hôte (Yang et al., 

2006). 

2.1.5 La synergie 

L’utilisation abusive des antibiotiques a induit le phénomène de résistance des bactéries 

infectieuses aux antibiotiques. Ce problème que rencontre la médecine actuelle, a relancé la 

recherche vers l’élaboration d’autres stratégies thérapeutiques visant à exploiter les propriétés 

antimicrobiennes des substances naturelles pouvant se substituer aux antibiotiques et/ou agir 

en synergie avec ces derniers (Ankli et al., 2002; Newman et Cragg, 2007). 

Selon Eaton et Klaassen (2001), le terme synergie signifie travailler ensemble. Il désigne 

l'interaction entre au moins deux « choses » dont les effets combinés sont beaucoup plus 

supérieurs à la somme de leurs effets singuliers (effets de type « un plus un est supérieur à 
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deux»). En plus du terme synergie, d'autres termes sont utilisés pour désigner les interactions 

entre deux molécules : 

 Additif : phénomène qui survient lorsque l'effet combiné d'au moins deux produits 

chimiques est égal à la somme des effets de chaque produit chimique pris 

individuellement (aucune interaction directe).  

 Potentialisation : phénomène qui survient lorsqu'une substance qui n'a habituellement 

pas un effet est combinée à un produit chimique, ce qui a pour effet de rendre ce 

dernier beaucoup plus efficace.  

 Antagonisme : ce phénomène est le contraire de la synergie. Il survient lorsque l'effet 

combiné d'au moins deux composés est moins efficace que les effets individuels des 

substances.  

2.2 Le stress oxydant 

2.2.1 Définition  

Le stress est défini comme un déséquilibre de la balance entre la formation des radicaux libres 

(caractère pro-oxydant) et la capacité du corps à les neutraliser, à réparer les dommages 

oxydatifs (système antioxydant) et à réguler leur production (Zweier et al., 2006). 

Un radical libre est une espèce chimique (atome ou molécule) possédant, sur sa couche 

externe, un ou plusieurs électrons célibataires, qui lui confère une réactivité (demi-vie courte) 

vis-à-vis d’autres molécules, soit à capter un autre électron ; c’est alors un radical oxydant, 

soit à le céder ; c’est alors un radical réducteur. Il ne faut pas penser que tous les radicaux 

libres sont extrêmement réactifs, cette réactivité étant très variable selon la nature du radical. 

Ces espèces radicalaires sont produites d’une manière continue au sein de notre organisme, 

dans le cadre de nombreux phénomènes biologiques (Favier, 2003 ; Fontaine, 2007). 
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2.2.2 Les types des radicaux libres 

Les radicaux libres peuvent être dérivés de l’oxygène (Espèce réactive d’oxygène : ERO) ou 

d’autres atomes comme l’azote (Espèce réactive d’azote : ERA). Il convient de distinguer un 

ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle particulier en physiologie et 

que nous appellerons radicaux primaires (Afanas'ev, 2009). Les autres radicaux libres, dits 

radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés 

biochimiques de la cellule. D'autres espèces dérivées de l'oxygène ou l’azote ne sont pas des 

radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent être des précurseurs de radicaux  (Orban 

et al., 2007) (Tableau.1).   

Tableau. 1 : Les différents types des espèces réactives (Fontaine, 2009). 

Espèces radicalaires Espèces  non radicalaires 

Nom Symbole Nom Symbole 

Anion superoxyde O2
•-
 Peroxyde d’hydrogène H2O2 

Radical hydroxyle OH
•
 Peroxyde organique ROOH 

Radical peroxyle ROO
•
 Acide hypochlorique HOCl 

Radical alkoxyle RO
•
 Oxygène singulet O2 

Monoxyde d’azote NO
•
 Peroxynitrite ONOO

-
 

2.2.3 Les sources des ERO et ERA 

Divers types cellulaires et tissus donnent naissance aux radicaux libres par des réactions 

enzymatiques ou par auto-oxydation au cours de leur métabolisme normale et parfois en 

réponse à un stimulus spécifique. Deux sources peuvent être citées : 

2.2.3.1 Les sources exogènes  

L’organisme humain est soumis à l’agression de différents agents capables de donner 

naissance à des radicaux libres. Des toxiques telles que le monoxyde d’azote (NO) et le 
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dioxyde d’azote (NO2) présents dans l’environnement. Le goudron, le tabac et les polluants 

industriels participent également à la genèse de radicaux libres (Münzel et al., 2006, 

Dŭračková, 2008).     

Les rayonnements X ou γ peuvent par différents mécanismes faire apparaître des radicaux 

libres en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. Les polluants de l’air, comme la fumée 

des cigarettes et les contaminants industriels, constituent une source importante d’ERO, ils 

attaquent et causent des endommagements dans l’organisme que ce soit par interaction directe 

avec la peau ou après inhalation dans les poumons. Une large variété de xénobiotiques 

(toxines, pesticides, herbicides, etc…) peuvent contribuer à la production des ERO qui se 

forment comme un des produits de leur métabolisme in vivo (Desikan et al., 2003; 

Lykkesfeldt et Svendsen, 2007).     

2.2.3.2 Les sources endogènes 

À côté des sources exogènes des radicaux libres, les métabolismes intracellulaires 

(endogènes) sont des sources plus importants  d’ERO et ERA. Ils sont produits en continu 

durant toute la vie de chaque cellule dans l’organisme. 

L’une des sources physiologiques majeures de O2
•-
 est représentée par la chaîne respiratoire 

mitochondriale. Elle est une source permanente d’ERO, elle les produirait en deux sites de 

production: les complexes I et III (García, 2005).   

La xanthine oxydoréductase (XOR) est une enzyme qui génère les ERO en réduisant 

l’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique, l’oxygène moléculaire agit comme 

un accepteur d’électrons produisant ainsi l’anion superoxyde. La XOR joue un rôle cruciale 

dans la génération de l’O2
•-
 et de H2O2 (O’Mahony et al., 2013). 
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              2    2                                          2
•-      

 

Cette enzyme est présente dans le sang, les cellules endothéliales des capillaires  sanguins et 

de façon très importante dans le foie et les intestins. La localisation cellulaire de la xanthine 

oxydase est principalement cytoplasmique (Quiney et al., 2011). 

L'hyperuricémie est la pathologie la plus citée impliquant la XOR, c'est un état pathologique 

qui résulte de la surproduction (par XOR) ou l'excrétion (troubles des tubules rénaux) d'acide 

urique qui forme des cristaux microscopiques insolubles dans les vaisseaux capillaires des 

articulations. Ces cristaux provoquent une inflammation et une douleur aiguë , caractéristique 

de l'arthrite goutteuse aiguë (Jetanalin et Lee, 2013 ; Newcombe, 2013). L’inhibiteur le plus 

important de la XOR est l’allopurinol qui a montré une activité inhibitrice de la XOR en 

réduisant les taux sériques et urinaires de l’acide urique. Il a été utilisé comme médicament de 

choix pour le traitement de la goûte et de l’hyperuricémie primaire et secondaire. 

L'allopurinol est un analogue de l'hypoxanthine, à faible concentration, est à la fois un substrat 

et un inhibiteur compétitif de la XOR (Hille, 2010 ; Chen et al., 2011). 

L’oxyde nitrique synthase (NOS) est une enzyme représentée par trois isoformes : neuronale 

(nNOS), inductible (iNOS) et endothéliale (eNOS). Les trois isoformes de NOS sont des 

générateurs importants du radical NO• (Dröge, 2002 ; Quiney et al., 2011).  Ce radical serait 

un médiateur utilisé par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages (Del Rio 

et al., 2002). 
 
Il 

 
permet la production d’autres RNS tel que le peroxynitrite ONOO  (Favier, 

2003).  

La lipooxygénase présente une source importante de production d’ERO dans les parois 

vasculaires. Cette enzyme catalyse l’oxydation des acides gras polyinsaturés ou des acides 

gras estérifiés comme les esters de cholestérol et celles trouvées dans les phospholipides pour 
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donner des dérivés d’acides gras hydroperoxydes toxiques pour la cellule (Madamanchi et al., 

2005 ;  Maccarrone, 2008).   

La NADPH oxydase (Nox) est une hémoprotéine formée du cytochrome b558, présent dans 

la membrane plasmique, et d’autres sous unités protéiques présentes dans le cytosol. Elle se 

trouve dans différents types cellulaires; les cellules phagocytaires, les fibroblastes, les cellules 

endothéliales et les cellules de muscles lisses. La NADPH oxydase phagocytaire joue un rôle 

fondamental dans la réponse immunitaire et plus précisément dans la lutte contre les micro-

organismes. En effet, lors de la phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane 

plasmique des phagocytes catalyse la formation d’O2
•-
 (Guzik, 2010 ; Touyz et al., 2010). 

 

  2                                2
•-             

 

Le peroxysome est une source importante de production d’H2O2 cellulaire. cet organite 

contient de nombreuses enzymes  qui le génèrent. Toutefois, il est utilisé comme substrat par 

la catalase peroxysomale afin d’assurer des réactions de peroxydation d’autres substrats. Ces 

réactions sont importantes dans les processus de détoxification présents dans le foie et le rein 

(Sandalio et al., 2013). 

Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre sous leurs formes réduites, sont de 

remarquables promoteurs du processus radicalaires in vitro: ils transforment l’H2O2 en  OH
•
. 

Les destructions cellulaires (hémolyse, cytolyse hépatique) pouvant donc engendrer un stress 

oxydant par la libération  des métaux . La formation du OH
•
, le radical libre le plus réactif, à 

partir du H2O2 en présence de fer ferreux est dite réaction de Fenton (Fontaine, 2007).  

 

 2 2     
2                                  3      -
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2.2.4 Les rôles des ERO  et ERA 

Le paradoxe des ERO et ERA en biologie est qu’ils constituent des espèces extrêmement 

dangereuses susceptibles d’engendrer un nombre considérable de maladies, tout en étant des 

espèces indispensables à la vie. 

2.2.4.1 Rôles physiologiques des ERO 

Selon Dröge (2002), les radicaux libres ont les fonctions physiologiques suivantes 

(Tableau.2):  

Tableau. 2 : Les principaux rôles physiologiques des radicaux libres. 

Espèce Quelques rôles physiologiques 

 

 

 

NO
•
 

- Relaxation des muscles lisses ; 

- Autres fonctions GMPc dépendantes (modulation des fonctions des protéines kinases, 

phosphodiestérases, et des canaux ioniques) ; 

- Activation des MAPK des cellules endothéliales et monocytes ; 

- Protection contre l’apoptose par inhibition de certaines caspases. 

 

 

 

O2
•¯

 

et dérivés 

- Transduction du signal ; 

- Relaxation du muscle lisse ; 

- Activation du NF-κB responsable de l’expression du gène de l’IL-2 ; 

- Activation de la protéine kinase C ; 

-Amélioration des fonctions immunologiques par amplification du signal intracellulaire 

dans les lymphocytes T ; 

- Induction de l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales ; 

- Induction et exécution du phénomène d’apoptose ; 

- Induction de l’expression de la p21; inhibiteur du cycle cellulaire. 

1
O2

 
-Amélioration des fonctions immunologiques des lymphocytes. 
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2.2.4.2 Rôles pathologiques des ERO (cibles des radicaux libres) 

Lors d’un stress oxydant, les ERO non « détoxifiés » par le système antioxydant attaquent et 

endommagent par oxydation les macromolécules contenues dans les cellules, notamment les 

lipides, les protéines, l’ADN… directement à leur contact (Koechlin-Ramonatxo, 2006).  

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de 

l’attaque par le HO
•
. Ce dernier est capable d’arracher un hydrogène sur les carbones situés 

entre deux doubles liaisons. Cette réaction est appelée peroxydation lipidique qui aboutit à la 

formation de nombreux dérivés toxiques. Parmi ces dérivés, le malondialdéhyde ayant une 

demi-vie plus longue que celle des radicaux libres et qui diffuse facilement. Il peut former des 

liaisons avec les bases de l’ADN et est lui-même mutagène, et il provoque aussi une 

augmentation croissante de la perméabilité des membranes cellulaires induisant une altération 

irréversible des propriétés fonctionnelles de la cellule, pouvant aller jusqu’à la lyse complète 

(Fontaine, 2007; Miwa et al., 2008). 

Les protéines sont aussi sensibles aux attaques radicalaires. Les radicaux libres sont capables 

de réagir avec différents acides aminés des chaînes des protéines. Les plus sensibles à leur 

action sont les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine et l’histidine, sur 

lesquels le  OH
•
 s’additionne, modifiant la conformation de la protéine (Schnackenberg, 2002) 

Sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine, 

l’oxydation par les radicaux libres conduit à la formation de ponts disulfures. De nombreux 

enzymes cellulaires et protéines de transport vont ainsi êtres oxydées et inactivées. Les 

protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et deviennent 

beaucoup plus sensibles à l’action des protéases (Dŭračková, 2008). 

L’ADN est une molécule très sensible à l’attaque par les radicaux de l’oxygène. L’attaque 

radicalaire peut entraîner l’oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases 
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modifiées, mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, 

créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de chaine simple 

brin (Fontaine, 2007; Orban, 2007). 

2.2.5 Les antioxydants 

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des ERO est particulièrement fragile. La 

production des ERO est strictement régulée par notre organisme qui a développé des moyens 

de défense antioxydants de protection contre les effets potentiellement destructeurs des ERO.  

Un antioxydant peut être défini comme toute substance capable, à concentration relativement 

faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empêcher 

l’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).  

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup 

d’énergie pour contrôler leurs niveaux d’espèces réactives de l’oxygène. La nature des 

systèmes antioxydants diffère selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve 

dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses antioxydantes de notre 

organisme peuvent se diviser en systèmes enzymatiques et systèmes non enzymatiques 

(Goudable et Favier, 1997). 

2.2.5.1 Les antioxydants enzymatiques 

Il s’agit principalement de trois enzymes ; (i) la superoxyde dismutase (SOD), (ii) la catalase 

(CAT) et (iii) la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire 

sur la cascade radicalaire au niveau du O
2●-

 et du H2O2, conduisant finalement à la formation 

de l’eau et de l’oxygène moléculaire (Lehucher-Michel et  al., 2001). 
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Le Superoxyde dismutase (SOD) : la SOD est une enzyme primaire essentielle qui réagit 

contre les produits toxiques de métabolisme cellulaire, et catalyse la dismutation de l’anion 

superoxyde en H2O2 (Seib  et al., 2006). 

 

Cette enzyme existe sous trois formes selon sa localisation et son cofacteur métallique: une 

forme cytosolique et nucléaire associées aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme 

mitochondriale associée au manganèse (Mn-SOD) et une forme extracellulaire (EC-SOD) 

(Comhair et Erzurum, 2002 ; Bartosz, 2005). La forme Cu/Zn-SOD se trouve aussi dans les 

peroxysomes et dans l’espace intermembranaire mitochondriales (Warner et al., 2004). 

La Catalase (CAT) : la catalase se trouve dans les hématies et dans les peroxysomes de 

nombreux tissus et cellules (Kohen et Nyska, 2002). Cette enzyme catalyse la transformation 

du peroxyde d'hydrogène en eau et oxygène moléculaire (Bartosz, 2005) 

 

La Glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (GR) : Ces deux enzymes 

sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La glutathion peroxydase (GPx) agit 

en synergie avec la SOD puisque sont rôle est d’accélérer la dismutation du H2O2 en H2O et 

O2 et la réduction de divers hydroperoxydes lipidiques. Lors de  cette réaction deux molécules 

de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion disulfure (GSSG) (Sastre et al., 2005; 

Jacquot, 2013). 

Le glutathion disulfure (GSSG) ainsi produit est à nouveau réduit par la glutathion réductase 

(GR) utilisant le NADPH comme donneur d’électron (Mates et al., 1999. Foyer et al., 2008). 

 

2 O2
.-
 + 2 H

+
 H2O2 + O2 SOD 

2 H2O2 
CAT 

2 H2O + O2 

H2O2 + 2 GSH 2 H2O + GSSG   

GPx 

ROOH + 2 GSH ROH + GSSG + H2O 
GPx 
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2.2.5.2 Les antioxydants non enzymatiques 

La Vitamine C est hydrosoluble et localisée dans le cytosol et le fluide extracellulaire, elle 

capte directement l’O2
•-
 et l’OH

-•
 (Comhair  et Erzurum, 2002). Elle empêche l’oxydation des 

LDL produites par divers systèmes générateurs d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) 

(neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase) (Foyer et al., 2008). 

Elle peut aussi réduire le radical α-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la 

vitamine E (Evans, 2000 ; Limbach et Guilland, 2007) 

La vitamine E est constituée de quatre isomères de tocophérol, α, β, γ et δ, avec une activité 

antioxydante variable (Limbach et Guilland, 2007). La forme α est la plus active, elle est 

liposoluble et se fixe à la membrane cellulaire et inhibe la chaîne de réactions de peroxydation 

des lipides en capturant un radical lipidique peroxyle (LOO
°
). Elle devient à son tour un 

radical moins actif que le LOO
°
 et pourra alors être pris en charge par une autre molécule 

antioxydante (Evans, 2000 ; Zelek et al., 2010).  

Les caroténoïdes sont des pigments liposolubles jaunes, orangée à rouge, synthétisés par les 

plantes et les microorganismes. En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoïdes 

sont capables d’inactiver l’oxygène singulet et les radicaux libres en neutralisant l’électron 

non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables (Yeum et al., 2009 ; 

Tanumihardjo, 2013). 

Les polyphénols sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. Ils sont 

largement distribués dans le règne végétal, ont des propriétés antioxydantes, et en particulier 

la classe des flavonoïdes. Les flavonoïdes peuvent agir de différentes façons dans les 

processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des espèces réactives de 

http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/search?facet-author=%22S.+Limbach%22
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/search?facet-author=%22J.-C.+Guilland%22
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/search?facet-author=%22S.+Limbach%22
http://link.springer.com.www.sndl1.arn.dz/search?facet-author=%22J.-C.+Guilland%22
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l’oxygène, par chélation de métaux de transition comme le fer (empêchant ainsi la réaction de 

Fenton) ou par inhibition de l’activité de certaines enzymes responsables de la production des 

ERO comme la xanthine oxydase (Charles, 2013). 

2.3 L’inflammation 

2.3.1 Définition et mécanismes   

L'inflammation est la réponse des tissus vivants, vascularisés, à une agression, son but est 

d'éliminer l'agent pathogène et de réparer les lésions tissulaires. Parfois l'inflammation peut 

être néfaste du fait de l'agressivité de l'agent pathogène, de sa persistance, du siège de 

l'inflammation, par anomalies des régulations du processus inflammatoire, ou par anomalie 

quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans l'inflammation. Ce processus 

comprend des phénomènes généraux, exprimés biologiquement par le syndrome 

inflammatoire et cliniquement par de la  fièvre et une altération de l’état général du  tissu (Das 

et al., 2011). 

La réaction inflammatoire peut être aiguë (quelques minutes à quelques jours) ou chronique 

(semaines, années). Les maladies inflammatoires chroniques sont la troisième cause de 

mortalité, après les affections cardiovasculaires et les cancers. La réaction inflammatoire peut 

être locale (vasodilatation locale, exsudation plasmatique et afflux local de cellules 

inflammatoires au niveau cutané à la suite d'une plaie ou au niveau de la muqueuse 

bronchique dans l'asthme allergique par exemple) ou générale (signes généraux comme la 

fièvre, production hépatique des protéines de la phase) (Dorward et al., 2012). 

Au niveau cellulaire, elle se caractérise par une infiltration leucocytaire. Une inflammation 

aiguë est caractérisée par l’expression et la sécrétion de médiateurs solubles, telles les 

cytokines. Ces dernières activent l’endothélium, la monocouche de cellules en contact du 
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sang. Les étapes de la réponse inflammatoire aiguë sont toujours les mêmes quelque soient le 

stimulus inflammatoire et le tissu enflammé: roulement, adhésion et transmigration des 

leucocytes à travers l’endothélium (Vasson et Reimund, 2007) (Figure. 4).  

 

 

Figure. 4 : L’inflammation aiguë. Le processus inflammatoire aigu est déclenché par l'interaction 

d’organismes pathogènes (A), ou les produits tissulaires (B), avec des récepteurs de 

reconnaissance présents sur les cellules inflammatoires résidentes dans les tissus affectés et les 

cellules épithéliales environnantes. Cela conduit à la libération de différents médiateurs pro-

inflammatoires (C ) conduisant à l'activation des cellules endothéliales (D) , de la perméabilité 

vasculaire (E), l'adhésion des neutrophiles, l'activation et la transmigration (F) ainsi 

l’activation des plaquettes et des monocytes, phagocytose (G) (Dorward et al., 2012). 

 

Le déclenchement et le maintien de l’inflammation,  ainsi que sa diffusion au  niveau du foyer 

initial font appel à plusieurs médiateurs (Tableau 3) : 
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Tableau. 3 :   Rôle des médiateurs chimiques impliqués dans l’inflammation (Cavaillon, 2005) 

Les médiateurs Le rôle  

Les médiateurs chimiques 

Les amines (histamines et sérotonine) libérées par les mastocytes, les polynucléaires basophiles et 

les plaquettes. Elles provoquent la vasodilatation et 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire,  

Les prostaglandines et leucotriènes  l’origine de la vasodilatation, de la douleur et de l’attraction 

locale des polynucléaires et de la fièvre. 

Les molécules d’adhérences permettent le ciblage du foyer inflammatoire par les cellules 

immunitaires.  

Les cytokines elles sont produites par les lymphocytes T et les 

macrophages. Elles agissent sur des récepteurs 

membranaires de manière autocrine (de la cellule 

productrice), paracrine (cellule proche) ou endocrine (cellule 

à distance).Elles peuvent être pro-inflammatoires 

(interleukine (IL) : IL-1β, IL-6, ou le TNFα) ou encore anti-

inflammatoires (IL-10).  

2.3.2 Les pathologies inflammatoires  

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées à des mécanismes considérés comme 

dysimmunitaires. Ces affections récemment regroupées sous le terme d'IMID (Immune 

Mediated Inflammatory Diseases) comprennent trois grandes entités nosologiques : (1) les 

maladies auto-immunes systémiques (non spécifiques  d'organe) et localisées (spécifiques 

d'organe), (2) les maladies auto-inflammatoires, (3) les affections inflammatoires de 

mécanisme indéterminé comprenant, notamment, des affections iatrogènes ou 

paranéoplasiques dont le mécanisme n'est pas auto-immun (Das, 2011). 

2.3.3 Les anti-inflammatoires 

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de synthèses 

du type anti-inflammatoire non stéroïdien (AINS) ou stéroïdien (corticoïdes), médicaments 

largement utilisés mais dont les effets secondaires sont parfois graves, en particulier la 

toxicité sur le système rénal et digestif (irritations digestives pouvant aller jusqu’à l’ulcération 

gastrique) (Das, 2011). 
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2.3.3.1 Les anti-inflammatoires non stéroïdiens  

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) sont des médicaments à propriétés anti-

inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils présentent une grande hétérogénéité 

chimique mais ils ont en commun l’inhibition non sélective de l’enzyme cyclooxygénase 

(COX) (Bidaut-Russel, 2001). Les AINS traditionnels inhibent les deux enzymes capables de 

synthétiser des prostaglandines : la COX-1 et la COX-2. Les prostaglandines produites par la 

COX-1 jouent surtout un rôle physiologique (en particulier la protection gastrique), alors que 

celles produites par la COX-2 sont surtout produites dans des conditions inflammatoires 

(Vonkeman et al., 2008).  

2.3.3.2 Les anti-inflammatoires stéroïdiens  

Les anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS) ou les glucocorticoïdes se sont des dérivés du 

cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires 

chroniques tel que l’arthrite rhumatoïde et les maladies auto-immune (Payne et Adcock, 

2001). L’usage des glucocorticoïdes est associé à de nombreux effets indésirables, le risque 

d'apparition de ces effets s’accroît avec le prolongement de la durée du traitement. Conduisant 

à des troubles aigus tels que l’hypertension artérielle et d’ulcères gastro-duodénaux (Henzen, 

2003). 

2.3.3.3 Les anti-inflammatoires naturelles 

Les effets anti-inflammatoires des polyphénols, qui peuvent être exercées au niveau 

moléculaire, sont dépendants de la structure spécifique des composés polyphénoliques. Les 

fonctions de macrophage, y compris la production de cytokines, peut également être affectée 

par certains flavonoïdes par la modulation de la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) et 

l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS). Plusieurs études expérimentales ont rapporté les 
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effets immunomodulateur des composés polyphénoliques sur l'immunité humorale et 

cellulaire (Neyestani, 2008 ; Madhuri et al., 2008). 

2.4 Les plantes utilisées  

2.4.1 Globularia alypum 

2.4.1.1 L'aspect botanique et systématique 

La plante Globularia alypum  autrement appelée Globulaire est une plante classique 

appartenant à la famille des Globulariacées comprend deux genres dont Globularia et Poskea  

et d’environ trente espèces répandus en Europe et en Afrique du nord (Quezel et Santa, 1963). 

Son nom Globularia fait référence à la forme globuleuse de l’inflorescence et le terme alypum 

vient du grec alypon qui signifie calmer la douleur. Globularia alypum appelée 

communément Tasselgha (Beniston et Beniston, 1984) ; « Chebra », « Chelr'a », « Zerga », 

« zeriga », « zouitna », « alk », « haselra », « oulbarda » (Chograni et al., 2011). Au Maroc 

elle est appelée Ein larneb (Jouad et al., 2002). Le tableau 4 présente la classification 

botanique de la plante. 

Tableau. 4 : Classification botanique d’Anchusa azurea et Globularia alypum (Quezel et Santa, 1963) 

Classification Répartition systématique 

 Anchusa azurea Globularia alypum 

Règne Plantae Plantae 

Classe Magnoliopsida Dicotyledone 

Sous classe Asteridae Asteridae 

Ordre Lamiales Scrophlariales 

Famille Borraginacea Globulariaceae 

Genre Anchuza Globularia 

Espèce Anchusa azurea Mill. Globularia alypum L 

 

Les plantes du genre Globularia sont vivaces arbustes rameux d’environ 60 cm de hauteur 

(30-60cm), à feuilles alternes, dont les fleurs groupées en capitules plus ou moins globuleux 
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entourés de bractées. Les fleures ont une corolle à deux lèvres, la supérieure bilobée souvent 

atrophiée, l’inferieure trilobée. Elles sont en général bleues, à quatre étamines (Leporatti et 

Ghedira, 2009). Les feuilles toutes éparses sur les rameaux, coriaces, persistantes, glauques, 

de forme ovale ou oblongue, atténuées en court pétiole et disposées le long et au sommet des 

tiges  très rameuses en buisson et ordinairement dressées (Figure. 5) (Beniston et Beniston, 

1984) 

  

A B 

Figure. 5 : Aspect morphologique de Globularia alypum (A : plan de la plante, B : sommités 

fleuries)(http://online.marburg.de/biologie/botex/mallorca05/bildgross/Globularia_alypum.jp) 

2.4.1.2 La composition chimique et Activités biologiques 

La littérature mentionne l’isolement et la caractérisation de plusieurs composés de genre 

Globularia. Ce sont essentiellement des flavonoïdes, des polyphénols, des tannins, des 

anthocyanines (Khlifi et al., 2011), glucoside (globularine), résine, mucilages, tanin, choline, 

chlorophylle, acide-cinnamique, acide globularique (Chograni et al., 2011).  

Les iridoides glycosides constituent également des métabolites secondaires du genre 

Globularia. Ils comprennent un cyclopentane et des cycles pyranique. Ces structures sont 

connues pour leurs diverses activités biologiques (Es-safi et al., 2006). 
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Les études montrent que la Globulaire est indiquée comme purgative, sudorifique, dépurative, 

antiseptique, antimycosique, cicatrisante, astringente et diurétique (Bellakhdar et al., 1991; 

Fehri et Aiache, 2010). Des études bibliographiques confirment que les espèces du genre 

Globularia présentent des activités : antituberculose, cytotoxiques, antioxydantes et 

antidiabétique (Skim et al., 1999 ; Jouad et al., 2002; Es-safi et al., 2006 ; Harzellah et al., 

2010). 

2.4.2 Anchusa azurea 

2.4.2.1 L'aspect botanique et systématique 

Anchusa azurea est une plante d’un grand intérêt médical, elle se développe dans le sol 

profond, léger, riche, frais mais bien drainé. Elle est largement distribuée dans la région 

méditerranéenne: le sud de l’Europe et le nord de l’Afrique, en particulier en Algérie et au 

Maroc. Son appellation revient au mot Grec signifiant « visage maquillé » en raison d'un 

colorant rouge extrait de ses racines, qui pouvait servir de base de maquillage à l'époque 

Quezel et Santa, 1963 ; Bonnier et De Layens, 1985). 

Anchusa azurea est une plante vivace à tiges rameuses dressées, de type végétal herbacée. La 

tige dressée est ramifiée plus ou moins abondamment et, comme les feuilles, pourvue d’une 

pilosité plus ou moins dense.  Les feuilles sont de types alternes, simples, entiers ou peu 

sinuées sur les bords. Les feuilles inférieures sont atténuées en pétioles alors que les feuilles 

supérieures sont sessiles. Leur nervation est simple, avec une seule nervure principale, 

centrale. La floraison a lieu d’avril à juillet, selon les régions. Les fleurs bleues, plates et à 

cinq pétales attachés, sont groupées à l'extrémité des rameaux. Les sépales, au nombre de cinq 

sont de couleur vert foncé (Figure. 6), fortement nervurés et relativement étroits, acérés ; ils 

sont indépendants les uns des autres. Les pétales bleus les plus fréquemment, sont liés les uns 
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aux autres. Les pétales portent des écailles saillantes découpées en lanières filiformes. Le fruit 

est un akène formé de quatre parties (une tétrade), renfermant chacune une graine (alors qu'il 

y a cinq carpelles : presque systématiquement, l'un d'entre eux avorte) (Quezel et Santa, 

1963 ; Bonnier et De Layens, 1985). 

La plante est connue encore par plusieurs appellations; (Arabe) : Hamham / Hmiah, (Français) 

: Bourrache bâtarde, Fausse bourrache, Langue-de-bœuf, Langue-d'oie, Buglosse azurée, 

Buglosse d'Italie, (Anglais): Garden Anchusa, Italian Bugloss, Large Blue Alkanet,  

(Espagnol) : Buglossa blava, Llengua bovina, Lengua de bue, Lenguaza, (Italien) : Buglossa 

azzurra, Lingua di bue, Lingua di manzo, Buglossa-volgare, le tableau 4 représente la 

classification botanique de cette plante. 

  

Figure. 6 :  Quelques photos d’Anchusa azurea. 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Anchusa_azurea_flor.jpg 

2.4.2.2 La composition chimique et activités biologiques 

La littérature mentionne l’isolement et la caractérisation de plusieurs flavonols glycosylés: 

astragaline, isoquercitrine, rutine, kaempferol 3-O-a-rhamnopyranosyl et un acide phénolique: 

l'acide rosmarinique (Kuruüzüm-uz et al., 2011) 
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Les applications de la plante entière sont très vastes, généralement Anchusa azurea est 

récoltée en fleurs et séchée pour une utilisation ultérieure comme ; antitussive, dépurative, 

diurétique et sudorifique, de plus les différentes parties de la plante ont été appliquées dans la 

médecine traditionnelle pour le traitement de la variole et la rougeole. La poudre d’herbes 

séchées est appliquée comme cataplasme dans le traitement de quelques inflammations, alors 

que  les racines fraiches de toutes les espèces Anchusa (souvent appelé orcanette) sont utilisés 

soit comme colorant rouge ou dans les pommades à usage externe pour le traitement des 

plaies et des brulures. Au contre partie la plante contient des alcaloïdes qui peuvent avoir un 

effet paralysant et cancérigène (Little, 1984).  
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3.1 Matériel 

3.1.1 Matériels biologiques  

Les souches bactériennes : Les souches bactériennes suivantes sont utilisées dans notre 

recherche : 

 Les bactéries à Gram-négatif: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia 

coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Acinetobacter baumannii 

ATCC 19606, Citrobacter freundii ATCC 8090, Proteus mirabilis ATCC 35659 et 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.  

 Les bactéries à Gram-positif: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus 

ATCC 10876, Enterococcus faecalis ATCC 49452 et Lysteria  monocytogenes ATCC 

15313. 

Ces souches bactériennes proviennent du Laboratoire des Substances Naturelles de 

l'Université de Tlemcen. Elles sont conservées dans le milieu MHB (Muller Hinton Broth) 

additionné de 10% (V/V) de glycérol à -20°C. 

Les animaux : L’étude in vivo a été réalisée sur des souris mâles, Swiss albinos dont le poids 

varie entre 25 et 30 g, procurés aux prés de l’Institut Pasteur d’Alger. Ces souris sont utilisées 

après une période d’adaptation de 7 jours, elles ont eu accès libre à l’eau et à la nourriture 

standard fourni par l’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) de Bejaia.  

Les plantes: La récolte du Globularia alypum a été effectuée le mois de juin 2011 dans la 

commune de Ouled Si Ahmed (Sétif). La récolte d’Anchuza azurea a été effectuée le mois de 

juin 2011 dans la région de Ben Daoud (Wilaya de Bordj-Bou-Arreridj). L'identification 

d’Anchuza azurea a été faite par Pr. Laouer H, Laboratoire des Substances Naturelles, 

Université de SETIF. 
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3.1.2 Réactifs chimiques 

Tous les produits chimiques utilisés proviennent de chez Sigma, Fluka et prolabo. La xanthine 

oxydase d’origine bactérienne et la β-lactamase de type pénicillinases de Bacillus cereus 

proviennent de Sigma. 

3.2 L'extraction et analyse des extraits 

3.2.1 La préparation et le fractionnement de l’extrait brut  

Les parties aériennes des deux plantes utilisées sont préalablement nettoyées et broyées et 

additionnées dans un mélange méthanol/eau (85%), sous agitation douce pendant une nuit à 

température ambiante. L’extrait hydroalcoolique est récupéré dans un premier temps après 

filtration, le méthanol est éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans un 

rotavapeur (BÜCHI), permettant ainsi d’obtenir un extrait brut (EBr). 50 ml de cet extrait sont 

séchés afin de déterminer leur valeur en matière sèche ainsi que le rendement d’extraction. Le 

volume restant  sera fractionné ultérieurement. Selon la méthode de Markham (1982), en 

utilisant une série de solvants à polarité croissante, l’extrait brut est initialement mélangé avec 

l’hexane (1V/V), cette étape est refaite plusieurs fois avec renouvellement du solvant jusqu’à 

ce qu’il devienne transparent. L’hexane est par la suite évaporé et l’extrait résultant est 

considéré comme étant la fraction de l’hexane (EHx). La phase inférieure est soumise à un 

autre fractionnement par le chloroforme pour donner l’extrait du chloroforme (ECh), et enfin 

par l’acétate d’éthyle pour donner la fraction de l’acétate d’éthyle (EAc). Le raffinat qui en 

résulte représente la fraction aqueuse (EAq) résiduelle qui est également soumise à un 

séchage et conservés avec les autres extraits.  
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3.2.2 Le dosage des composés phénoliques  

La teneur en composés phénoliques des différents extraits est estimée selon la méthode de 

Folin-Ciocalteau  (Li et al., 2007). Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin 

de la mixture phosphotungstique (WO4
2-

) phosphomolybdique ( MoO4
2-

) de réactif de Folin-

Ciocalteau par les groupements oxydables des composés phénoliques, conduisant à la 

formation de produits de réduction de couleur bleu. Ces derniers présentent un maximum 

d’absorption à 765 nm dont l’intensité est proportionnelle à la quantité de polyphénols 

présents dans l’échantillon. En effet, 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteau est ajouté à 200 µl 

d’extrait ou standard (préparé dans le méthanol ou l’eau distillée) avec des dilutions 

convenables. Après 4 min, 800 µl d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont 

additionnés au milieu réactionnel. Après 2 h d’incubation à température ambiante, 

l’absorbance est mesurée à 765 nm. La teneur  en polyphénols totaux est estimée  à partir de 

l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0-160 µg/ml) 

et est exprimée en µg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (µg EAG/mg 

d’extrait) (Figure. 7). 
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Figure. 7 : Droite d'étalonnage de l'acide gallique (moyenne ± SD de trois essais). 

3.2.3 Le dosage des flavonoïdes 

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier les 

flavonoïdes dans les extraits. La méthode consistait à ajouter 1 ml d’extrait ou standard à 1 ml 

de la solution d’AlCl3 (2% dans le méthanol). Après 10 minutes de réaction, l’absorbance est 

lue à 430 nm. La teneur en flavonoïdes est déduite à partir d’une gamme d’étalonnage établie 

avec la quercétine (0-40 µg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine 

par milligramme d’extrait (µg EQ/mg d’extrait) (Figure. 8). 

 

Figure. 8 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne ± SD de trois essais). 

 

3.3 L’activité antibactérienne  

Cette partie vise à évaluer le potentiel antibactérien des extraits et leurs effet synergique avec 

un antibiotique "la Gentamicine" et enfin déterminer l'effet inhibiteur de ces extraits sur les β-

lactamases. 
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3.3.1 L'inhibition de la croissance bactérienne 

L’activité antimicrobienne des différents extraits obtenus a été déterminée sur plusieurs 

souches bactériennes en utilisant la méthode des disques, son principe est basé sur la diffusion 

des substances testées du disque vers le milieu de culture solide. Une suspension bactérienne 

d’une opacité de 0.5 Mc Farland (absorbance de 0.08-0.1 à 625 nm) est préparée à partir 

d’une culture jeune (18 heures). Un inoculum de cette suspension est ensemencé sur des 

boites de pétri contenant la gélose Mueller Hinton. L’ensemencement est effectué par 

écouvillonnage, le frottement de l’écouvillon sur la même boite de pétri a été répété à trois 

reprises en tournant à chaque fois la boite d’un angle de 60°. Une fois l’ensemencement est 

effectué, des disques de 6 mm de diamètre sont déposés sur la surface de la gélose 

ensemencée et imprégnés de 10 µl de l’extrait (100 mg/ml). Deux autres disques imprégnés 

avec de l'eau distillée et le DMSO sont utilisés comme contrôle négatifs. La gentamicine 

« antibiotique de référence » est utilisée comme standard. Après une incubation de 24 heures 

à 37°C, les diamètres des zones d’inhibition produites par les extraits étudiés sont mesurés, 

plus le diamètre d’inhibition est grand, plus l’activité antimicrobienne est importante (Rahal, 

2005). 

3.3.2 L’activité antibactérienne synérgique  

En raison de la nature peu toxique des flavonoïdes, la combinaison des antibiotiques et des 

flavonoïdes est une nouvelle stratégie potentielle de développement d’une nouvelle thérapie 

antiinfectioncieuse. Il s’agit du même protocole décrit dans la partie 2.3.1 (Rahal, 2005), 

seulement les disques d’antibiotique de Géntamicine sont imprégnés avec 10 µl d'extraits des 

deux plantes (100 mg/ml).  



Matériel et méthodes 

37 

3.3.3 Le test d’inhibition enzymatique des β-lactamases 

Les flavonoïdes ont une fonction 4-oxo semblable à celle de l’acide clavulanique et la 

pénicilline. De ce fait,  on a pensé d’évaluer l’effet inhibiteur des flavonoïdes et polyphénols 

extraites à partir des plantes sur une β-lactamase de type pénicillinases de Bacillus cereus. 

L’activité enzymatique est testée en présence de quatre concentrations croissantes de chaque 

extrait.   

Les extraits des plantes sont traités avec l'albumine sérique bovine afin d'éliminer les tannins 

et donc éviter l’inhibition des β-lactamases suivant la méthode de Berboucha et ses 

collaborateurs  (2010). Le mélange est préparé par 2 ml d'une solution de sérum albumine 

bovine et 1 ml (1 mg/ml) d'extrait. Le mélange est incubé pendant 24 heures à 4°C. Après 

centrifugation à 3000 g pendant 15 minutes, le précipité est éliminé et le surnageant obtenu 

est utilisé pour les tests d'activité. 

Les tests d’inhibition sont réalisés dans des plaques de 96 puits selon la méthode de Yang et 

ses collaborateurs (2010) avec quelques modifications. Les tests d’inhibition sont réalisés en 

présence de volume réactionnel final de 200 µl dans un tampon phosphate (0,1 M, pH 7). 10 

µl d’enzyme est préincubée avec la solution d’inhibiteur pendant 10 minutes à 25°C. La 

réaction est initiée par l’addition de 10 µl de nitrocéfine (250 µM), puis l’augmentation de 

l’absorbance à 482 nm est suivie. Les vitesses initiales d’hydrolyse en µmol/min sont 

calculées et le pourcentage d’inhibition est déterminé en suivant la formule: (Vit -Vie /Vit) x 

100 (Vit : l'activité de l’enzyme dans le puits témoin, Vie : la vitesse initiale de l'enzyme dans 

le puits contenant l'extrait de plante). 
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3.4  L’activité antioxydante in vitro 

Les extraits sont testés pour évaluer leur capacité antioxydante, deux différents tests 

d’évaluation sont utilisés, à savoir le test du DPPH qui permet de déterminer l’effet 

scavenger, le système β-carotène/acide linoléique qui détermine le pouvoir réducteur. 

3.4.1 L'effet scavenger du radical DPPH  

L’activité anti-radicalaire des différents extraits est déterminée en utilisant le DPPH comme 

un radical libre relativement stable selon le protocole décrit par Boumerfeg et ses 

collaborateurs (2009). Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrayl 

ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine, dont l'intensité 

de la couleur est inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le 

milieu à donner des protons. En effet, la solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 

mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. 50 μl des solutions d’extraits ou standards 

(quercétine, rutine, BHT) sont ajoutés à 1250 μl DPPH, le mélange est laissé à l’obscurité 

pendant 30 min et la décoloration par rapport au contrôle négatif contenant uniquement la 

solution de DPPH est mesurée à 517 nm. L’activité anti-radicalaire est estimée selon 

l’équation ci-dessous : 

% d’activité anti-radicalaire = [(Abs517 contrôle–Abs517 échantillon) / Abs517 contrôle] x 100 

Les concentrations des antioxydants standards (Quercétine, Rutine et BHT) sont comprises 

entre 0 à 400 μg/ml.  La concentration inhibitrice de 50% de l’activité du DPPH (IC50) 

exprimée en µg/ml de chaque extrait est calculée et comparée avec celle du BHT. 
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3.4.2 Le test de blanchissement de la β-carotène/acide linoléique 

Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits est déterminée en mesurant l’inhibition de 

la dégradation oxydatif de la β-carotène (décoloration) par les produits d’oxydation de l’acide 

linoléique selon la méthode décrite par Aslan et ses collaborateurs (2006). L’émulsion de β-

carotène /acide linoléique est préparée par solubilisation de 0.5 mg de β carotène dans 1 ml du 

chloroforme, 25 μl de l’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont additionnés, le 

chloroforme est complètement évaporé au rotavapeur. Par la suite, 100 ml d’eau distillée 

saturée en oxygène est ajouté, l’émulsion résultante est agitée vigoureusement. 350 μl de 

solution d’extraits ou d’antioxydants de référence (BHT) solubilisés dans du méthanol (2 

mg/ml) sont additionnés à 2.5 ml de l’émulsion précédente. 

La cinétique de décoloration de l’émulsion en présence et en absence d’antioxydant (contrôle 

négatif dans lequel l’échantillon est remplacé par 350μl de méthanol) est suivie à 490 nm à 

des intervalles de temps réguliers (1, 2, 3, 4, 6, 24 et 48 heures). Le pourcentage de l’activité 

antioxydante relative des extraits (AA%) est calculé selon l’équation suivante : 

AA% = Abs t=24h (échantillon)/ Abs t=24h (BHT) *100 

3.5 L’activité anti hémolytique 

La résistance des érythrocytes prétraités par les extraits des plantes et un attaque radicalaire 

est évaluée selon le protocole décrit par Takebayashi et ses collaborateurs (2010) avec 

quelques modifications en remplaçant le radical AAPH [2,2'-azo-bis (2-amidinopropane) 

HCl] par le tert-butyle hydroperoxyde (T-BHP) (Dwight et Hendry, 1996). Le sang des souris 

utilisé dans ce test est obtenu par décapitation. Le sang est collecté dans un tube hépariné, 

puis dilué dans un tampon phosphate (300 mOs, pH 7.4) pour obtenir un hématocrite de 2%. 
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L’attaque radicalaire est induite par l’addition du T-BHP (166 µM) à la suspension 

érythrocytaire préalablement incubée (15 min) avec les extraits du l’EBr, ECh, EAc, et EAq 

des deux plantes, pour chaque extrait, quatre concentrations ont été testées: 10.59, 21.18, 

42.37, 84.74 µg/ml, la vitamine C est utilisée comme standard. Après trois heures 

d’incubation avec le T-BHP  à 37
°
C, la cinétique de disparition progressive des hématies est 

suivie par la mesure dynamique de la diminution de l’absorbance à 620 nm, La résistance du 

sang à l’attaque radicalaire est exprimée par le temps nécessaire à la lyse de 50% des 

érythrocytes (Half-Hemolysis Time; HT50). Les résultats sont exprimés sous forme de 

moyenne HT50 ± SEM (n= 5). 

3.6 L’activité antioxydante in vivo 

Dans le but de choisir une bonne dose thérapeutique non toxique, la DL50 a été déterminée. 

Les activités antioxydantes des extraits par la suite sont confirmées in vivo chez les souris par 

l’administration  d'extrait pendant 21 jours. La capacité antioxydante totale du sang a été 

évalué en déterminant les HT50, la capacité antioxydante plasmatique a été également 

déterminée en utilisant le test de piégeage du radical DPPH et FRAP. 

3.6.1 La toxicité aigue « Détermination de la DL50 »  

La toxicité aigue se manifeste rapidement après une prise unique d'extrait brute ou à court 

terme après plusieurs prises rapprochées. L'objectif recherché est de décrire les symptômes 

observés, y compris les phénomènes locaux et fournis, l’indication de la DL50. L’étude sur les 

souris de laboratoire est effectuée sur un nombre homogène d’animaux (n= 10), la durée de 

l’observation des animaux est déterminé par l’expérimentateur pendant 14 jours (Diallo, 

2005). 
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La dose létale 50 (DL50) est la dose d’une substance chimique qui, administrée aux souris, 

provoque la mort de la moitié d’entre eux; elle peut être déterminée selon plusieurs méthodes 

(Dupont, 1970). Dans notre approche, nous avons appliqué l’analyse par la méthode de 

probits (méthode des moindres carrés, Méthode de Finney) en utilisant le logiciel stat PLUS 

5.8.0.0, 2009 (Abu sitta et al., 2009) pour déterminer la DL50 des deux extraits de plantes 

Anchusa azurea et Globularia alypum. Le principe de cette technique consiste à administrer 

des doses croissantes de substance à des lots de souris de masses uniformes, la dose 

administrée est exprimée en mg/kg de masse corporelle des animaux et la différence entre les 

doses voisines doit être constante. Pour chaque lot, on note le pourcentage de mortalité dans 

l’heure qui suit ou au bout du temps imparti.  

La DL50 permet de mesurer la toxicité d'une substance et d'établir des classes de toxicité. En 

général, plus la DL50 est petite, plus la substance est toxique (Oduola et al., 2007). Les souris 

préalablement mis à jeun pendant 24 heures sont regroupés par lot de 10 pesants entre 25-30 

g. Les doses utilisées sont : 0, 300, 350, 400 et 450 mg/kg d’extrait brut méthanolique des 

deux plantes étudiées. Les extraits  ont été administrés aux souris  par voie intra péritonéale, 

le lot témoin n'a reçu que du NaCl 9 ‰. Par la suite, les symptômes possibles sont observés 

ainsi que le nombre de morts au bout du temps imparti (les premières 15 min ensuite la 1
ère 

h, 

2h, 24h, 72h jusqu’au 14
ème 

jour).  

3.6.2 L'effet sur la capacité antioxydante totale du sang 

Des souris mâles, Swiss albinos, adultes de poids variant entre 25 et 30 g, sont répartis selon 

l’homogénéité de leurs poids en plusieurs lots expérimentaux de 9 à 10 animaux chacun.  

L’administration des extraits s'est faite par injection intrapéritoniale quotidiennement durant 

trois semaines. Pour Anchusa azurea : 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Toxicit%C3%A9
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 Group témoin (CNTL) : ces souris ont reçu un volume d’une solution d'eau 

physiologique  9‰, 

 Groupe (VIT C): ces souris ont reçu une dose de 50mg/kg de vitamine C, 

 Groupe (EBr-D1): ces souris ont reçu une dose d’EBr de 100 mg/kg, 

 Groupe (EBr-D2): ces souris ont reçu une dose d’EBr de 200 mg/kg. 

Pour Gobulria alypum, les souris sont réparties en 5 groupes :  

 Groupe témoin (CNTL): ces souris ont reçu un volume d’une solution d'eau 

physiologique  9‰, 

 Groupe (VIT C): ces souris ont reçu une dose de 50 mg/kg de vitamine C,  

 Groupes (EBr), (EAc) et (EAq) : ces souris ont reçu une dose de 100 mg/kg d' EBr, 

EAc et EAq, respectivement. 

Le prélèvement sanguin est réalisé sur les souris anesthésiées par l’éther diéthylique. Au cours 

de chaque prélèvement, un aliquote de sang total est transféré immédiatement vers un autre 

tube contenant le tampon phosphate (300 mOs, pH 7.4) afin d’obtenir un hématocrite de 2%. 

Ce sang est utilisé pour évaluer la capacité anti oxydante totale. La quantité du sang restante 

est centrifugée à 1500 g pendant 5 min à 4°C. Le plasma obtenu est aliquoté et conservé à -

20°C jusqu'à son utilisation pour le test du DPPH et FRAP. 

La capacité anti oxydante totale du sang est mesurée suivant le protocole décrit par 

Takebayashi et ses collaborateurs (2010) avec quelques modifications (Manna et al., 2002). 

Le sang obtenu précédemment (hématocrite de 2%) est soumis à une attaque radicalaire par 

l’addition du T-BHP à la suspension érythrocytaire. La cinétique de disparition progressive 

des hématies est suivie à 37°C par la mesure de la diminution de l’absorbance à 620 nm. La 

résistance du sang à l’attaque radicalaire est exprimée par le temps nécessaire à la lyse de 
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50% des érythrocytes (HT50). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne HT50 ± 

SEM. 

3.6.3 L'effet sur la capacité antioxydante plasmatique vis-à-vis du radical DPPH 

Dans ce test, la capacité du plasma à piéger le radical DPPH a été évaluée selon la méthode de 

Hasani et ses collaborateurs (2007) avec quelques modifications, en se basant sur le même 

principe que celui du test de DPPH effectué précédemment in vitro. Brièvement, un volume 

de plasma est additionné à la solution méthanolique de DPPH (2.4 mg/100 ml de méthanol). 

Après 30 min d’incubation à l’obscurité suivie d’une centrifugation, l’absorbance à 517 est 

mesurée. Le pouvoir antioxydant plasmatique est ensuite calculé selon l’équation ci-dessous : 

% d’activité anti-radicalaire = [(Abs517 contrôle–Abs517 échantillon) / Abs 517contrôle] x 100 

3.6.4 Le pouvoir réducteur plasmatique évalué par la technique de FRAP 

L’essai Ferric Reducing/Antioxidant Power (FRAP) est réalisé selon la méthode décrite 

initialement par Benzie et Strain (1996) et modifiée par Pulido et ses collaborateurs (2000). 

Cette méthode mesure le pouvoir réducteur des antioxydants présents dans un mélange par 

leur capacité de réduire le tripyridyl-triazine ferrique (Fe
3+

-TPTZ) en ferreux (Fe
2+

-TPTZ) à 

pH acide. Une solution fraîche du réactif FRAP est préparée par mélange de 2,5 ml de la 

solution du TPTZ (10 mM dans 40 mM HCl) avec 2.5 ml du FeCl3.6H2O (20mM) et 25 ml du 

tampon acétate (300 mM d’acétate de sodium, pH conduit à 3,6 par l’acide acétique). 300 µl 

du réactif FRAP, préalablement incubé à 37°C, sont mélangés avec 30 µl d’eau bi-distillée et 

10 µl de sérum. L’augmentation de l’absorbance à 593 nm est ensuite suivie pendant 30 

minutes à 37°C. Une gamme du FeSO4.7H2O (étalon réducteur) entre 0 et 2000 µM est 

utilisée pour calculer les valeurs FRAP des extraits et des antioxydants standards (Figure. 9). 

La valeur FRAP est exprimée en mM du FeSO4.7H2O/ 10 µl de sérum. 
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Figure. 9 : Les courbes d'étalonnage de FeSO4.7H2O. 

 

3.7 L’activité antiinflammatoire utilisant PMA  

L'effet anti-inflammatoire est évalué selon la méthode de Garrido et ses collaborateus  (2004) 

sur des souris mâles adultes (25-30 g). 4 mg/oreille des PMA (phorbol myristate acétate) dans 

20 µl de DMSO, est appliqué sur la surface de l'oreille gauche de chaque souris. L'oreille 
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droite (contrôle) a reçu le véhicule (20 µl DMSO). L’EBr est administré 1heure avant 

l'application du PMA. Les souris sont réparties en quatre groupes :  

 Un groupe contrôle négatif « témoin »: ces souris ont reçu un volume d’une solution 

d'eau physiologique  9‰, 

 Un groupe contrôles positif « le Diclofénac »: ces souris ont reçu une dose de (10 

mg/kg) d’un anti-inflammatoire de référence « le Diclofénac »,  

 Un groupe EBr-AA: ces souris ont reçu une dose  de d’extrait méthanolique 

d’Anchusa azurea de 100 mg/kg, 

 Un groupe EBr-GA: ces souris ont reçu une dose  de d’extrait méthanolique de 

Globulria alypum de 100 mg/kg, 

Six heures après l'application du PMA, les souris sont tués par dislocation cervicale et un 

disque de 6 mm de diamètre de chaque oreille est enlevé et pesé. L’Œdème de l'oreille est 

calculé par la soustraction du poids de l'oreille gauche (véhicule) de l'oreille droite (traitée), et 

est exprimé en poids de l'œdème. Le pourcentage d'inhibition est exprimé comme une 

réduction en poids par rapport au groupe témoin. 

Réalisation des coupes histologiques : Les disques de  chacune des deux oreilles sont fixés 

dans le formol 10% pendant une semaine. Les étapes suivantes : inclusion, coupure et 

coloration sont effectuées au niveau du laboratoire d'anatomie pathologique, CHU de Sétif. 

Les échantillons sont déshydratés par passage dans trois bains successifs d'éthanol (70 - 75°, 

90 - 95° et 100°) pendant 30 min, puis éclaircies dans le toluène pendant 20 min et inclus dans 

la paraffine (deux bains de 2 heures pour chacun). Cette opération est automatisée à l’aide 

d’un appareil, TISSUE-TEK® II). L'inclusion définitive est ensuite réalisée dans des moules 

métalliques. Les blocs de paraffines obtenus sont ensuite coupés par microtome (LEICA RM 
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2145). Les coupes de 5 µm d'épaisseur sont étalées sur des lames et séchées pendant une 

heure à 37°C, réhydratées, colorées à l'hématoxyline-éosine (Bensalem-Bendjelloul, 1998).  

3.8 Le test d’inhibition enzymatique de la XO 

3.8.1 L'évaluation de l’effet inhibiteur des extraits sur l’activité du XO 

L’activité de la xanthine oxydase (XO) est déterminée par méthode colorimétrique en suivant 

la production de l’acide urique à 295 nm (εacide urique= 9600 M
-1

cm
-1

, Bray, 1975) en présence 

de 100 µM de xanthine dans le tampon phosphate (Baghiani et al., 2003). 

Les solutions des différents extraits sont préparées dans le DMSO (2% dans le volume 

réactionnel final). L'allopurinol est utilisé comme control positif. Les extraits ont été utilisés à 

des intervalles de concentrations différents. L’activité inhibitrice des différents extraits est 

exprimée en pourcentage d’inhibition calculé ainsi : 

% inhibition = (A-B/A) × 100 ((A): l’activité de l’enzyme en absence de l'inhibiteur, (B)  

l’activité de l’enzyme en présence de l’inhibiteur). 

Les IC50 (dose qui inhibe 50% de l’activité enzymatique) des extraits testés sont déterminées 

par la méthode du Logit à partir de la courbe de régression linéaire établie par la 

transformation linéaire dite « Logit-Log probit ». 

3.8.2 La détermination du type d’inhibition 

L’ensemble des cinétiques enzymatiques des substrats et inhibiteurs sont réalisées par une 

méthode spectrophotométrique utilisant un spectrophotomètre UV-visible (UV-visible 8500). 

L’activité enzymatique est mesurée en suivant la production de l’acide urique à 295 nm (ε acide 

urique = 9600 M
-1

cm
-1

) en présence de concentrations croissantes du substrat et inhibiteurs. 
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Les paramètres cinétiques sont déterminés par la représentation de Lineweaver-Burk grâce au 

logiciel « SIGMAPLOT 12.5 » auquel le module « Enzyme Kinetics 1.1 » a été ajouté. Les 

tests d’inhibition sont réalisés en présence de concentrations croissantes de la xanthine (10 à 

120 µM) et de concentration croissante d’inhibiteur. Le volume réactionnel final est de 500 µl 

dans le tampon phosphate 50 mM, pH 7.4. Les vitesses initiales de la réaction en µmol/min 

sont calculées et le type d’inhibition est déterminé. La valeur de l’activité enzymatique est la 

moyenne de trois mesures ± SD. L’allopurinol, quercétine et catéchine sont utilisés comme 

contrôle positifs. 

3.8.3 L'effet hypouricémique des extraits 

Des souris mâles adultes et de poids variant entre 25 et 30 g sont répartis selon l’homogénéité 

de leurs poids en 7 lots expérimentaux de 8 à 9 animaux pour  chacun. L’induction de 

l’hyperuricémie est faite par l’injection intrapéritoniale de 200 mg/kg de potassium oxonate. 

Après une heure, les extraits sont administrés par voie intrapéritonéale (100 mg/kg). Les 

souris sont réparties en 7 groupes :  

 Groupe 1 (Témoin) : groupe normal non traité à qui on a injecté le véhicule (l’eau 

physiologique).   

 Groupe 2 (OP): groupe a été  injecté par l’oxonate de potassium. 

 Groupe 3 (OP + allopurinol): groupe a été injecté par l’oxonate de potassium puis 

traité par 10mg/kg d’allopurinol.  

 Groupe 4 (OP + EBr): groupe a été injecté par l’oxonate de potassium puis traité par 

100 mg/kg d’EBr.  

 Groupe 5 (OP + ECh): groupe a été injecté par l’oxonate de potassium puis traité par 

100 mg/kg d’ECh. 

https://www.google.fr/search?q=hypo+uric%C3%A9mique&spell=1&sa=X&ei=cAhLUsCXFOWuyQG4kIGwCg&ved=0CCwQBSgA
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 Groupe 6 (OP + EAc): groupe a été injecté par l’oxonate de potassium puis traité par 

100 mg/kg d’EAc et 

 Groupe 7 (OP + EAq): groupe a été injecté par l’oxonate de potassium puis traité par 

100 mg/kg d’EAq. 

Le prélèvement sanguin est réalisé après 1 heure de traitement sur des souris anesthésiées. Le 

sang est recueilli dans un tube hépariné, puis centrifugé à 1500 g pendant 5 minutes. Le sérum 

obtenu est conservé à - 20°C jusqu’à usage. 

Les foies de chaque groupe sont récupérés, rincés avec un tampon saliné et homogénéisé dans 

un tampon phosphate (50 mM, pH 7.8) et centrifugé à 8000 g pendant 15 min à 4 °C.  Le 

surnageant est utilisé pour le dosage d’acide urique (Shi-Fu et al., 2007 ;  Huang et al., 2011). 

Dosage de l’acide urique : La concentration de l’acide urique du sérum et le surnageant du 

foie est déterminée. Ces dosages sont réalisés au niveau du Laboratoire Central de l’Hôpital 

Universitaire de Sétif (CHU) en utilisant un automate Bechman et des kits achetés auprès de 

spinreact Diagnostics. 

L'évaluation de la fonction rénale: Les sérums sont utilisés aussi pour l'évaluation de la 

fonction rénale, l’urée et la créatinine sont mesurés en utilisant un automate de et des kits 

achetés auprès de spinreact Diagnostics. 

3.9   Les analyses statistiques 

Les valeurs ont été en général exprimées en moyenne  SEM. Les résultats des différents tests 

sont analysés par le test t de Student pour les comparaisons simples, et ANOVA univariée 

suivie du test de Dunnett et Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination des 
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taux de signification. La comparaison des moyennes et des variances est déterminée grâce au 

logiciel « Graphpad Prism » version 5.0.   
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4.1 L'extraction et l'analyse des extraits 

La méthode d’extraction suivie (Markham, 1982) est recommandée pour l’extraction des 

polyphénols et des flavonoïdes. L’extraction est effectuée en deux grandes étapes, la première 

est une extraction par un mélange hydroalcoolique (méthanol/eau) pour obtenir initialement 

l’extrait brut contenant les biomolécules totaux. La deuxième étape de fractionnement est 

réalisée par une série de solvants à polarité croissante (hexane, chloroforme, acétate d’éthyle) 

permettant ainsi de séparer les composés de l’extrait brut selon leur degré de solubilité dans 

les solvants d’extraction.  

L’utilisation de différents solvants, à polarités différentes, a permis de séparer ces composés 

selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction et donc selon leur degré de 

glycosylation. L'extrait méthanolique (EBr) peut contenir des flavonoïdes, des aminoacides, 

des terpènes, des cires et des tannins. L'extrait d'hexane (EHx) qui est en générale constitué de 

lipides et de flavonoïdes aglycones hautement méthoxylés, l'extrait chlorophormique (ECh) 

est plus riche en flavonoïdes aglycones, l'extrait d'éthyle acétate (EAc) contient les 

flavonoïdes glycosylés en particulier mono, di et tri-glycosylés et  l'EAq peut être constitué 

des flavonoïdes les plus polaires (di, tri et tétra-glycosylés) (Andersen et Markham, 2006). 

Le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs facteurs à savoir le temps de 

macération, la température, le solvant d’extraction et la nature chimique de l’échantillon (Su 

et al., 2006). Le tableau 5 montre que l’EBr-GA représente le rendement le plus élevé en 

comparaison avec ECh et EAc suivi par EAq. Dans cette recherche, l’EBr-GA  a donné un 

rendement plus élevé (35%) que celui obtenu avec le l'EBr-AA (7%) (Tableau 5). Cette 

différence est probablement due à la nature de la plante utilisée, car les conditions de 

l’extraction (solvant, température et temps) sont les mêmes pour les deux plantes. Il faut 

signaler également que l'EAc-GA et l'EAq-GA représente un rendement très élevé (24% et 

19%, respectivement). 
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Tableau. 5 : Rendements des diverses fractions extraites en pourcentage par rapport au poids total. 

Extraits Anchusa azurea Globularia alypum 

EBr 7.58 ± 0.21% 35.52 ± 3.38% 

ECh 0.108 ± 0.011% 12.91 ± 1.32% 

EAc 1.07 ± 0.11% 24.77 ± 0.35% 

EAq 3.61 ± 0.36% 19.19 ± 0.29% 

Dans le but de caractériser les extraits préparés, un dosage des polyphénols et des flavonoïdes 

est effectué. La méthode de dosages des polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalteau  (Li 

et al., 2007). L’acide gallique est utilisé comme standard et la teneur en polyphénols totaux 

est exprimée en microgramme d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (µg 

EAG/mg d’extrait). Le dosage des flavonoïdes est réalisé selon la méthode au trichlorure 

d’aluminium (Bahorun et al., 1996) en utilisant comme standard la quercétine. La teneur en 

flavonoïdes est exprimée en microgramme d’équivalents de quercétine par milligramme 

d’extrait (µg EQ/mg d’extrait). Les résultats sont représentés dans le tableau 6.  

 

Tableau. 6 : Dosage des polyphénols totaux et flavonoïdes. 

 Anchusa azurea                                                                   Globularia alypum 

Extrait Polyphénols 
(a) 

Flavonoïdes 
(b)

 Polyphénols 
(a) 

Flavonoïdes 
(b) 

EBr 9.94 ± 0.008 1.88 ± 0.43 140.24 ± 4.18 2.64 ± 0.08 

ECh 49.11 ± 0.17 8.98 ± 1.74 81.01 ± 1.91 1.12 ± 0.15 

EAc 60.31 ± 0.70 3.78 ± 0.78 157.74± 5.27 8.56 ± 0.22 

EAq 32.77± .,59 1.32 ± 0.33 100.86 ± 0.76 2.20 ± 0.12 

(a)
  µg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait. 

(b)
  µg d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait. 

Les valeurs représentent la moyenne de 3 à 4 mesures ± SD. 

 

Le dosage des polyphénols dans les différents extraits montre que l’extrait (EAc) est le plus 

riche en polyphénols pour les deux plantes suivi par l’ECh-AA et l’EBr-GA.  La 

détermination des taux de flavonoïdes révèle que l’ECh-AA est le plus riche suivi par l’EAc-

AA. Par contre, l’ECh-GA représente la fraction la plus pauvre, l’EAc-GA est le plus riche en 

flavonoïdes suivis par l’EBr-GA et l’EAq-GA.  
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4.2 L’activité antibactérienne 

4.2.1 L'inhibition de la croissance bactérienne 

L’effet antibactérien des extraits d’Anchusa azurea et Globularia alypum est évalué dans cette 

étude par la technique de diffusion sur l’agar. Les résultats obtenus sont représentés dans le 

tableau 7.  

Tableau. 7 : Activité antibactérienne des extraits d’Anchusa azurea (AA) et Globularia Alypum (GA) 

exprimée par les diamètres des zones d’inhibition en mm, GEN : Gentamicine. (Chaque valeur 

représente la moyenne de trois essais). 

Souches 

Zone d' inhibition (mm) 

EBr- 

AA 

ECh-

AA 

EAc-

AA 

EAq-

AA 

EBr- 

GA 

ECh- 

GA 

EAc- 

GA 

EAq- 

GA 

GEN 

Pseudomonas aeruginosa  

ATCC 27853 
0 0 12  0 15 09 16 10 25 

Escherichia coli 

 ATCC 25922 
0 08 0 0 0 09 10 0 21 

Salmonella typhimurium  

ATCC 13311 
11 11 08 8.5 11 11 12 09 15 

Acinetobacter baumanii  

ATCC 19606   
07 07 08 09 09 12 09 11 11 

Citrobacter freundii  

ATCC 8090 
0 08 09 0 09 08 08 09 13 

Proteus mirabilis  

ATCC 35659 
0 08 11 0 10 09 12 - 24 

Klebsiella pneumoniae  

ATCC 700603 
- 08 09 - - - - 15 09 

Staphylococcus aureus  

ATCC 25923 
10 11 - - 16 13 20 12 33 

Bacillus cereus  

ATCC 10876 
07 09 09 - 08 11 09 - 18 

Enterococcus faecalis  

ATCC 49452 
- 07 10 - - 09 10 - 30 

Lysteria monocytogenes  

ATCC 15313 
- 07 09 - - 07 09 - 11 
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Les extraits ECh-AA et EAc-AA semblent avoir l’effet inhibiteur le plus élevé. Ces extraits 

ont une activité inhibitrice sur presque la totalité des souches. En effet, ces deux extraits ont 

induit des zones d’inhibition d’un diamètre qui varie entre 8 mm et 12 mm. Ces effets sont 

plus faibles que ceux obtenus avec l'antibiotique standard utilisé, à savoir la Gentamicine 

(GEN), qui a donné des diamètres d’inhibition de 11 à 33 mm (Tableau.7). De ces résultats, il 

ressort également que l'EBr-AA a induit des effets inhibiteurs entre 07 mm et 11 mm envers 

quatre souches testées (Tableau.7). L'EAq-AA a montré une activité inhibitrice envers 

uniquement la croissance de Salmonella  typhimurium  et Acinetobacter baumanii. Les 

extraits les plus actifs sont l’EAc sur Pseudomonas aeruginosa avec une zone d'inhibition de 

12 mm, l’ECh-AA sur les souches de Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus avec 

une zone d'inhibition de 11 mm et l’EBr-AA sur Salmonella typhimurium avec une bonne 

zone d'inhibition de 11 mm. Ces différences peuvent être expliquées par le taux élevé en  

principe actif antibactérien. 

L’évaluation de l’effet antibactérien des extraits du GA a montré que l’activité antibactérienne 

exhibée par l’EAc-GA et ECh-GA est plus importante que celle obtenue avec les autres 

extraits. Cependant, l’EBr a inhibé plus de souches bactériennes que l'EAq, qui a donné quand 

même une inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa  

(zone d'inhbition de 15 et 16 mm, respectivement).  

Ces différences semblent indiquer que les extraits ECh et EAc ont un taux plus élevé ou plus 

de principes actifs antibactériens que les autres extraits. Il est à noter que dans la présente 

recherche, les extraits les plus actifs sont: l’EAc-GA et EBr-GA sur Staphylococcus aureus 

(zone d'inhibition de 16 et 20 mm, respectivement), l’ECh-GA sur la souche Acinetobacter 

baumanii. Cet  effet est  plus considérable que celui obtenu avec l'antibiotique  standard à 

savoir la Gentamicine qui a donné un diamètre d’inhibition de 11 mm. L’EAq-GA a présenté 
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une forte activité antibactérienne sur Klebsiella pneumoniae (15 mm) en comparant à la 

Gentamicine qui donne une zone de 09 mm.  

Selon Loziene et ses collaborateurs (2006), l’activité antibactérienne dépend de plusieurs 

facteurs à savoir : l’espèce de la plante, la préparation de l’extrait, le solvant utilisé, et la 

sensibilité des bactéries.  

Les résultats obtenus dans cette recherche ont montré que les extraits EAc et ECh ont un effet 

inhibiteur de la croissance de la plupart des souches bactériennes testé, Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus et Acinetobacter baumanii. La 

polarité du solvant utilisé pourrait être à l’origine de ces résultats.  

En effet, Fernandez-Lopez et ses collaborateurs (2005) ont rapporté que les composés 

responsables de l'action antibactérienne peuvent être les diterpénoïdes phénoliques, qui sont 

les composés principaux de la fraction apolaire des extraits des plantes. Ces composés sont 

hautement lipophile est par conséquent sont extraits par des solvants de faible polarité tel que 

le chloroforme (Albano et Miguel, 2010). Hailu et ses collaborateurs (2007) ont confirmé ces 

résultats,  ils ont montré que  les fractions non polaires d'extraits de plantes (l'éther de pétrole 

et le chloroforme) ont une forte activité antibactérienne par rapport aux fractions relativement 

polaires (l'acétone et le méthanol). Dans d'autres études, parmi les vingt différents solvants 

évalués: le chloroforme est le meilleur solvant pour l'extraction des composés biologiques 

actifs non polaires (Harmala et al., 1992 ; Das et al., 2010). 

Il a été rapporté que cette activité inhibitrice de la plante pourrait être due à la présence et à la 

nature chimique des polyphénols et flavonoïdes. Des études effectuées sur l’activité 

antibactérienne de ces molécules ont montré qu'il n’existe pas une relation claire entre le 

degré d'hydroxylation des flavonoïdes et leur efficacité sur les microorganismes. Selon ces 

études, les flavonoïdes qui n’ont pas un groupement hydroxyle sont plus actifs contre les 
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micro-organismes. Cette constatation appuie l'idée que leur cible microbienne est la 

membrane cytoplasmique, donc le caractère lipophile de ces composés perturbant cette 

structure (Chabot et al., 1992). Cependant, d'autres chercheurs ont mentionné que plus le 

degré d’hydroxylation est élevé, plus l’activité antimicrobienne est remarquable (Sato et al., 

1996).  

La modeste activité des extraits aqueux envers la plupart des souches utilisées pourrait être 

expliquée par le fait que les substances hydrosolubles ne peuvent pas accéder aux substances 

non hydrosolubles des cellules bactériennes. En effet, l'eau est un solvant utilisé pour extraire 

les principes végétaux ayant une activité antimicrobienne plus au moins importante. En 

médecine traditionnels, on utilise principalement l'eau mais l’extraction à partir des solvants 

organiques donne une activité antimicrobienne plus significative (Parekh et al., 2005 ; Das et 

al., 2010). Selon Candan et ses collaborateurs (2003), les substances hydrosolubles exercent 

un effet plus faible comparé à celui des substances non hydrosolubles. Elles n’ont pas la 

même capacité des molécules liposolubles qui s’intercalent dans les membranes des cellules 

bactériennes et les endommager.  

Dans la présente recherche, le profil d'activité antimicrobienne des extraits contre les souches 

testées a indiqué que Staphylococcus aureus est la bactérie la plus sensible de toutes les 

souches. Autrement dit, les bactéries à Gram-positif sont plus sensibles que les bactéries à 

Gram-négatif. Cette différence peut être attribuée à des différences dans les constitutions 

morphologiques entre ces micro-organismes; les bactéries à Gram-négatif ayant une  paroi 

phospholipidique externe portant les composants de lipopolysaccharide. Cela rend la paroi 

cellulaire imperméable à plusieurs substances chimiques antimicrobiennes. Les bactéries à 

Gram-positif sont plus sensibles, ces bactéries ont une couche externe de peptidoglycane qui 

n'est pas une barrière efficace, elle est perméable. Par  contre, les paroi des bactéries à Gram-
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négatif plus complexes que celle des bactéries à Gram-positif agissent comme une barrière 

diffusionnelle et rendent les cellules moins sensibles aux agents antimicrobiens (Nostro et al., 

2000 ; Hailu et al., 2007). Cette différence de sensibilité peut-être due aussi à l’inhibition de 

la pompe à efflux des bactéries à Gram-positif (Hsieh et al., 1998 ; Tegos et al., 2002).  

Plusieurs Recherche (1987-2004) ont suggéré que l’activité antibactérienne des flavonoïdes 

peut être due à ces mécanismes suivant (Tim Cushnie et Lamb, 2011) : 

 L’endommagement de la membrane cytoplasmique causée par la perforation et / ou 

une réduction de la fluidité membranaire, 

 L’inhibition de la synthèse d'acide nucléique provoquée par l'inhibition de la 

topoisomérase, 

 L'inhibition du métabolisme énergétique causée par l’inhibition de l’enzyme NADH-

cytochrome c reductase. 

Récemment (2005-2010), d’autres mécanismes ont été proposé. Plusieurs chercheurs qui 

travaillent sur les  flavonols, flavane-3-ols et les classes flavolan suggèrent qu'ils 

endommagent la membrane cytoplasmique en générant le peroxyde d'hydrogène, ils ont 

montré que ces molécules inhibent le métabolisme de l'énergie (l'inhibition de l’ATP 

synthétase). Ils ont suggéré que les molécules flavane-3-ols et les isoflavones inhibent la 

topoisomérase et/ou dihydrofolate réductase responsable de la synthèse des acides nucléiques. 

Deux nouveaux mécanismes ont été également proposés: il s'agit de l'inhibition de la synthèse 

de la paroi cellulaire (provoquée par l’inhibition D-alanine-D-alanine ligase) et l'inhibition de 

la synthèse de la membrane cellulaire provoquée par l'inhibition de la FabG, FabI, FabZ, 

Rv0636 et KAS III (Tim Cushnie et Lamb, 2011). 
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4.2.2 L’activité antibactérienne synergique avec la Gentamicine  

Dans la présente recherche, les effets antibactérien des combinaisons extraits et antibiotique 

sont présentés dans le tableau 8.   

Tableau. 8 : Activité synergique  des extraits d’Anchusa azurea (AA) et Globularia alypum (GA) 

exprimée par les diamètres des zones d’inhibition en mm. (Chaque valeur représente la moyenne de 

trois essais). 

Souches Zone d' inhibition (mm) 

EBr- 

AA 

ECh-

AA 

EAc-

AA 

EAq-

AA 

EBr- 

GA 

ECh- 

GA 

EAc- 

GA 

EAq- 

GA 

GEN 

Pseudomonas aeruginosa  

ATCC 27853 29(P) 27.5(P) 29(A) 27.5(P) 27(A) 27.5(A) 26(A) 27.5(A) 25 

Escherichia coli 

 ATCC 25922 24.5(P) 23.5(P) 21.5(P) 21(A) 23.5(P) 25(P) 22.5(A) 22(P) 21 

Salmonella typhimurium  

ATCC 13311 22(P) 21(P) 18(P) 19(P) 20.5(P) 20.5(P) 19(A) 18(Ad) 

 

15 

Acinetobacter baumanii  

ATCC 19606   12.5(P) 12(P) 13(A) 11(A) 13(A) 11.5(A) 10(A) 11(A) 

 

11 

Citrobacter freundii  

ATCC 8090 20.5(S) 18.5(P) 17(P) 17.5(P) 20(S) 16.5(P) 16.5(P) 16.5(P) 

 

13 

Proteus mirabilis  

ATCC 35659 28.5(P) 27.5(A) 29(Ad) 28.5(P) 26(A) 25(A) 26(A) 25.5(A) 

 

24 

Klebsiella pneumoniae  

ATCC 700603 10(P) 9.5(A) 9(A) 9(Ad) 11(P) 8.5(Ad) 9(Ad) 8.5(A) 

 

09 

Staphylococcus aureus  

ATCC 25923 36(Ad) 36(Ad) 36.5(P) 35.5(P) 37.5(A) 36(A) 36.5(A) 35(A) 

 

33 

Enterococcus faecalis  

ATCC 49452 32(P) 33.5(P) 31(A) 30(Ad) 30(Ad) 31.5(A) 30(A) 30(Ad) 

 

30 

Lysteria monocytogenes  

ATCC 15313 11.5(A) 12.5(A) 16(P) 11.5(A) 13.5(P) 13.5(P) 12.5(A) 11.5(A) 

 

11 

GEN : Gentamicine. (S): synergique, (Ad): additive, (P): potentielle, (A): antagoniste.  

Pour Anchusa azurea, presque 60% d’extraits ont un effet potentiel sur des souches à Gram-

négatif et 41% sur des souches à Gram-positif. 21% des extraits sont antagonistes sur des 

souches à Gram-négatif et 33% sur des souches à Gram-positif. Cependant, seulement 15% 

des extraits ont présenté un effet additif sur l’ensemble des souches. L’effet le plus 
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remarquable est observé sur l’extrait EBr-AA qui a provoqué une combinaison synergique 

envers la souche Citrobacter freundii  avec un diamètre de 20.5 mm.  

Concernant Globularia alypum, presque 54% des extraits ont eu un effet antagoniste sur les 

souches à Gram-négatif et 16% sur les souches à Gram-positif. Seulement 32% d’extrait ont 

eu un effet potentiel sur les souches à Gram-négatif et 25% sur les souches à Gram-positif. 

12.5% d'extraits ont un effet additif sur l'ensemble des souches. L’effet le plus remarquable 

est observé aussi par l’extrait EBr-GA qui a provoqué une combinaison synergique envers la 

souche Citrobacter freundii  avec un diamètre de 21 mm. En effet,  cet extrait a augmenté la 

zone d’inhibition de 7 mm. Il est à noter que les extraits du GA, ont induit des effets 

inhibiteurs importants envers la croissance de la souche Staphylococcus aureus. Ces extraits 

ont produit des zones d’inhibition dont le diamètre varie de  12 à 25 mm. Cependant, ces 

extraits en combinaison avec la Gentamicine sont moins efficace et sont devenus des 

antagonistes. De ce fait, il est fort probable que l’antibiotique a annulé l’effet de l’extrait ou le 

contraire.  

L'exemple le plus connu d'une combinaison est l'association entre la pénicilline avec l'acide 

clavulanique, qui inhibe avec succès les pénicillinases résistantes. Le mécanisme exacte pour 

la réduction de la résistance aux antibiotiques par les antimicrobiens naturelles n'est pas 

connu. il est probablement dû à quelques changements structurales au niveau des bactéries 

résistantes. En effet, les antimicrobiens naturelles facilitent la pénétration de l'antibiotique à 

travers la parois bactérienne, ils bloquent l'effet inhibiteurs des enzymes protectives ou 

interférent avec les cibles métaboliques uniques ou multiples de l'antibiotique, ils sont 

capables aussi de bloquer la pompe à efflux développée par les bactéries dans le but d'inhiber 

la pénétration des agent antimicrobiens (Hemaiswarya et al., 2008 ; Palaniappan et Holley, 

2010 ; Wagner, 2011). Plusieurs études ont rapporté l'interaction inhibitrice synergique de β-
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lactamines avec des composés naturels contre des bactéries résistantes (Shiota et al., 2000 ; 

Liu et al., 2000 ; Shimizu et al., 2001). En effet, le gallate d'épigallocatéchine, un flavonoïde 

extrait à partir du thé, est un produit naturel adéquat pour le maintien de l'activité de la 

pénicilline contre Staphylococcus aureus. Des résultats similaires ont été rapportés par Hu et 

ses collaborateurs (2002), qui ont montré que ce flavonoïde renforce de manière synergique 

l'activité des carbapénèmes contre Staphylococcus aureus résistante à la méthicilline 

(SARM). Shiota et ses collaborateurs (2000) ont rapporté que tellimagrandin extraite à partir 

de Rosa canina L. a fortement réduit la CMI d'une β-lactamine contre le SARM. De même, 

corilagine, un composé actif extrait de Aretostaphylos Uvaursi a réduit la CMI de deux β-

lactamines (oxacilline et cefmétazole) contre le SARM (Shimizu et al., 2001). 

Suite à ces résultats obtenus, d'autres études s'avèrent nécessaires pour élucider le mécanisme 

d'action de l’association synergique rapportée. À cet égard, il faut tenir compte du fait que la 

combinaison entre les extraits et des antibiotiques peut affecter plusieurs cibles à la fois 

(Hemaiswarya et al., 2008). 

4.2.3 Le test d’inhibition enzymatique des β-lactamases 

L’objectif de cette partie de notre travail est d’évaluer l’effet inhibiteur des polyphénols et 

flavonoïdes extraites à partir des plantes sur une β-lactamase de type pénicillinase de Bacillus 

cereus. L’activité enzymatique a été testée en présence de quatre concentrations croissantes de 

chaque extrait. Ces extraits avaient subi un traitement par l’albumine pour éliminer les tannins 

et donc éviter l’inhibition des β-lactamases par la précipitation. Cette enzyme a pour substrat 

spécifique la nitrocéfine dont l’interaction enzyme-substrat se traduit par la transformation de 

la couleur du milieu réactionnel de jaune en rose. L’acide clavulanique a été utilisé comme 

inhibiteurs spécifique de référence des β-lactamase. 
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La mesure de l’activité de la β-lactamase en présence de la nitrocéfine et de différentes 

concentrations (1.25, 2.5, 5 et 10 mg/ml) d'extraits de plante à montré que ces derniers 

inhibent l’activité enzymatique de manière dose-dépendante. Le pourcentage d’inhibition est 

déterminé pour chaque concentration. Dans l’intervalle de concentrations de 1.25 à 10 mg/ml, 

l’inhibition est passé de 8% jusqu'à 68% pour Anchusa azurea et de 19% jusqu'à 70% pour 

Globularia alypum (Tableau.9). 

 

Tableau. 9 : Les pourcentages d’inhibition des β-lactamases par les extraits d'AA et GA. 

Plantes [C] mg/ml EBr ECh EAc EAq 

% 

d’inhibition 

(Anchuza 

azurea) 

1.25 22.65 ± 3.46 8.470 ± 1.69 26.22 ± 3.00 50.37 ± 12.93 

2.5 58.27 ± 15.71 20.95 ± 1.13 37.83 ± 1.83 52.59 ± 11.31 

5 59.78 ± 14.86 24.55 ± 0.84 46.36 ± 6.61 62.44 ± 3.64 

10 58.17 ± 4.91 48.57 ± 10.47 63.44 ± 3.12 68.91 ± 3.39 

% 

d’inhibition 

(Globularia 

alypum) 

1.25 38.64 ± 6.75 19.40 ± 2.41 22.01 ± 4.25 38.66 ± 6.7 

2.5 44.66 ± 7.12 25.81 ± 6.88 61.04 ± 8.28 42.47 ± 8.52 

5 nd 31.17 ± 5.50 66.91 ± 6.68 nd 

10 63.02 ± 5.29 46.31 ± 3.62 70.57 ± 14.28 54.16 ± 7.22 

nd: n'est pas déterminé  

Les extraits EBr-AA, EAc-AA et EAq-AA ont montré une très bonne activité inhibitrice, à 

une concentration de 10mg, le pourcentage d’inhibition est entre 58% et 68%. Les extraits 

EAc-GA et EBr-GA ont montré une bonne activité inhibitrice (Tableau.9) à une concentration 

de 10 mg/ml, les pourcentages d’inhibition sont respectivement de 63.02% et 70.57%. Quant 

à l’ECh, son activité inhibitrice est de 46.31%. 50% de l’activité inhibitrice est obtenue par 

1.25 mg/ml de l’extrait EAq-AA. L'acide clavulanique a exhibé le même pourcentage 

d’activité inhibitrice à moindre dose (0,2 mg/ml seulement). De ce fait, les données indiquent 

que les extraits ne sont pas aussi puissants que les inhibiteurs spécifiques. 



Résultats et discussion 

62 

En effet, il existe une corrélation entre la concentration des polyphénols et l'inhibition des β-

lactamases (AA: R² = 0.987, GA: R²= 0.839). EAc-GA et EBr-GA sont les plus riches en 

plolyphenols et flavonoïdes, ces extraits ont montré une très bonne activité inhibitrice. 

Bienque l'ECh-AA soit riche en flavonoïdes,  il présente une activité inhibitrice très faible. De 

ce fait, l'inhibition des β-lactamases pourrait être liée non seulement de la concentration des 

polyphénols et flavonoïdes, mais aussi liée à la nature de ces composés. Certaines études ont 

également montré que les flavonoïdes peuvent être en relation avec l’activité inhibitrice des β-

lactamases observée. En effet, il a été rapporté que le flavonoïde épigallocatéchine gallate 

inhibe l'activité d’une pénicillinase, rétablissant ainsi l'activité antibactérienne de la 

pénicilline contre S. aureus (Zhao et al., 2002). Une autre étude réalisée par Denny et ses 

collaborateurs (2002) sur des métallo-β-lactamases partiellement purifiée à partir de 

Stenotrophomonas maltophilia, a montré que les flavonoïdes étudiés ont une activité 

inhibitrice moyenne. 

Les polyphénols et flavonoïdes ont montré une modeste activité sur les β-lactamases en les 

comparant aux inhibiteurs spécifiques. Des études antérieures ont montré des résultats 

semblables. Yang et ses collaborateurs (2010) ont testé l'effet inhibiteur de l'acide salicylique 

sur une β-lactamase extraite à partir d'une souche nosocomiale de Pseudomonas aeruginosa 

G19. Cette molécule a montré une IC50 de 71.77 mM. Il s’agit d’un inhibiteur légèrement 

puissant en le comparant aux inhibiteurs spécifiques des β-lactamases.  Nous avons testé 

(Boussoualim et al., 2011) l'effet inhibiteur de 17 flavonoïdes sur une β-lactamase type TRI; 

β-lactamase résistante à l'acide clavulanique isolé d'une souche clinique E. coli. Les résultats 

ont montré que le type l'inhibition des flavonoides est incompétitif et non compétitif. Les 

polyphenols ne présentent aucun effet inhibiteur. Les constantes d’inhibition (KI) sont pour la 

plupart des molécules supérieures à 100 µM, c’est-à-dire 200 fois moins efficaces que l’acide 

clavulanique (KI= 0.5 µM). Cependant, Gangoué-Piéboj et ses collaborateurs (2007) ont 
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étudié 16 plantes camerounaises et ont évalué leur activité anti-β-lactamase. L'enquête a 

montré qu'il y a quelques extraits qui présentent une activité inhibitrice importante sur TEM-

1, OXA-10, IMP-1 et P99 avec des pourcentages d’inhibition de 90%.  

Les informations phytochimiques sur les plantes testées sont limitées. Peu d’étude sur 

l’activité inhibitrice des β-lactamases par des composés issus des plantes ont été publiées. En 

conclusion, les molécules testées ont une activité inhibitrice relativement faible et la 

découverte d'une molécule candidate doit passer inévitablement  par l'évaluation d'un grand 

nombre de produits purifiés. L'isolement et l’élucidation de la structure des constituants actifs 

de ces extraits peuvent fournir des pistes utiles pour le développement d’un nouvel inhibiteur 

de β-lactamase. La détermination des principes actifs de ces deux plantes serait un point de 

départ pour le développement des inhibiteurs ou inactivateurs des β-lactamases. 

4.3 L’activité antioxydante in vitro 

4.3.1 L'effet scavenger du radical DPPH  

Le test de réduction du radical DPPH est largement utilisé pour l’évaluation des activités 

antioxydantes. Le DPPH est un radical libre qui accepte un électron ou un atome d’hydrogène 

pour devenir une molécule stable non radicalaire. La capacité de réduire ce radical est 

déterminée par la diminution de l’absorbance à 517 nm induite par la substance étudiée. Les 

profiles d’activité antiradicalaire obtenus (Figure. 10) révèlent que les extraits d’Anchusa 

azurea et Globularia alypum possèdent une activité antiradicalaire dose dépendante. Les IC50 

de chacun des différents extraits ont été déterminées (Tableau.10).  
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Figure. 10 : Activité antiradicalaire des extraits d’Anchusa azurea et Globularia alypum (Chaque 

valeur représente la moyenne de trois essais ± SD). 

 

 

 

 

Tableau. 10 : Activité antiradicalaire des extraits d’Anchusa azurea et Globularia alypum. 

Les extraits IC50 (µg ml) 

Anchusa azurea Globularia alypum 

EBr 267.77 ± 6.26
*** 

38.15 ± 0.003
***

 

ECh  204.09 ± 1.98
*** 

554.87 ± 0.008
***

 

EAc 68.35 ± 0.29
*** 

37.48 ± 0.001
***

 

EAq 261.63 ± 1.73
*** 

336.58 ± 0.008
***

 

              La comparaison est réalisée contre le BHT, 
***

: p ≤ 0.001, 
**

: p ≤ 0.01. 

À des fins comparatives, plusieurs antioxydants standards ont été utilisés : l’acide gallique,  la 

quercétine, la rutine et le BHT. Ils ont montré une activité antiradicalaire très puissante avec 

des IC50 de 1.267 µg/ml, 2.565 µg/ml, 5.58 µg/ml et 87 µg/ml, respectivement. Les extraits 

d'Anchusa azurea et Globularia alypum ont présenté une importante activité anti-radicalaire 

envers le DPPH. L’EAc-AA présente l’extrait le plus actif avec une IC50 de l’ordre 68.35 

µg/ml. Cet effet obtenu est bien meilleur que celui produit par le BHT. L’ECh-AA, l'EBr-AA 

et l'EAq-AA présentent une activité antiradicalaire plus au moins faible (IC50 de l’ordre de 
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200 µg/ml). Ils sont 3 à 4 fois moins actifs que l’EAc-AA. L’EBr-GA et EAc-GA présentent 

une importante activité anti-radicalaire en vers le DPPH (les valeurs de l’IC50 est 38.15 et 

37.48 µg/ml, respectivement). Ces derniers ont montré en effet, une grande activité 

inhibitrice, qui est supérieure même à celle obtenue par l’antioxydant de référence BHT (IC50 

=87 µg/ml). L’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par l’ECh-GA avec une 

IC50= 554.87 µg/ml. Dans notre recherche, l'ordre croissant d'activité antiradicalaire 

d’Anchusa azurea est  de EAc > ECh > Eaq > EBr et pour les extraits de Globularia alypum 

est de EAc > EBr > EAq > ECh.  

Les résultats obtenus dans le présent travail indiquent qu'il existe une relation linéaire entre le 

pouvoir antiradicalaire et la teneur en polyphénol (AA: R
2
= 0.914, GA: R²= 0.9445). Des 

études antérieures ont montré des résultats semblables pour les extraits du Globularia alypum. 

Il a été montré qu’il existe une grande corrélation entre la concentration en polyphénols et 

l’activité antioxydante du GA mesuré le radical DPPH et ABTS (Khlifi et al., 2011). 

Du fait que l'EBr-GA, l'EAc-GA et l'EAc-AA sont très riche en composés phénoliques et que 

ces derniers sont dotés d’une grande activité antioxydante, l’effet des extraits obtenus avec ce 

test serait probablement dû à ces molécules.  Il est par ailleurs connu que les polyphénols 

auraient des propriétés scavenger envers différents types de radicaux, ce qui leur confère une 

grande capacité antioxydante. Plusieurs études ont rapporté que l'activité antiradicalaire des 

extraits des plantes dépend de la quantité de composés polyphénoliques dans ces derniers 

(Surveswaran et al., 2007). Il a été rapporté que les composés phénoliques extraits à partir du 

Globularia alypum ont, pour la plupart produit une activité inhibitrice très puissante 

supérieure même à celle du BHT. L’étude de la relation structure/activité a montré aussi que 

l’action antioxydante augmente avec la présence des groupement 6-hydroxyl et caffeoyl (Es-

Safi et al., 2006).  
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4.3.2 Le test de blanchissement de la β-carotène   

La capacité antioxydante des extraits étudiés a été également évaluée par le système β-

carotène/acide linoléique. Les radicaux libres provenant de l’oxydation de l’acide linoléique 

attaquent la β-carotène et induisent sa décoloration. La présence d’un antioxydant pourrait 

neutraliser les radicaux libres dérivés de l’acide linoléique et donc prévenir l’oxydation et le 

blanchissement de la β-carotène (Naidu et al., 2011). Les cinétiques de blanchissement du β-

carotène en absence et en présence de 2 mg/ml d'extraits et du BHT (antioxydant standard) 

sont représentées dans l’annexe 1.  

D’après ces résultats, tous les standards et les extraits testés inhibent d’une manière efficace et 

significative l’oxydation couplée de l’acide linoléique et du β-carotène par rapport au contrôle 

négatif qui représente 100% de la peroxydation (Figure. 11). 
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Figure. 11 : Activité antioxydante en présence et en absence des extraits et du BHT à 24 h par le test de 

β-carotène / acide linoléique. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n= 3). 
**

 p ≤ 0.01,  

***
 p ≤ 0.001, comparant avec le contrôle positif BHT. 

D’après ces résultats, les extraits d’Anchusa azurea ont inhibé l’oxydation du système β-

carotène/acide linoléique (entre 57% et 76%). L’ECh représente l’extrait le moins actif avec 
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une activité antioxydante égale à 57 %, Les deux autres extraits EBr et EAq ont également 

engendré des inhibitions semblables (≈ 65%). L’EAc présente la plus grande activité dans le 

test de blanchissement du β-carotène (76.21%). On peut donc résumer l’ordre décroissant des 

extraits testés en terme d’activité antioxydante comme suit : EAc > EBr = EAq > ECh, on 

constate d’une part que l'extrait apolaire ou moyennement apolaire (EAc) est plus actif que 

l’extrait polaire (EBr, EAq). D’autre part, l'extrait le plus riche en composés phénoliques est 

l'extrait le plus actif (EAc). 

L’EBr-GA et l’EAc-GA ont produit un effet important (84.05% et 84.33%, respectivement) 

en comparant à celui du BHT qui a donné une inhibition égale à 96%. Par contre, l’ECh est  

moins efficace et l’inhibition induite n’était que de 78%. On constate que les extraits les plus 

riches en composés phénoliques sont les extraits les plus actifs (EBr et EAc). En comparant 

avec les antioxydants de référence, l’EBr-GA et l’EAc-GA sont 1.1 fois moins actifs que le 

BHT 1.4 suivis par l’ECH-GA qui est 1.2 fois moins actifs que le BHT, L’EAq-GA est 1.7 

fois moins actif. L’EAc-AA est 1.2 moins actif que le BHT, l’EBr-AA et l’EAq-AA sont 1.5 

moins actifs. Cependant, l’ECh-AA est 1.7 fois moins actif. 

Le test de blanchissement du β-carotène est similaire à un système d’émulsion de lipides dans 

l’eau. Les antioxydants apolaires se concentrent à l'interface lipide-eau ce qui prévient la 

formation de radicaux lipidiques et l’oxydation du β-carotène, donc ils exposent des 

propriétés antioxydantes importantes, alors que les antioxydants polaires sont moins efficaces 

dans la protection des lipides car ils restent dans la phase aqueuse (Frankel et Meyer, 2000). 

D’autres chercheurs ont montré aussi que les différences de solubilité des flavonoïdes et la 

répartition des composés entre les deux phases dans un système eau-lipidique influencent la 

protection des lipides (Burda et Oleszek, 2001). 
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4.4 L’activité anti-hémolytique 

L'activité antihémolytique des extraits est mesurée selon le protocole décrit par Takebayashi 

et ses collaborateurs (2010). Il s’agit de soumettre des hématies à une agression de type 

oxydatif dans des conditions strictement contrôlées et standardisées. Dans ces conditions, les 

hématies mettent en jeu tout leur équipement enzymatique et moléculaire pour résister à cette 

agression jusqu’à ce que la membrane cellulaire soit modifiée au point de laisser échapper le 

contenu cellulaire. L’analyse réalisée dans des microplaques de 96 puits permet le traitement 

d’un nombre important d’échantillons. La mesure de la diminution de l’absorbance à 620 nm 

permet de suivre la disparition progressive des cellules. La résistance du sang à l’attaque 

radicalaire est exprimée par le temps nécessaire à la lyse de 50% des érythrocytes (HT50). Ce 

test permet le suivi du pouvoir anti-radicalaire de molécules naturelles à usage 

pharmaceutique in vitro et in vivo. Il permet par exemple de connaître l’effet positif ou négatif 

des substances naturelles extraites à partir des plantes sur le système antiradicalaire des 

hématies. Théoriquement, la résistance antiradicalaire érythrocytaire doit conduire à une 

courbe avec un temps de demi-lyse plus élevé chez les supplémentés comparativement à des 

témoins. Une valeur d’HT50 élevée veut donc dire que l’extrait a efficacement renforcé le 

système anti-radicalaire érythrocytaire. 

Dans notre recherche, nous avons essayé d'évaluer l’effet des extraits de deux plantes sur les 

érythrocytes ainsi que mettre en évidence l’effet de la concentration d’extrait sur la résistance 

anti radicalaire. À partir des cinétiques d’hémolyses obtenues (Figure. 12, Figure. 13 et 

Figure. 14), il ressort que le traitement par tous les extraits a augmenté les valeurs d’HT50 

parapport au témoin (HT50= 56.01 ± 5.93). Un effet dose dépendant de l’extrait sur 

l’accroissement des défenses antioxydants globales a été remarqué à l’exception de l’EAq-

GA, qui a donné une valeur d’HT50 presque stable (≈ 69 min) même en augmentant la 

concentration de cet extrait (Figure. 14 et Tableau. 12). 
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Figure. 12 : Temps de demi-hémolyse (HT50) pour le témoin et le standard la Vitamine  C. Les valeurs 

sont les moyennes ± SEM (n= 5). 
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Figure. 13 : Temps de demi-hémolyse (HT50) obtenues après traitement avec les extraits d' Anchusa 

azurea. Les valeurs sont les moyennes ± SEM (n= 5).  
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Figure. 14 : Temps de demi-hémolyse (HT50) obtenues après traitement avec les extraits du Globularia 

alypum. Les valeurs sont les moyennes ± SEM (n= 5).  

 

Tableau. 11 : Temps de demi-hémolyse (HT50) obtenues après traitement avec les extraits du AA. Les 

valeurs sont les moyennes ± SEM (n= 5). Les comparaisons sont effectuées par rapport au groupe 

contrôle positif « VIT C ».  *: p ≤ 0.05, ***: p ≤ 0.001, ns: non significatif. 

[C] µg/ml EBr-AA ECh-AA EAc-AA EAq-AA Vit C 

10.59 µg/ml 64.64 ± 2.25
 ns

 74.99 ± 6.77
 ns

 57.91 ± 4.58
 ns

 58.00 ± 4.90
 ns

 64.99 ± 4.46 

21.18 µg/ml 66.73 ± 4.89
 ns

 80.59 ± 5.03
*
 63.36 ± 3.90

 ns
 64.80 ± 3.00

 ns
 67.50 ± 3.91 

42.37 µg/ml 68.01 ± 6.44
 ns

 92.52 ± 0.64
***

 69.81 ± 1.33
 ns

 68.24 ± 1.71
 ns

 68.57 ± 4.43 

84.74 µg/ml 75.09 ± 3.50
 ns

 97.70 ± 1.80
***

 73.56 ± 3.25
 ns

 72.83 ± 3.29
 ns

 71.99 ± 7.79 
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Tableau. 12 : Temps de demi-hémolyse (HT50) obtenues après traitement avec les extraits du GA. Les 

valeurs sont les moyennes ± SEM (n= 5). Les comparaisons sont effectuées par rapport au groupe 

contrôle positif « VIT C ».  
*
: p ≤ 0.05, 

**
: p ≤ 0.01, ns: non significatif.  

[C] µg/ml EBr-GA ECh-GA EAc-GA EAq-GA Vit C 

10.59 µg/ml 59.44 ± 6.61
ns

 70.09 ± 3.60
 ns

 70.97 ± 3.56
 ns

 68.36 ± 4.90
 ns

 64.99 ± 4.46 

21.18 µg/ml 71.32 ± 2.55 
ns

 74.51 ± 2.16
 ns

 74.64 ± 4.62
 ns

 69.48 ± 4.51
 ns

 67.50 ± 3.91 

42.37 µg/ml 78.90 ± 6.99 
ns

 78.77 ± 9.25
 ns

 80.3 ± 5.93
 ns

 69.04 ± 3.51
 ns

 68.57 ± 4.43 

84.74 µg/ml 84.55 ± 9.66 
ns

 94.37 ± 13.75
*
 95.37 ± 12.60

**
 69.23 ± 2.49

 ns
 71.99 ± 7.79 

 

Les concentrations de 10.59 µg/ml de l'EBr-AA, EAc-AA, EAq-AA ont provoqué un 

retardement d’hémolyse par apport au témoin, cependant cette augmentation reste 

statistiquement non significative. Les autres concentrations (21.18, 42.37 et 84.74 µg/ml) ont 

décalé d’une manière très considérable les sigmoïdes d’hémolyse vers la droite et donc 

l’augmentation de l’HT50 est statistiquement significative par rapport au témoin. Les trois 

concentrations les plus élevées du l’ECh ont entraîné un retardement très significatif (p ≤ 

0.001) de l’hémolyse en les comparant au contrôle négatif « témoin » et au contrôle positif 

« VIT C » (Tableau.11).  

Le traitement avec la concentration 10.59 µg/ml de l’EBr-GA, ECh-GA a exhibé un 

retardement statistiquement non significatif d’hémolyse si on le compare avec le témoin. 

Cependant, toutes les concentrations des extraits EBr, ECh, EAc et EAq ont également 

entraîné un retardement significatif de l’hémolyse comparant au  témoin (Tableau.12). 

Confronté au contrôle positif « VIT C », seule la concentration 84.74 µg/ml du ECh-GA et 

EAc-GA a renforcé d’une manière significative le système anti radicalaire érythrocytaire 

(HT50= 94.37 ± 13.75 (p ≤ 0.05), HT50= 95.37 ± 12.60 (p ≤ 0.01), respectivement) 

(Tableau.12). 

Pour voir s’il existe une corrélation linéaire entre la concentration de l’extrait et le temps de 

demi-hémolyse (HT50), les valeurs de Δt sont été relevées; Δt= HT50 (extrait) - HT50 (témoin),  
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la relation entre Δt et les concentrations d’extraits est montrées dans l’annexe 2. Une bonne 

linéarité est observé pour l’extrait ECh-GA, EAc-GA et EBr-AA (R
2
= 0.989, R

2 
= 0.996, R

2
= 

0.976, respectivement). Pour l’extrait EAc-GA, la durée d'inhibition supplémentaire produite 

par cet extrait est: 14.96, 18.63, 24.29 et 39.36 min. La même constatation est enregistrée 

avec l’extrait ECh-GA (14.08 jusqu’au 38.36). les extraits EAc-GA et ECh-GA à une 

concentration de 84.74 µg/ml ont retardé l’hémolyse presque 40 min. Ces extraits ont 

augmenté la durée d'inhibition supplémentaire significativement en comparant à l’antioxydant 

standard, la vitamine C dont le pouvoir d’inhibition de l’hémolyse varie entre 8.98 et 15.98 

min. On peut classer l’efficacité anti-hémolytique avec GA comme suit : EAc > ECh > EBr > 

EAq < VIT C. La durée d'inhibition supplémentaire produite par l’extrait ECh-AA est 18.98, 

24.58, 36.51 et 41.69 min, respectivement pour les quatre concentrations testées. Le 

classement de l’efficacité anti-hémolytique est: ECh > EBr > EAc= EAq > VIT C.  

En effet, les extraits ECh et EAc sont des fractions assez complexes dans leur composition et 

peuvent contenir différents composés agissant indépendamment ou en synergie. Ces deux 

extraits constituent une bonne source d’antioxydants du fait que leur activité antiradicalaire 

est meilleure que celle de l’acide ascorbique, l' antioxydant de référence. Il est connu que les 

polyphénols ont des propriétés anti-hémolytique (Blasa et al., 2007 ; Tabart et al., 2009),  Dai 

et ses collaborateurs (2006) ont testé l’activité de plusieurs flavonols et leurs flavonols 

glycosylés. Ils ont montré que ces flavonols arrêtent d’une manière très significative 

l’hémolyse et que les flavonols qui ont une fonction ortho-dihydroxyl sont plus efficaces. 

La décomposition thermique du T-BHP  dans une suspension érythrocytaire produit un radical 

libre qui attaque les lipides polyinsaturés dans la membrane ce qui provoque la peroxidation 

lipidique (Dwight et Hendry, 1995). De ce fait, si les antioxydants, tels que la vitamine E, la 

vitamine C et les flavonoïdes, sont ajoutées à une suspension érythrocytaire, ils réagissent 
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avec les lipides membranaires pour mettre fin à la peroxydation, par conséquent l’inhibition 

de l’hémolyse (Tabart et al., 2009). Takebayashi ses collaborateurs (2010) ont  comparé les 

résultats d’hémolyse avec les résultats du DPPH. Ils ont montré que  les antioxydants qui ne 

scavengent pas rapidement le radical DPPH ou ABTS 
• 

 ne sont pas toujours des faibles 

antiradicalaires érythrocytaires. Ces résultats sont en accord avec les résultats que nous avons 

obtenues. L’extrait ECh-GA présente une activité antiradicalaire très faible vis-à-vis du 

radical DPPH (IC50 ≈ 0.5 mg/ml). Ce même extrait est considéré comme un puissant anti 

radicalaire érythrocytaire. Néanmoins, l'extrait EAc-GA a présenté une bonne activité 

antiradicalaire contre le radical DPPH et également une bonne activité anti radicalaire 

érythrocytaire. Takebayashi et ses collaborateurs (2010) ont  montré aussi que les extraits 

lipophiles sont les meilleurs protecteurs contre les dommages de la membrane cellulaire 

induite par les radicaux libres ce qui renforce les résultats obtenus dans notre recherche. Les 

ECh et EAc selon Andersen et Markham (2006) contiennent les flavonoïdes les moins 

polaires comme : les isoflavones, les flavanones, les flavones methylés, et  les flavonols. 

Le test de l'inhibition de l'hémolyse provoqué par un oxydant est considéré comme un bon test 

pour estimer l'activité antioxydante des systèmes biologiques. Cependant ce test reste 

insuffisant car il existe plusieurs types de dommages oxydatifs in vivo, pour cela les 

chercheurs  ont toujours conseillé d’utiliser plusieurs combinaison de différentes méthodes 

pour l'évaluation de l'activité antioxydante. En plus, l'absorption, la distribution, le 

métabolisme et l'excrétion (ADME) d'antioxydants affectent considérablement l'activité 

antioxydante in vivo. Par conséquent, l'efficacité antioxydante doit d'être évaluée par des tests 

in vivo (Takebayashi et al., 2010). 
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4.5 L’activité antioxydante in vivo 

4.5.1 La toxicité aigue « détermination de la DL50 »   

Les résultats de la DL50 chez les souris traitées par voie intrapéritonéale d'EBr-AA sont 

présentés dans le tableau 13. La DL50 est estimée de 563.58 ± 52.85 mg/kg comme le montre 

le tableau 14 et la courbe dose/réponse (Figure. 15). Cependant, jusqu’à la dose 400 mg/kg de 

traitement aigu à base d’extrait EBr-GA de Globularia alypum, nous n’avons pas observé de 

mortalité importante, la DL50 est supérieure à 400 mg/kg de poids corporel des souris traitées. 

Tableau. 13 : Détermination de la DL50 de l’extrait brut méthanolique d’Anchusa azurea  et de 

Globularia alypum par l’Analyse par la méthode de probits-Méthode des moindres carrés (Distribution 

Normale). 

Dose (mg/kg) Nombre de souris (n) (%) de morts  par Anchusa 

azurea 

(%) de morts  par Globularia 

alypum 

0 (NaCl 9‰) 10 0 0 

250 10 0 0 

300 10 0 0 

350 10 0 0 

400 10 20 0 

 

 

Figure. 15 : Estimation de la DL50 chez les souris males traitées par voie  intra péritonéale  par l’extrait 

brut méthanolique d’Anchusa azurea.  
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Tableau. 14 : Détermination des différentes doses létales (DL) de l’extrait brut méthanolique 

d’Anchusa azurea  par la méthode de probits-Méthode des moindres carrés (Distribution Normale). 

DL 10                                                           412.10 

DL 84                                                           681.76 

DL 100                                                          740.85 

DL 16                                                           445.39 

DL 90                                                           715.05 

DL 50                                                           563.58  

 

Dans le présent travail, les souris traitées par l’extrait EBr-GA de différentes doses pour 

déterminer la DL50 ne présentent aucune létalité jusqu’à la dose 400 mg/kg. D’autres travaux 

réalisés par Fehri et ses collaborateurs (2012) ont estimé une DL50 de 2550 mg/kg par 

l’administration de l’extrait du  GA par voie intrapéritonéale. Ces résultats concordent avec 

ceux trouvés par El Amri et ses collaborateurs (1998) qui ont montré que la DL50 de l’extrait 

aqueux est plus de 1000 mg/kg. Ces résultats sont en concordance avec ceux d’Eddouke et ses 

collaborateurs (2002) qui ont estimé une  DL50 dans les environs de 14.5 g/kg après 

administration orale de l’extrait aqueux de GA. Dans ce cas, l’extrait aqueux de GA semble 

d’avoir un effet minimum concernant la DL50 puisque il n’y a pas de mortalité ou morbidité 

dans les comportements. Toutefois, vu l’échelle de classification de toxicité selon Hodge et 

Stener (Frank, 1992), la plante est modérément toxique.  

4.5.2 L'effet sur la capacité antioxydante totale du sang  

À partir des cinétiques d’hémolyses obtenues (Annexe 3), il paraît que le traitement par l’EBr-

AA et EBr-GA entraîne un décalage des sigmoïdes d’hémolyse vers la droite et donc un 

retardement de l’hémolyse. Les valeurs d’HT50 calculées révèlent un prolongement du temps 

de demi hémolyse chez tous les groupes traités par rapport au groupe contrôle (CNTL) 

(Figure. 16). Pour les souris du groupe D1 (traités par 100 mg/kg d’EBr-AA), l’augmentation 
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de l’HT50 (HT50= 62.26 ± 3.58 min) reste statistiquement non significative, le traitement avec 

une dose plus élevée D2 (200 mg/kg) provoque un retardement significatif (p ≤ 0.01) de 

l’hémolyse (HT50= 76.17 ± 1.85 min) en comparant au groupe contrôle (HT50= 61.7 ± 1.79 

min). Cela peut mettre en évidence un effet dose dépendant de l’extrait sur l’accroissement 

des défenses antioxydantes globales. Parallèlement, le traitement des souris avec une dose de 

l’EBr-GA (100 mg/kg) a provoqué un retardement très significatif (p ≤ 0.001) de l’hémolyse 

où l’HT50= 112.8 ± 2.42 min. L’EAc-GA et EAq-GA (100 mg/ml) provoquent un retardement 

non significatif avec des HT50 (69.16 ± 8.82 min et 72.35 ± 2.49 min, respectivement). 

L'EBr-GA présente une activité moyenne in vitro. cependant, c’est le meilleur antiradicalaire 

érythrocytaire in vivo avec une HT50= 112.8 min. In vitro, l’EAc-GA est un bon 

antiradicalaire érythrocytaire mais in vivo il est considéré comme un faible antiradicalaire. 

Deux explications à ces résultats peuvent être citées: la structure des biomolécules a changé 

pendant les étapes d'absorption, la distribution et le métabolisme et est devenu plus active et 

plus lipophile ce qui renforce la membrane des érythrocytes. L’administration d’une forte 

dose d'extrait durant trois semaines entraîne une amélioration très significative du statut 

antioxydant total plasmatique ou cytoplasmique. 
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Figure. 16 : Temps de demi-hémolyse (HT50) pour les différents groupes traités par les extraits d'AA et GA. 

Les valeurs sont les moyennes ± SEM (n= 9-10). Les comparaisons sont effectuées par rapport au 

groupe CNTL. 
*
: p ≤ 0.05, 

***
 : p ≤ 0.001,  ns: non significatif.  
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Il semble que l'augmentation de la capacité antioxydante plasmatique est probablement 

attribuée à un taux élevés d'antioxydants exogènes: les  composés phénoliques et les 

flavonoïdes, acquis après le traitement avec les extraits d’Anchusa azurea et Globularia 

alypum, dont les propriétées antioxydantes sont déjà démontré dans notre étude in vitro. En 

effet, plusieurs chercheurs ont signalé que les flavonoïdes sont des antioxydants très puissants 

qui peuvent protéger les cellules des globules rouges et inhibent très efficacement l’hémolyse 

oxydative induite par les radicaux libres. Il a également été  montré aussi que l'effet protecteur 

des flavonoïdes peut être lié à leur fixation à la membrane plasmique et leur capacité de 

pénétrer dans la bicouche lipidiques. Ils inhibent donc de manière significative la 

peroxydation des lipides et favorisent leur intégrité contre la lyse (Kitagawa et al., 2004 ; Dai 

et al., 2006 ; Blasa, 2007). 

La synthèse des résultats obtenus dans la présente étude montre que le traitement par ces 

extraits améliore significativement la capacité antioxydante totale chez les souris. Cependant, 

le comportement de ces extraits contre l’attaque radicalaire est toujours difficile à expliquer 

car le sang est une matrice complexe dans laquelle les substances pharmacologiques évaluées 

pourraient être impliquées dans de nombreuses réactions dans le cytoplasme cellulaire, la 

membrane cellulaire et/ou au niveau extracellulaire (plasma) (Stocker et al., 2003 ; Djeridane 

et al., 2007). 

4.5.3 L'effet sur la capacité antioxydante plasmatique vis-à-vis du radical DPPH 

La capacité antioxydante plasmatique (CAP) est l’un des biomarqueurs les plus utilisés. En 

raison du grand nombre d’antioxydants présents dans le plasma, plusieurs méthodes ont été 

développées ; (i) le pouvoir antioxydant de réduction ferrique (FRAP), (ii) la capacité 
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antioxydante équivalente de Trolox (TEAC), (iii) méthode des potentiels d’absorption totale 

du radical (TRAP).  

Pour évaluer l’efficacité d’un traitement antioxydant, l’effet scavenger du radical DPPH est 

mesuré, cette dernière méthode est largement utilisée pour évaluer l’activité antioxydante des 

extraits de plantes et des aliments. Elle est également utilisée pour évaluer la capacité 

antioxydante plasmatique exprimée en pourcentage d’inhibition de décoloration du mélange 

réactionnel en présence du plasma par rapport à la solution méthanolique contenant 

uniquement le DPPH.  

L’administration de D1 et D2 de l’EBr-AA entraîne une augmentation de la capacité 

antioxydante plasmatique (19.1 ± 1.31%, 22.54 ± 0.60%), cependant cette augmentation est 

statistiquement non significative par rapport au groupe contrôle (18.59 ± 1.76%) (Figure. 17). 

Par contre, le groupe EBr-GA entraîne une augmentation très significative (p ≤ 0.001) du 

pouvoir scavenger plasmatique (38.41± 2.76%) en comparant au groupe CNTL (18.74 ± 

1.73%), suivis par le groupe EAq-GA et EAc-GA avec capacité antioxydante plasmatique 

(30.54 ± 4.33% et 31.79 ± 1.65%, respectivement) (Figure. 17). 
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Figure. 17 : L’activité antiradicalaire des extraits d’AA et GA. La comparaison contre le 

groupe CNTL. *: p ≤ 0.05, *** : p ≤ 0.001; ns: n’est pas significatif. 

 



Résultats et discussion 

79 

La comparaison de l’activité antioxydante in vitro et in vivo des extraits a indiqué que l’EBr-

GA a gardé les mêmes propriétés in vitro et in vivo, l’EAc-GA a présenté une bonne activité 

radicalaire in vitro vis-à-vis le radical DPPH, cet extrait a présenté une activité moyenne in 

vivo. Pour l’EAq, il a montré une faible activité scanvenger in vitro mais in vivo il présente 

une activité similaire à l’EAc. L’EBr-AA a présenté une activité scavenger moyenne in vitro 

et in vivo même en augmentant la concentration de 100 mg/kg vers 200 mg/kg in vivo. 

En comparant la capacité anti-oxydante plasmatique en utilisant le radical DPPH avec le test 

de la capacité antioxydante totale du sang, on constate que la dose de 100 mg/kg de l’extrait 

EBr-GA a un effet significatif sur l’augmentation de la capacité antioxydante plasmatique (≈ 

113 min) et la capacité antioxydante totale du sang (≈ 48%) suivis par les autres extraitS EAc 

et EAq avec des activités presques similaires. Cependant, pour l’extrait EBr-AA, on remarque  

une augmentation significative de la capacité antioxydant totale du sang sans changer la 

capacité anti-oxydante plasmatique pour la dose 200 mg/ml.  

4.5.4 Le pouvoir réducteur plasmatique  évalué par la technique de FRAP 

Un autre aspect a été visé pour mieux évaluer l’effet antioxydant in vivo des extraits: la 

technique FRAP décrite initialement par Benzie et Strain (1996). L’absorbance ne se stabilise 

pas après 4 min, donc les mesures sont poursuivies pendant 30 min, en accord avec Pulido 

(2000). La technique FRAP permet de mesurer la réduction du Fe
3+

 (fer ferrique) en Fe
2+

 (fer 

ferreux) en présence d’antioxydants. Cette réduction est rapide avec tous les réducteurs ayant 

des potentiels de la demi réaction de réduction supérieur à celui du couple Fe
3+

/Fe
2+

.  

Comme on peut l'observer (Tableau.15), le pouvoir réducteur (PR) continue à augmenter 

après 4 minutes de réaction et double même à 30 minutes pour tous les extraits.  Par contre, la 

réaction de l’acide ascorbique (VIT C) n’a pas subi un changement apparent après les 

premières quatre minutes (PR4min= 0.42 ± 0.023 ; PR30min= 0.55 ± 0.0174). 
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Tableau. 15 : Pouvoir réducteur (PR) des extraits d’AA et GA et un antioxydant standard « VIT C ». 

Les comparaisons effectuées contre le groupe CNTL. 
*
: p ≤ 0.05, 

**
: p ≤ 0.01, ns : non significatif. (n= 

8-10). 

 FRAP mmol/10 µl (4min) FRAP mmol/10 µl (30min) 

Anchusa azurea 

CNTL 0.21 ± 0.04 0.39 ± 0.029 

EBr D1 0.38 ± 0.049
ns

 0.59 ± 0.076
 ns

 

EBr D2 0.56 ± 0.081
***

 0.88 ± 0.12
***

 

Globularia alypum 

CNTL 0.20 ± 0.011 0.40 ± 0.029 

EBr 0.30 ± 0.028
 ns

 0.57 ± 0.053
ns

 

EAc 0.32 ± 0.064
 ns

 0.56 ± 0.14
 ns

 

EAq 0.32 ± 0.023
 ns

 0.63 ± 0.14
 ns

 

 

Tous les extraits du Globularia alypum, ont presque le même pouvoir réducteur avec des PR à 

4 minutes très proches même à la fin de la réaction (30 minutes) (Tableau.15). La 

comparaison des pouvoirs réducteurs de ces extraits avec ceux du groupe VIT C montre qu’il 

n’y a pas une différence significative. Les doses testées d’Anchusa azurea ont augmenté la 

valeur du FRAP (mmol/10 µl) en comparant au groupe CNTL (0.21 ± 0.04). L’EBr-D2 a 

augmenté le pouvoir réducteur (0.56 ± 0.08) d’une manière très significative (p ≤ 0.001). Ces 

résultats suggèrent que le système de défense antioxydant est renforcé dans le plasma, par 

l'augmentation du pouvoir réducteur, probablement due à la concentration élevée des 

polyphénols et flavonoïdes dans les extraits. Ces données sont confirmées par les résultats 

obtenues par Ansari et son équipe de recherche (2004) qui ont montré que l'effet de la 

vitamine K1 sur le PR est dose-dépendant. Wong et ses collaborateurs (2006) ont montré eux 

aussi qu’il existe une relation linéaire entre la teneur en polyphénols et l’activité antioxydante 

totale en utilisant la technique du FRAP. 



Résultats et discussion 

81 

4.6 L’activité anti-inflammatoire utilisant PMA 

L’effet anti-œdémateux du traitement par l’extrait méthanolique des deux plantes a été évalué 

en utilisant le modèle de l’œdème de l’oreille induit  par le PMA chez les souris qui sont un 

modèle d’inflammation aiguë.  

L'application locale de phorbol myristate acétate (PMA) induit une réponse inflammatoire de 

longue durée, résultant de l’activation de protéine kinase C (PKC) (Kang et al., 2008). Cette 

réponse atteint un maximum en 6 heures et disparaît en 24 heures (Malaviya et al., 2006).  

Les souris du groupe témoin ayant reçu uniquement la solution de DMSO contenant le PMA 

ont développé au bout de six heures un œdème au niveau de l’oreille gauche caractérisé par 

une  augmentation de l’épaisseur de 0.304 ± 0.051 mm. Chez les souris du groupe injecté par 

le Diclofénac, on a  constaté une réduction significative de l’inflammation comparée à celle 

développée par les souris du groupe témoin. L’augmentation de l’épaisseur six heures après 

l’induction de l’inflammation est de 0.128 ± 0.033 mm. L’injection de l’extrait brute de 

Globularia alypum et Anchusa azurea a induit une atténuation significative de l’inflammation 

par rapport aux souris du groupe témoin et l’augmentation de l’épaisseur est de 0.263 ± 0.013 

mm et 0.206 ± 0.008 mm, respectivement (Figure. 18). 
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Figure. 18 :   L’activité anti-inflammatoire d'Anchusa azurea (AA) et Globularia alypum (GA) par 

l’administration de 100 mg/kg d’extrait méthanolique, les résultats sont exprimés soit par 

l’épaisseur de l’œdème ou le poids d'œdème. 
***

: p ≤ 0.001. 
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Les résultats ont montré que les extraits bruts des deux plantes ont un effet anti-inflammatoire 

qui a réduit le poids d'œdème de l'oreille gauche. Le poids de l'œdème du groupe témoin est  

7.26 ± 0.15 mg, a été réduit par le Diclofénac à 4.44 ± 0.13 mg. L’EBr de Globularia alypum 

et Anchusa azurea (100 mg/kg) ont également réduit le poids à 5.88 ± 0.48 et 5.48 ± 0.13 mg, 

respectivement. Les deux plantes (GA et AA) ont un faible degré d’activité anti-

inflammatoire (%I= 19.00  ± 3.18% et  24.51 ± 2.80%, respectivement) en comparant avec 

celui du Diclofénac utilisé comme médicament de référence (%I= 38.84 ± 1.87%) (Figure. 

18). 

Les résultats obtenus n’ont pas une corrélation avec la teneur en polyphénols et en 

flavonoïdes des deux plantes, l’EBr-AA présente une activité anti-inflammatoire supérieure à 

celle de l’EBr-GA malgré son faible teneur en polyphénols et flavonoïdes. 

Les coupes histologiques ont montré que toutes les oreilles droites qui ont reçu que le 

véhicule (acétone) ne présentent aucun signe d’inflammation (Figure. 19, Figure. 20, Figure. 

21, Figure. 22). Cependant l'examen histologique des oreilles gauches a révélé un recrutement 

important des leucocytes polynucléaires dans le derme avec accompagnement perturbation du 

tissu conjonctif et la formation d’un œdème. Le traitement par l’extrait brut des deux plantes a 

entraîné une diminution légère non significative de l’infiltrat inflammatoire et la persistance 

de l’œdème a été remarquée, par contre l’injection de Diclofénac, a conduit à une diminution 

importante des leucocytes. 
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Figure. 19 : Coupes histologiques des oreilles des souris mâles témoin traité avec l’eau physiologique. 

Coloration éosine hématoxyline/Grossissement 20X. OD : Oreille droite qui a reçu le véhicule 

(DMSO), OG : oreille gauche qui reçu du PMA. PNN : polynucléaire neutrophile. 

 

 

  

Figure. 20 : Coupes histologiques des oreilles de souris mâles traitée avec le Diclofénac. Coloration 

éosine hématoxyline/Grossissement 20X. OD: Oreille droite qui a reçu le véhicule (acétone), 

OG : oreille gauche qui a reçu du PMA.  
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Figure. 21 : Coupes histologiques des oreilles de souris mâles traitées avec une dose de 100 mg/kg 

d’extrait méthanolique d’Anchusa azurea (AA). Coloration éosine hématoxyline/Grossissement 

20X. OD : Oreille droite qui a reçu le véhicule (DMSO), OG : oreille gauche qui reçu du PMA. 

 

  

Figure. 22 : Coupes histologiques des oreilles de souris mâles traitées avec une dose de 100 mg/kg 

d’extrait méthanolique de Globularia alypum (GA). Coloration éosine 

hématoxyline/Grossissement 20X. OD : Oreille droite qui a reçu le véhicule (DMSO), OG : 

oreille gauche qui reçu du PMA. 
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4.7 Le test d’inhibition enzymatique de la xanthine oxydase d’origine 

bactérienne 

4.7.1 L'évaluation de l’effet inhibiteur des extraits sur les activités du XO 

L’effet inhibiteur des extraits sur l’activité de la xanthine oxydase a été évalué en suivant la 

diminution de la production de l’acide urique à 295 nm. Les résultats obtenus montrent que 

tous les extraits inhibent d’une manière dose-dépendante l’activité de l’enzyme XO (Figure. 

23).  
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Figure. 23 : Inhibition de la XO par les extraits d’Anchusa azurea (AA) et Globularia alypum (GA). 

 

L’extrait EAc-GA semble avoir l’effet inhibiteur le plus puissant avec une IC50 de 0.069 ± 

0.003 mg/ml suivis par l’EBr-GA et l’EAq-GA avec des IC50 de 0.081 ± 0.000 et 0.088 ± 

0.002 mg/ml, respectivement. L’ECh-GA montre le pouvoir inhibiteur le plus faible.  

Les valeurs des IC50 sont 34, 40 et 44 fois supérieures en comparant à l’allopurinol qui est un  

inhibiteur spécifique de la XO, respectivement pour le l’EAc-GA, EBr-GA et EAq-GA 

(Tableau 16). 
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Tableau. 16 : Effet des extraits d’AA et GA sur les activités de la XO. 

Extraits 
IC50 (mg/ml) 

Anchusa azurea Globularia alypum 

EBr 0.828 ± 0.108
***

 0.088 ± 0.000
***

 

ECh 0.334 ± 0.006
***

 0.123 ± 0.004
***

 

EAc 0.263 ± 0.002
**

 0.069 ± 0.003
***

 

EAq 0.726 ± 0.016
***

 0.081 ± 0.002
***

 

Allopurinol 0.002 ± 0.00 0.002 ± 0.00 

Les valeurs sont une moyenne de 3 à 4 essais ± SD. Les comparaisons sont effectuées par rapport à l’inhibition 

de la XO par l’allopurinol (
** 

: p ≤ 0.01, 
*** 

: p ≤ 0.001). 

 

Par contre, les extraits d’AA expriment des inhibitions plus au moins importantes par apport 

au GA. L’ECh-AA et l’EAc-AA exercent un effet inhibiteur plus au moins considérable (IC50 

égale à 0.334 ± 0.006 et 0.263 ± 0.002, respectivement). Les extraits EBr-AA et EAq-AA 

inhibent faiblement les activités XO, une concentration de 700 et 800 µg/ml réduit l’activité 

de la XO par 50%.  En comparant à l’IC50 de l’allopurinol, l’inhibition de la XO par EAc-AA 

et ECh-AA est supérieur 134-fois et 167-fois, respectivement, (Tableau.16). 

Pour la plante Globularia alypum,  une corrélation considérable (R²= 0.631) est observée 

entre la teneur en polyphénols et leur effet inhibiteur. L’effet inhibiteur le plus important de 

l’extrait EAc-GA sur la XO peut être expliqué par la présence de taux relativement élevé en 

polyphénols et flavonoïdes. Pour la plante Anchusa azurea, il existe une bonne corrélation 

linéaire entre le teneur en polyphénols et l'effet inhibiteur de la XO (R²= 0.9034). L’extrait 

EAc-AA est le plus riche en polyphénols, cet extrait présente l’IC50 la plus faible pour cette 

plante suivi par ECh-AA. Autrement dit, les extraits ECh-AA et EAc-AA sont les plus riches 

en polyphénols et flavonoïde et sont les meilleurs inhibiteurs de la XO.  

De nombreuses études ont évalué l’effet inhibiteur de différentes  plantes sur l’activité XO de 

la XOR (Cos et al., 1998; Van Hoorn et al., 2002; Arai et al., 2001). L’inhibition de l’activité 
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de la XO est attribuée à différents composés tels que les polyphénols et les flavonoïdes (Cos 

et al., 1998 ; Wu et al., 2010 ; Boumerfeg et al., 2009 ; Tung et al., 2010).   

En se basant sur la corrélation entre la concentration en polyphénols et flavonoïdes et 

l'inhibition de la XO par ces extraits, nos résultats sont confirmés par ceux obtenus par 

Boumerfeg et ses collaborateurs (2009) sur les racines du Tamus communis L. Wu et ses 

collaborateurs (2010) sur Géranium sibiricum L. et Baghiani et ses collaborateurs (2010) sur 

les extraits Carthamus caurulis. Ils ont constaté que les extraits les plus riches en composés 

phénoliques sont les plus actifs sur la XO. Cos et ses collaborateurs ont montré sur l’étude 

d’une trentaine de flavonoïdes, que l'inhibition de la XO pourrait être liée non seulement à la 

concentration en polyphénols et flavonoïdes, mais aussi à la nature (structure) de ces 

composés. Les flavonoïdes glycosidiques (EAc) et non glucosidique (ECh) ont montré l'effet 

inhibiteur le plus élevé.  

Plusieurs chercheurs ont déterminé aussi la relation entre la structure chimique des 

flavonoïdes et leur activité inhibitrice de la XO. La présence de la double liaison entre les 

carbones C2 et C3 du cycle A des flavonoïdes est très importante pour l’inhibition (Cos et al., 

1998). Cette double liaison et la conjugaison qu'elle induit, entraîne la coplanarité du cycle B 

avec les cycles A et C. Une structure plane est en effet nécessaire  pour une haute activité 

inhibitrice vis-à-vis de la XO (Van Hoorn et al., 2002). 

4.7.2 La détermination du type d’inhibition 

Afin de déterminer la relation entre les extraits et leur activité inhibitrice, nous avons 

déterminé le type d’inhibition pour chaque extrait. Les résultats sont présentés dans le 

Tableau 17 et Annexe 4. 
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Tableau. 17 : Type d’inhibition des extraits d'Anchusa azurea et Globularia alypum. 

Extraits Type d’inhibition 

Anchusa azurea Globularia alypum 

EBr Incompétitif compétitif 

ECh Non compétitif compétitif 

EAc Non compétitif Non compétitif 

EAq Incompétitif compétitif 

Allopurinol compétitif compétitif 

Quérecetine compétitif compétitif 

Catéchine  Incompétitif Incompétitif 

 

Les extraits EBr-GA, ECh-GA et EAq-GA inhibent la XO de manière compétitive, tandis que 

Les extraits EAc-GA, EAc-AA et ECh-AA sont des inhibiteurs non compétitifs. Les extraits 

EBr-AA et EAq-AA sont des inhibiteurs incompétitifs (Annexe 4). L’inhibition de l’activité 

XO par les extraits est traduite par la présence d’un ou de plusieurs composés agissant 

indépendamment ou en synergie sur les sites actifs de l’enzyme. 

La représentation de Lineweaver-Burk des extraits EBr-GA, ECh-GA et EAq-GA a montré 

que le type d’inhibition est compétitif. Ces extraits sont les inhibiteurs les plus puissants de la 

XO avec des pourcentages d’inhibition de 50% à une concentration de l’ordre de 100 µg/ml 

d’extraits. Ce type d’inhibition est le même pour les flavonoïdes: apigenine, quercetine, 

myricetine, isovitexine, genisteine avec des KI entre 0.6 et 5 µM (Lin et al., 2002),  suggérant 

qu’une de ces molécules ou autres peuvent être présentes dans notre extrait.  

D'autre part, les extraits ECh-AA et EAc-GA inhibent la XO d’une manière non compétitive. 

Cependant, l’extrait EAc-GA qui présente le meilleur inhibiteur (IC50= 0.069 mg/ml), il 

inhibe aussi la XO d’une manière non compétitive, même type d'inhibition exercé par la 

catéchine (Annexe 4). Ceci est en accord avec Aucamp et ses collaborateurs (1997), Indiquant 

que ces extraits agissent différemment sur l'enzyme, donnant un complexe non-fonctionnel. 
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En fait, ce type d'inhibition est observée dans le cas de nombreux composés phénoliques, tels 

que les dérivés de l’acide caféique 6-O-trans-caféoyl BD-glucopyranoside et son isomère, 6-

O-trans-caffeoyl a-d-glucopyranoside (Chang et al., 1993). 

Selon certains auteurs, le type d'inhibition de la XO est selon la ou les molécules qui 

réagissent avec l'enzyme. Dans une étude menée sur 122 extraits chinois, Kong et ses 

collaborateurs (2000) ont rapporté que les meilleurs inhibiteurs sont trois extraits 

méthanolique : Cinnamomum cassia (Lauraceae), Chrysanthemum indicum (Asteraceae) et 

Lycopus europaeus (Lamiatae) et que le type d’inhibition est mixte. Unno et ses 

collaborateurs (2004) ont évalué l’effet inhibiteur des extraits de Lagerstroemia speciosa, en 

isolant 2 molécules actives : acide valonique dilactone (VAD) et l’acide ellagique.  

Les résultats ont montré que l’effet inhibiteur de la VAD est meilleur que l’allopurinol avec 

un mode d’inhibition non compétitif. Umamaheswari et ses collaborateurs (2009)  ont aussi 

testé l’activité inhibitrice des fractions d’une plante Erythrina stricta utilisée pour le 

traitement de la goute en Inde, ils ont trouvé l’extrait chloroformique exerce un bon effet avec 

une IC50= 21.2 µg/ml suivis par l’EAc et l’EAq, le type d’inhibition de la fraction la plus 

active (ECh) est de type mixte.  

Berboucha et ses collaborateurs (2010) ont testé l'activité inhibitrice de la XO d'un mélange 

de quercétine et catéchine, dans le but de déterminer l'effet de l'interaction simultanée de deux 

inhibiteurs potentiels. Les résultats ont montré que le type d'inhibition est  mixte, ce qui 

signifie que le type d’inhibition peut être modifié par la présence de d’autres molécules 

présentes dans l’extrait des plantes par des interactions non spécifiques. Tang et Yang (2010) 

ont également évalué l’extrait méthanolique d’une Leguminosae. Par ailleurs, les valeurs 

d’IC50 indiquent que l’okanine est l’inhibiteur le plus puissant (IC50= 0.076 μM), suivi par 

melanoxetin (IC50= 0.274 μM) et l’allopurinol (IC50= 4.784 μM). Cette étude a révélé que 
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l’okanine et melanoxetine sont des excellents inhibiteurs avec un mode d’inhibition de la XO 

non compétitif et compétitif respectivement. Leurs activité inhibitrice est meilleur que 

l’allopurinol 

Cos et ses collaborateurs (1998) ont mesuré l’activité d’une trentaine de flavonoïdes sur la 

production d’acide urique par la XO. Ils ont ainsi déterminé la relation entre la structure 

chimique des flavonoïdes et leur activité inhibitrice de cette enzyme. La présence de la double 

liaison entre les carbones C2 et C3 du cycle A des flavonoïdes est très importante pour 

l’inhibition. Cette double liaison et la conjugaison qu'elle induit, entraîne la coplanarité du 

cycle B avec les cycles A et C. Une structure plane est en effet nécessaire  pour une haute 

activité inhibitrice vis-à-vis de la XO (Van Hoorn et al., 2002).  

En conclusion, pour obtenir une vue globale sur l’activité inhibitrice de la XO des extraits des 

deux plantes : GA et AA, une étude in vivo est souhaitable sur des modèles hyperurécemique, 

partant du fait qu’une substance pouvant être très active in vitro, peut perdre cette activité une 

fois pénétrée dans le corps, et vice versa.  

4.7.3 L'effet hypouricémique des extraits 

Les agents antihyperuricémiques sont couramment utilisé pour le traitement de la goute et 

l’arthrite chronique comme les agents uricosuriques, les inhibiteurs de la XOR et l’urate 

oxydase. Cependant, l’utilisation de ces agents antihyperuricémiques est limité à cause de ses 

effets secondaires indésirables (Bomalaski et Clark, 2004 ; Bieber et Terkeltaub, 2004 ; Yu et 

al., 2007). La recherche de meilleurs agents antihyperuricémique est fortement demandée, la 

présente étude représente un effort pour trouver une nouvelle molécule hypouricémique à 

base de plante. 

https://www.google.fr/search?q=hypo+uric%C3%A9mique&spell=1&sa=X&ei=cAhLUsCXFOWuyQG4kIGwCg&ved=0CCwQBSgA


Résultats et discussion 

91 

L’hyperuricémie est induite par l’injection intrapéritoniale de l’oxonate de potassium qui est 

un inhibiteur compétitif d’uricase hépatique, il bloque partiellement la conversion de l’acide 

urique en allantoïne et donc augmente le taux d’acide urique dans le sang des souris en 

donnant un model animale hyperurécimique (Osada et al., 1993 ; Huang et al., 2011).  

L’acide urique, l’urée et la créatinine sont dosés dans le sérum et le surnageant du foie.    

Nous avons essayé de confirmer l’effet inhibiteur in vitro des deux plantes sur la XO in vivo 

en mesurant le taux d’acide urique dans le sérum et le surnageant du foie sur  un modèle 

animal hyperurécimique et donc essayer de faire une comparaison entre l’effet inhibiteur des 

extraits in vitro et in vivo de la XO.  

La valeur de l’acide urique dans le groupe témoin est : 1.48 ± 0.07 mg/L, pour le groupe qui a 

reçu l'oxonate de potassium « OP », le taux d’acide urique est considérablement augmenté : 

6.33 ± 0.46 mg/L deux heures après l’injection intrapéritonéale d’oxonate de potassium ce qui 

indique que cette dernière a induit avec succès l’hyperurécimie. 

À partir des résultats obtenus (Figure. 24), il paraît que le traitement par tous les extraits a 

diminué la valeur d’acide urique en comparant au témoin (1.48 ± 0.07 mg/L). Pour le groupe 

« OP », le taux d’acide urique plasmatique a augmenté 4 fois (6.33 ± 1.22 mg/L) et presque 2 

fois pour le surnageant du foie (31.36 ± 5.4 mg/L), l’administration de 10 mg/kg d’allopurinol 

a diminué le taux d’acide urique vers le normal (1.89 ± 0.32 mg/L, 16.36 ± 1.03 mg/L, 

respectivement pour le sérum et surnageant). 
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Figure. 24 : L’activité antihypourécimique des extraits d’AA et GA. La comparaison contre le groupe 

allopurinol, 
***

 : p ≤ 0.001, ns: n’est pas significatif. 

 

Les extraits EBr-AA et EAq-AA ont provoqué une diminution de l’acide urique plasmatique 

(une diminution de 66%). Alors que, L’ECh-AA a diminué le taux d’AU d’une maniére plus 

au moins remarquable avec un pourcentage de 29.22%. l’EAc-AA garde presque la même 

valeur de l’AU du groupe OP. Pour le surnageant, seul l’EBr-AA qui a provoqué une 

diminution significatif de l’AU hépatique (18.5 ± 1.85 mg/L). On peut expliquer cette 

diminution soit par l’inhibition significative de la XO soit par l’inhibition d’un des voies de 

synthèse de l’acide urique (Yu et al., 2006). L’effet hypouricémiant pourrait être dû à l’effet 
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inhibiteur de ces extraits sur la XO (IC50 (EBr-AA)= 0.828 mg/l, IC50 (EAq-AA)= 0.726 

mg/l).  

Ces résultats sont en contradiction avec les résultats obtenus in vitro, l’EAc-AA et l’ECh-AA 

qui présentent les IC50 les plus faibles in vitro (0.263 mg/l, 0.334 mg/l) et donc l’effet le plus 

puissant. Ces extraits ont permis le maintient de la même valeur de l’acide urique; une 

diminution non significative en comparant au groupe allopurinol (AU plasmatique= 1.89 ± 

0.1 mg/L). Seuls les extraits EBr-AA et EAq-AA ont provoqué une diminution presque 

similaire à celui de l’allopurinol (2.1 ± 0.47 mg/L, 2.04 ± 0.45 mg/L). 

Les extraits ECh-GA, EAc-GA et EAq-GA ont réduit d’une manière significative le taux 

d’AU plasmatique et hépatique (diminution de 44.76%, 43.03% et 31.31%, respectivement). 

En comparant ces résultats avec ceux obtenus in vitro, l’extrait ECh-GA ayant l’effet 

inhibiteur le plus faible in vitro (IC50= 0.123 mg/ml) présente l’effet le plus efficace in vivo. 

L’extrait EBr-GA a diminué le taux d’acide urique mais cette diminution reste non 

significative (AU= 5.64 ± 0.36 mg/L) en comparant au groupe allopurinol (1.89 ± 0.1 mg/L). 

Contrairement aux résultats obtenus in vitro, l’EBr-GA a une activité inhibitrice remarquable 

(IC50= 0.088 mg/ml). Les extraits ECh et EAc-GA provoquent un effet très remarquable en 

comparant au contrôle positif « allopurinol » surtout l’AU hépatique (allopurinol= 16.36 

mg/L, ECh-GA= 19.4 mg/L et EAc-GA= 19.1 mg/L). En résumé, il y une grande 

contradiction entre l’inhibition in vitro et in vivo, cette incohérence ou différence peut être due 

à la différence dans la biodisponibilité des flavonoïdes ou substances naturelle et leur vaste 

métabolisme chez les souris (Huang et al., 2007).   

En effet, plusieurs chercheurs dans une étude sur la maladie de la goutte ont montré que les 

flavonoïdes peuvent agir sur l’activité de la XO et par conséquent, peuvent faire régresser la 
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maladie de la goutte en réduisant à la fois les concentrations de l’acide urique et inhibant la 

XO humaines (Hanasaki et al., 1994 ; Zhu et al., 2003 ; Huang et al., 2011). 

Zhu et ses collaborateurs (2004) ont montré que la quercetine et la rutine sont plus efficace 

que l’extraits éthanolique de Biota orientalis. En utilisant la même dose, ces molécules aussi 

ont provoqué une inhibition significative de la xanthine dehydrogenase/xanthine oxydase 

(XDH/XO) d’une manière dose dépendante. Huang et ses collaborateurs (2011) ont évalué 

l’effet de quelque flavonoïde sur l’activité d’une XO in vitro et in vivo dans le sérum et dans 

le foie. Ils ont trouvé que ces flavonoïdes n’ont pas un effet significatif in vitro. Cependant 

une diminution légère du taux d’acide urique plasmatique entre 8,6-16,5% a été observée, ils 

ont constaté aussi qu’il n’existe pas une corrélation entre l’activité inhibitrice de la XO in vivo 

et in vitro.  

D’autres équipes de recherche ont aussi testé l’effet hyporuricemique de plusieurs 

flavonoïdes, l’administration orale de ces flavonoïdes durant trois jours est capable d’obtenir 

un bon effet hypouricemiant. Ces molécules ont considérablement réduit le taux d'acide 

urique hépatique et inhibent significativement l’activité de XO hépatique. Il est fort probable 

que ces flavonoïdes réduisent le taux d’acide urique par l’inhibition de l'activité de XO. 

L'analyse de la structure chimique a montré qu'une structure plane avec des groupements 

hydroxyles a joué un rôle crucial dans l'activité hypouricémiantes des flavonoïdes (Mo et al., 

2007). 

L'évaluation de la fonction rénale : L'objectif de notre recherche est d’évaluer l'effet des 

extraits sur la fonction rénale. Le taux d’urée et le taux de la créatinine peuvent être des 

indicateurs pour l’évaluation de la fonction rénale. Les lésions rénales peuvent être 

accompagnées par une augmentation de la créatinine et l’urée.  
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La créatinine est une molécule azotée produite par l'organisme par l'intermédiaire du 

catabolisme de la créatine qui est un composé protéique contenu dans le tissu musculaire. La 

créatinine est une molécule physiologiquement inerte. Cela signifie qu'elle n'est ni 

métabolisée, ni utilisée d'une quelconque manière par l'organisme. Elle est strictement 

éliminée par les reins. Son dosage est employé dans l'évaluation de la fonction rénale et plus 

particulièrement dans l'estimation du débit de filtration glomérulaire. L’urée représente la 

forme principale d’élimination de l’azote, synthétisée lors du catabolisme des protéines par le 

foie, c’est un des premiers marqueurs qui a été utilisé pour mesurer le débit de filtration 

glomérulaire, Une teneur élevée indique généralement une atteinte glomérulaire, mais la 

concentration peut être aussi modifiée par une alimentation inadéquate ou par une 

hépatotoxicité (Newcombe, 2013 ; Jetanalin et Lee, 2013).    

Nos résultats sont en accord avec les résultats obtenu par Li et ses collaborateurs (2011), qui 

ont montré que l'induction de l'hyperuricémie par l'oxonate de potassium provoque un 

dysfonctionnement rénal et par conséquent il augmente le taux d'acide urique et de créatinine. 

Tous les extraits et l'allopurinol n'ont pas diminué le taux de la créatinine (Figure. 25). 

Cependant, le taux d'urée a diminué par rapport aux souris témoins normales. En les 

comparant au groupe “OP” (0.48 g/L), seuls les extraits EBr-AA, EAq-AA, ECh-GA et EAc-

GA ont permis le déclin du taux d’urée (p ≤ 0.05) jusqu’à la valeur normale (0.34 g/L).  
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Figure. 25 : L’évaluation de la fonction rénale par le dosage de l’urée et la créatinine. La comparaison 

contre le groupe témoin. 
**

: p ≤ 0.05, 
***

 : p ≤ 0.001, ns: n’est pas significatif. 

 

La modification du taux de l’urée et la créatinine peut être causée par un certain nombre de 

facteurs autres que la maladie rénale, y compris la dégradation des protéines, une mauvaise 

hydratation, et une insuffisance hépatique. Une diminution de l’urée chez les animaux traités 

par les flavonoïdes peut être liée à la production inefficace d'urée dans le foie. La vitesse de 

formation de l'urée dépend de la vitesse du catabolisme protéique, une augmentation de l’urée 

reflète une accélération du taux de catabolisme des protéines et une diminution de l'excrétion 

urinaire d'urée (Huang et al., 2011). Par conséquent, nous pouvons conclure que le taux de 

l’urée et la créatinine après le traitement avec extraits des plantes sont normales et que les 

résultats de cette recherche indiquent l’absence des dommages rénaux chez les souris. 
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Les plantes médicinales sont utilisées partout dans le monde pour traiter diverses maladies, y 

compris l'inflammation, les maladies cardiaques, le cancer... Un grand nombre de plantes 

médicinales contiennent des composés présentant des propriétés thérapeutiques très 

importantes. L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a reçu un grand intérêt 

dans la recherche biomédicale. Une telle thérapie prévient l’apparition des effets secondaires 

observés lors de l’utilisation des médicaments de synthèse chimique. Pour permettre 

l’utilisation vaste des plantes médicinales dans la médecine moderne, la recherche et le 

développement de nouveau traitement important est demandé. Cependant, l'information 

scientifique sur les activités biologiques des plantes médicinales, y compris Anchusa azurea 

et Globularia alypum est encore insuffisante. De ce fait, on a inspiré cette étude, une demande 

très croissante pour revenir à la nature dans le but de chercher des soins de santé et de 

nouveau traitement est une autre motivation importante. 

D’après les résultats obtenus dans cette recherche, les extraits ECh et EAc des deux plantes 

sont plus actifs sur l'ensemble des bactéries. Ces extraits perdent leur efficacité en synergie 

avec la gentamicine. Des effets additifs, potentiels et antagonistes ont été remarqués dans le 

test de synergie avec la gentamicine. Les extraits EBr-AA, EAc-AA, EAq-AA, EAc-GA et 

EBr-GA ont montré une très bonne activité inhibitrice des β-lactamases. Une corrélation 

significative entre la teneur en polyphénols et en flavonoïdes et l’activité antibactérienne des 

extraits a été observée, mais ceci n’exclue en aucun cas la contribution d’autres composés. 

Pour évaluer l‘activité antioxydante, Il est préférable d'utiliser une combinaison d'au moins 

deux marqueurs différents pour identifier un stress oxydant. Les résultats obtenus ont montré 

que l’EBr-GA, EAc-GA et l’EAc-AA présentent une importante activité anti-radicalaire vis à 
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vis du DPPH. L’EAc-GA, l’EBr-GA et l’EAc-AA présentent la plus grande activité dans le 

test de blanchissement du β-carotène (entre 76% et 84%). L' activité de l’EAc peut être 

attribuée aux teneurs les plus élevées de composés phénoliques ainsi la nature de ces 

composés (polyphénols glycosidiques). Néanmoins, la bonne activité antioxydante de l’EBr-

GA indique que le contenue en  polyphénols et en flavonoïdes et leurs polarité ne sont pas les 

seuls facteurs lié à cette activité. La synergie possible de polyphénols avec d'autres 

composants présents dans les extraits peut être responsable de cette activité.  

Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidence l’effet protecteur in vitro des extraits contre 

l’hémolyse oxydative des érythrocytes. Le traitement par les extraits a fait augmenter les 

valeurs d’HT50 comparé au témoin, ces extraits ont un effet dose dépendante sur 

l'augmentation des défenses antioxydantes globales à l’exception de l’EAq-GA. Les trois 

concentrations élevées de l’ECh-AA ont entraîné un retardement très significatif de 

l’hémolyse, la concentration (84,74 µg/ml) des extraits ECh-GA et EAc-GA a renforcé d’une 

manière significative le système anti radicalaire érythrocytaire, Ces deux extraits, à cette 

concentration ont retardé l’hémolyse presque de 40 min. Ces résultats peuvent être expliqués 

par les extraits apolaires lipophiles qui sont les meilleurs protecteurs contre les dommages de 

la membrane cellulaire induite par les radicaux libre.  

Cependant, l’étude in vivo avec une injection intrapéritonéale a permis d’évaluer l’effet des 

extrait EBr-AA, EBr-GA, EAc-GA et EAq-GA sur le statut antioxydant chez les souris. Le 

traitement par ces extraits a entraîné une amélioration de la capacité antioxydante totale du 

sang et de la capacité antioxydante plasmatique chez les souris. En effet, La comparaison de 

l'hémolyse in vivo et in vitro, indique qu'il ya des extraits qui ne sont pas efficace in vitro, 

mais ils ont a montré un puissant pouvoir anti-hémolytique in vivo. Cela peut être expliqué 
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par le changement de la structure de quelques flavonoïdes pendant les étapes d'absorption, la 

distribution et le métabolisme. 

Le test d’inhibition des activités XO révèle que l’extrait EAc-GA est le plus puissant. Par 

contre, les extraits d’Anchusa azurea expriment des inhibitions plus ou moins importantes par 

apport au Globularia alypum. Les extraits EBr-GA, ECh-GA et EAq-GA présentent et 

montrent des inhibitions de type compétitif. L’inhibition de l’activité XO par les extraits est 

traduite par la présence d’un ou de plusieurs composés agissant indépendamment ou en 

synergie sur les sites actifs de l’enzyme. L’effet inhibiteur in vitro des deux plantes sur la XO 

est confirmé in vivo sur un model animal hyperurécimique. Les extraits EBr-AA, EAq-AA, 

ECh-GA, EAc-GA et EAq-GA ont provoqué une diminution  significative de l’acide urique 

plasmatique. L’effet hypouricémiant pourrait être dû à l'inhibition de la XO par ces extraits. 

En effet, la comparaison de l'inhibition de la XO in vivo et in vitro, révèle une "contradiction"; 

les extraits qui ne sont pas efficaces in vitro, sont très efficaces in vivo, et vice-versa.  

Les extraits bruts des deux plantes ont un effet anti-inflammatoire sur d'œdème. Par contre, 

les coupes histologiques n'ont pas montré aucun effet significatif. 

Les résultats obtenus dans cette étude peuvent être approfondis par des études suivantes: 

 L’isolement, caractérisation et l'identification des composés actifs par des méthodes 

spécifiques. 

 L’éclaircissement des synergies obtenues avec la Gentamicine  et la réalisation de 

d'autres synergies avec d'autres classes d'antibiotiques. 

 L'isolement et la détermination des principes actifs serait un point de départ pour le 

développement des inhibiteurs ou inactivateurs des β-lactamases. 
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 Une études de la toxicité des plantes étudiées est indispensable afin de déterminer si 

elles peuvent être utilisées pour la fabrication de médicaments. 

 D'autres études in vivo seraient intéressantes et plus prometteuse visant d’autres 

marqueurs biologiques tels que l’évaluation de la peroxydation lipidique et les 

enzymes antioxydantes plasmatiques. 

 Vue le bon effet hypouricémiant, des études approfondies sur la pharmacocinétique et 

la pharmacodynamique des principes actifs serait utiles pour la détermination des 

doses préventives et thérapeutiques. 
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Annexe 1 

0 10 20 30 40 50
0

20

40

60

80

100

 MeOH H2O BHT  EBr  ECh EAc  EAq

Temps (h)

In
h

ib
it

io
n

 (
%

) 

Cinétique de blanchissement du β-carotène à 490 nm en absence et en présence des extraits 

d’Anchusa azurea. et du BHT (chaque valeur représente la moyenne ± SD de trois essais).
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Annexe 2 
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Relation entre la valeur Δt et la concentration des extraits d’Anchusa azurea, Globularia alypum et Vit C. 

la suspension érythrocytaire est incubée avec T-BHP en présence d’extraits (10.59, 21.18, 42.37 et 84.74 

µg/ml) à 37 °C, (HT50) témoin= 56,01 ± 5,93. 
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Annexe 3 
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Cinétique de la lyse érythrocytaire en présence de T-BHP  pour les différents groupes traités 

par Anchusa azurea.   
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Cinétique de la lyse érythrocytaire en présence de T-BHP  pour les différents groupes traités 

par Globularia alypum.   
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Annexe 4 
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’EBr-GA. 
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’ECh-GA. 
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Lineweaver-Burk
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’EAc-GA. 
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’EAq-GA. 
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Lineweaver-Burk

1/[xanthine] (µM)

-0,08 -0,06 -0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06

1
/V

 (
µ

m
o

l/m
in

)

50

100

150

200

250

300

I = 0

I = 0,75
 

Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’EBr-AA. 
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’ECh-AA. 



Annexes 

124 

Lineweaver-Burk
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’EAc-AA. 
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’EAq-AA. 
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de d’allopurinol. 
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Représentation de Lineweaver-Burk en présence et en absence de la quérecetine. 

 

 

 
 

 


